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LO1 CAM ON
Trong suét quéa trinh thuc hién dé tai, nhém ching toi ludn nhan duoc su quan
tam, hudng dan va giup d& tan tinh cua céc thay, cd trong Khoa Sinh hoc ciing véi su
gitip & cua anh chi, ban bé trong phong thi nghiém Nudi cdy mé thuc vat va Tai nguyén

thuc vat.

Loi dau tién, ching tdi xin cam on Ban giam hiéu Truong Pai hoc Pa Lat, Ban
cha nhiém khoa Sinh hoc di tan tinh gitp d&, tao diéu kién cho ching t6i thuc hién dé
tai nay.

Pac biét, ching t6i xin bay Iong biét on chan thanh sau sic toi
Th.S Tran Thi Nhung va TS. Hoang Thi Binh d4 tryc tiép giup d&, huéng dan ching toi

hoan thanh dé tai nghién ctu.

Chuing t6i xin cam on céac anh, chi, cac ban thugc phong thi nghiém Nudi cay mo
thuc vat va Tai nguyén thuc vat da trao doi kinh nghiém, chia sé nhitng niém vui ndi
budn trong sudt thoi gian 1am viéc tai phong thi nghiém va thuc hién nghién ciu dé tai

nay.

Chding tdi xin chan thanh cam on quy Thay, Cd khoa Sinh hoc di tan tinh chi day
va trang bi cho ching téi nhitng kién thic can thiét trong suét thoi gian con ngoi trén

ghé giang dudng, 1am nén tang dé co thé hoan thanh duoc bai dé tai nghién ctu nay.

Nhan dip nay, tdi xin cam on gia dinh d3 tin twong va tao diéu kién thuan loi,

lubn bén canh dong vién tinh than trong sudt thoi gian hoc tap va hoan thanh dé tai nay.

Mot 1an nira, ching t6i xin chan thanh cam on thay/cd — nguoi da truc tiép gidp

d, quan tam, huéng dan ching tdi hoan thanh tét bai béo cao nay trong thoi gian qua.

Xin chan thanh cam on!

ba Lat, thang 5 nam 2022




LOI CAM POAN
Chung t6i xin cam doan két qua cua dé tai nghién cau nay 1a cong trinh nghién
ctru cua riéng ching tdi, khong sao chép cua ai va chua timg dwoc cdng bd dudi hinh

thare nao.

Noi dung dé tai c6 tham khao va st dung mot sb thong tin, tai liéu dugc ding tai

trén sach, bao, tap chi va cac trang web theo danh muc tai liéu tham khao cua dé tai.

Da Lat, thang 5 ndm 2022

Nhom sinh vién
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DANH MUC CHU VIET TAT

BA : 6-benzylaminopurine

B. masoniana : Begonia masoniana

IAA : Indole-3-acetic acid

IBA : Indole-3-butyric acid

KIN . Kinetin (N6-furfuryladenine)
ITCL : Longitudinal thin cell layer
MS : Murashie va Skoog (1962)
NAA : a-Naphthalene acetic acid
TCL : Thin cell layer

tTCL : Transverse thin cell layer
ZEA . Zeatin (6-isopentenylaminopurine)
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Madu 1. Thong tin két qud nghién cizu ciia dé tai

BO GIAO DUC VA PAO TAO
TRUONG DAl HOC PA LAT

THONG TIN KET QUA NGHIEN CUU CUA PE TAI

1. Thong tin chung:

- Tén dé tai: Budc dau khao sat kha ning nhan gidéng in vitro Begonia masoniana
Irmsch. ex ziesenh.

- Sinh vién thyc hién: Nguyén Ngoc Thao Nguyén

- L6p: CSK43 Khoa: 43 Nam thir: 3 S6 nam dao tao:4

- Nguoi huéng dan: Th.S Tran Thi Nhung

2. Muc tiéu dé tai:

Muc tiéu chung: Pa dang hoa cac loai cay trong trang tri khéng gian song.

Muc tiéu cu thé: Khao séat kha ning tao chdi va nhan nhanh B. masoniana trong diéu
Kién in vitro.

3. Tinh méi va séng tao:

- Pé tai lan dau tién ang dung nhan giéng in vitro trong viéc nhan giong loai B.
masoniana tai Viét Nam.

4. Két qua nghién ciu:

Mau cudng 14 ex vitro cat 1at mong c6 do day 0,2-0,3cm ciy trén méi trudng MS cb bd

sung 0,25mg/l BA cho ty & cam (ng cao nhat (71%) sau 6 tuan nudi cay.

- Mau la bao gdm ca cubng la va phién 14 in vitro ciy trén méi trudng MS c6 bo sung
0,4mg/l BA cho ty Ié cam tng bat choi (72%) va tao ra 6,76 choi/mau sau 3 tuan nudi

cay.
- B. masoniana c6 kha nang nhan giong in vitro.

5. Péng gép vé mit kinh té - x4 hi, gido duc va dao tao, an ninh, quéc phong va

kha niing ap dung cia dé tai:

Lam da dang hoa thém cac loai thyc vat s dung 1am 1am kiéng va tang gia tri

kinh té cho loai thuc vat nay.

viii



G6p phan da dang hoa san pham kiéng 14, gitip nguoi ndng dan thuong mai héa
duoc cac san pham tir loai Begonia masoniana Irmsch. ex Ziesenh tai Lam Dong ciing
nhu tai Viét Nam. Bén canh d6 gop phan bao tén ngudn tai nguyén thuc vat ciing nhu
ngudn gen cua dia phuong.

6. Cong bd khoa hoc ciia sinh vién tir két qua nghién ciu ciia dé tai (ghi ro tén tap
chi néu c6) hodc nhan xét, danh gia cta co so dd ap dung cac két qua nghién ciu (néu
cd):
Ngay 24 thang 5 nim 2022
Sinh vién chiu trach nhiém chinh
thuc hign d? tai

(ky, ho va tén)

Nguyén Ngoc Thao Nguyén

Nhan xét cia ngudi hwéng din vé nhirng déng gép khoa hoc cia sinh vién
thuc hién dé tai:

Nhom sinh vién da thuc hién tét cac yéu cau cua thuyét minh dé tai dé ra.

Day 14 loai Thu hai dudng méi, chua c6 nghién ciru nao lién quan dén vi nhan
giong. Nhom di tao duogc ngudn mau in vitro, gilp cho céc nghién ciu vé sau dé xay
dung dwoc quy trinh vi nhan giong hoan chinh. Diéu nay gilp tao ngudn giéng cay B.
masoniana doi dao va chat luong tot.

Trong qué trinh thuc hién, nhom sinh vién da hoc dugc nhiéu kién thuc va ki
nang vVé phuong phap nghién cttu nudi cdy mo thong qua doc tai liéu, thuc nghiém va

viét bao cao.

Ngay 24 thang 5 nam 2022
Xac nhan cia trwong dai hoc Nguwoi hwéng dan
(ky tén va doéng dau) (ky, ho va tén)
_j (“\//I

Tran Thi Nhung



Mdu 2. Thong tin vé sinh vién chju trach nhigm chinh thuc hién dé tai

BO GIAO DUC VA PAO TAO
TRUONG PAI HOC PA LAT

THONG TIN VE SINH VIEN ‘
CHIU TRACH NHIEM CHINH THUC HIEN DE TAI

1. SO LUQC VE SINH VIEN:

Ho va tén: Nguyen Ngoc Thao Nguyén

Sinh ngay: 22 thang 7 nam 2001

Noi sinh: Lam Ddng

Lop: CSK43 Khéa:43

Khoa: Sinh hoc

Dia chi lién hé: 31/36 Nam Ho, phuong 11, Pa Lat, Lam Dong

bién thoai: 0388995435 Email:
1910204 @dlu.edu.vn

Il. QUA TRINH HQC TAP

* Nam thi 1:

Nganh hoc: Céng nghé sinh hoc Khoa: Sinh hoc

Két qua xép loai hoc tap: Khé

So lugce thanh tich:

- Tham gia hoat dong tinh nguyén (c6 gidy ching nhan)

* Nam thi 2:

Nganh hoc: Céng nghé sinh hoc Khoa: Sinh hoc

Két qua xép loai hoc tap: Kha

So lugce thanh tich:

- Tham gia hoat dong tinh nguyén (c6 gidy ching nhan)

- Tham gia dé tai nghién ctu khoa hoc sinh vién cap truong 2020-2021: Budc
dau nhan giéng sinh dudng loai Thu hai duong hoang dai (Begonia masoniana Irmsch.
ex Ziesenh) bang phuong phap giam.

- Uy vién Cau ]ac b6 Sao Tric DLU

- Sinh vién 5 t6t nam hoc 2020-2021

Ngay 24 théng 5 nim 2022
Xac nhdn cia truong dai hec Sinh vién chiu trach nhi¢m chinh
(ky tén va déng dau) thuc hién dé tai

(ky, ho va tén)

=

Nguyén Ngoc Thao Nguyén




MO DAU

Ngay nay, trong cay canh trong nha hay trong san vuon 1a mot thi vui dang duoc
nhiéu ngudi biét ¢én va yéu thich. Khong nhitng vay, viéc trong cay canh trong nha gitp
tang thém gia tri cho ngdi nha, thu gidn tinh than, xua tan nhitng mét moi trong cong
viéc, cudc séng hiang ngay. Cay Thu hai dudng dang ngay cang nhan dugc nhiéu su
quan tdm khong chi vi hoa cua loai ndy c6 nhiéu mau sic, 14 ciing c6 nhitng nét dic
trung riéng biét 1am cho cy c6 gia tri vé kiéng hoa lan gia tri vé mat lam kiéng la. Céai
tén Thu hai duong con mang y nghia la vién man hanh phuac, phd quy giau sang. Thu
hai duong B. masoniana 12 10ai ¢6 kha ning trang tri trong nha, co gia tri vé dugc liéu.
Tat ca nhitng diéu trén cang mang dén cho Thu hai duong nhitng gié tri cao vé tinh than

cling nhu kinh té.

Tuy nhién, hién nay luong cay giéng thuan ban dia chua nhiéu, da s6 giong duoc
nhap tir nuéc ngoai va nhitng nghién ciu vé kha nang nhan gidng caa loai nay con han
ché. B. masoniana la mét trong nhiing loai Thu hai duong hoang dai dep, mang lai gia
tri kinh té cho nguoi trong. Theo cach nhan giéng truyén thong, cay con B. masoniana
dugc tao ra tr nhitng mau 14, cuéng cia cdy me. Cach nhan giéng nay lai c6
nhitng han ché nhu: cdy sinh truong cham, ty & ra choi chua cao, khong dong déu,
cay dé bji bénh. Trong khi d6, nhan gidng in vitro c6 nhiéu wu diém ndi bat nhu:
tao duwoc cdy con sach bénh, thoi gian nhan gidng ngan, hé s6 nhan giéng cao,
cdy dong nhat, dap ung duoc nhu cau ca vé s luong va chat luong giéng. Do do,
viéc ap dung nudi ciy mé té bao thuc vat 1a mot trong nhitng giai phap co thé giai quyét
van dé nhan giéng cua B. masoniana. Bé khao sat kha ning tao chdi va nhan nhanh B.
masoniana trong diéu kién in vitro, chlng tdi thuc hién dé tai “Budc dau khao sat kha

nang nhéan giéng in vitro Begonia masoniana Irmsch. ex ziesenh.”.

Xi



Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Giéi thiéu vé chi Begonia L.
1.1.1. Khai quét vé chi Begonia L.

Chi Thu hai duong (Begonia L.) ho (Begoniaceae) phan b6 hau hét ¢ chau A,
chau My va chau Phi (Hilinske, 2016), ngoai trir Uc (Hvoslef-Eide va Munster, 2007).
Begonia la mot trong mudi chi thyc vat 16n nhat (Frodin, 2004), gdm khoang 2500 loai
(Tian va cong su, 2018). Thu hai duong duoc trong thwong mai cha yéu 1 gidng lai
giita cac loai cay hoang da cac loai tir khip noi trén thé gigi (Hvoslef-Eide va Munster,
2007), la cay trang tri pho bién. Chung c6 thé dugc trong ngoai troi, trong chau, gio, va
lubng vuon (Hvoslef-Eide va Munster, 2006), hoac trong lam kiéng trong nha (Tian va

cong su, 2012). Hiép hoi Thu hai duong Hoa Ky phéan chia Thu hai duong thanh cac

nhom chinh:
. Cane begonia
. Shrub-like
. Tuberous
. Rhizomatous
. Semperflorens
. Rex
. Trailing-scandent
. Thick-stemmed

Phan 16n sy phan chia cac nhom nay khong twong wng véi bat ky nhoém phan loai
hoac phét sinh loai theo phan loai chinh thic nao, nhiéu loai va giéng lai co cac dac

diém ctia nhiéu hon mot nhém hoac khdng phi hop véi bat ky nhdm nao trong sé ching.



1.1.2. Giéi thigu vé B. masoniana Irmsch. ex ziesenh

1.1.2.1. Vi tri phan loai
Gioi: Plantae

(khéng phan hang): Anginospermae
(khéng phéan hang): Eudicots

Bo: Cucurbitales

Ho: Begoniaceae

Chi: Begonia L.

Loai: B. masoniana Irmsch. ex Ziesenh

Tén thong thuong: Begonia Iron cross

Hinh 1.1. B. masoniana Irmsch. ex Ziesenh (Peng va cong su, 2005)
A. Moi truong sdng va sy ra qua cia cay trén da voi; B. Sy phat trién, ra hoa tré
cua cay; C. Pic diém cua la: phong 18n va c6 16p 16ng & trén bé mat 14; D. La kém; E.
Su ra hoa; F. Mat sau hoa duc; G. Mat trudce hoa duc; H. Mat bén hoa cai; . Mat trudc

hoa céi; J. Mt cat ngang cua bau nhuy; K. Hinh dang hat

B. masoniana la mot loai thuc vat thugc ho Thu hai duwong (Begoniaceae), la loai
cay ¢6 phan bd & mién nam Trung Qudc va mién bac Viét Nam (Kiew va cong su, 2015).
B. masoniana (Iron Cross) dugc Maurice Mason gidi thi¢u & Anh vao nam 1952. Pay
la mot loai kiéng 14 phé bién, than ré (rhizomatic begonia), thudng xanh song lau nam,

thich nghi tot vai cac viing c6 do cao khac nhau (Krempin, 1993; Kiew, 2005). Loai nay



c6 14 dep vé6i 16ng tho trén bé mat 14, gidng maot cai khién vai cac van chir thap; mat trén
cua 14 c6 1ong day, nguoc lai mat dudi 14 ¢6 16ng rai rac va c6 mau xanh thim, cuéng la
dai 12-20cm, hoa don tinh, moc thanh cum, cuéng hoa dai 12-20cm va khong d6i xtng.
L& cua ching dep va rat co tiém nang dung dé lam cay gidng (Siregar va Wahyumi,
2017). Nhitng bong hoa mau tring hong hoic xanh nhat cua chiing xuat hién theo mua,
nhung chiing kha nho va thudng khong dugc cha y. Tuy nhién, khi két hop B. masoniana
vé6i nhitng loai cay kiéng la khac sé& tao nén nhitng chau kiéng 14 hoan hao, phu hop dé
trang tri trong nha va san vuon. Nam 2020, B. masoniana dat giai thuong Garden Merit
cua Hiép hoi Lam vuon Hoang gia.
1.1.2.2. Pic diém sinh hoc

B. masoniana la cay thao hang nim, c6 than ré, moc ding phan canh nhiéu; 14 c6
cubng, moc so le, kém theo nhiing 14 kém som rung, di c6 hinh dang thay d6i nhung
hau nhu déu khong can dbi; hoa don tinh cing gbc, hoa duc c6 dé hoa 16i mang 2, 4 hay
nhiéu phién dang canh va nhiéu nhi vang; hoa cai nguoc lai, co dé hoa 16m va c6 bau
thuong chia 3 6 voi nhuy ché d6i ¢ dau; qua nang c6 3 canh thudong khong déu, chia
nhiéu hat nho (Chi, 2003).

1.1.2.3. Pic diém sinh thai

Phan 16n Thu hai dudng ¢ nguon goc tir ring nhiét d6i nén chiing thuong phéat
trién manh ¢ nhitng ving c6 khi hau &m &p. Trong tu nhién cac loai nay thudng moc &
tang thap trong rirng, ching can c6 bong ram va chi cé mot sé loai chiu dugc &nh séng
manh, dac biét trong cac ving c6 khi hau néng. Nhiéu loai Thu hai duong phét trién va
ra hoa quanh nim nhung loai than ca thuong c6 thoi ky nging phat trién, trong thoi gian
d6, ct ¢6 thé luu trit trong khu vuc khd va méat mé. Begonia c6 thé dugc trong tir hat,
giam canh va mot vai loai dang than cu cé thé duogc dy trit cho mua dong dudi diéu kién
lanh gia. P6i véi giam canh, 14 hoac nhitng phan cua 14 ciing c6 thé dugc st dung, ching
ra ré dé dang dudi diéu kién am wét. Ngoai viéc dé dang phat trién, ching thuong cho
rat nhiéu hoa vai tt ca cac mau tir do, d6 tuoi, hong, vang va trang tao nén mot su thay

d6i mau sac qua cac mua (Hvoslef- Eide va cong su, 2007).



Ngoai ra, Duong va cong su (2021), sau 1 nim thir nghiém nhan giéng sinh
dudng B. masoniana ¢ trudng Pai hoc Pa Lat, dd nhan thiy cac dic diém thich hop cho
cay phat trién & nhiét do 1a 19,2+3°C, cudng do chiéu sang l1a 345W/m2~236,3lux,
70-85% d6 am. Vi diéu kién chiéu sang 345W/m?2 = 236,31ux, diéu kién anh sang yéu,

1a diéu kién vo cung thich hop dé trong trong nha.

1.1.2.4. Gia tri cuaa Begonia masoniana Irmsch. ex ziesenh

B. masoniana c6 gia tri 1am kiéng cao, da tro thanh loai kiéng trong nha va san
vudn noi tiéng thé giéi (Zeng, 1998) va phat trién thanh mot loai kiéng 14 trong nhirng
nam gan day. Vao dau nhing nim 1960, Nhat Ban da di dau trong viéc giéi thiéu
B. masoniana nhu mot lodi thuc vat kiéng 14 va thuc hién thanh céng trong viéc trong
trot va nhan giéng nhan tao. Bén nhitg nim 1970, Chau Au va Hoa Ky ciing bét dau

sir dung cdy nay nhu mot loai kiéng 14 (Zaigi, 2008).

Trong nghién ctiu cua Bashilov.A (2021) da phan tich thanh phan hoéa hoc va
hoat dong chéng lai sy tong hop goc tu do cua cac dai dién Begoniaceae. Trong do,
A.Bashilov di phat hién cac hop chat c6 trong 14 cia B. masoniana bao gom:
Anthocyans, Catechins, Flavonols, Ascorbic acid, Hydrophilic pectin, Protopectin.
Cac chat nay l1a cac chat chéng oxi hod c6 mat trong cac thuc pham thién nhién va duoc

biét dén nhu thao duoc va it gdy doc cho ngudi sir dung.

Tsybulya, N. V. va Fershalova, T. D. (2021) trong khi thuc hién nghién ctu hoat
dong khang khuan theo mua ddi véi cac chat dé bay hoi do cac dai dién cua chi
Begonia L. (ho Begoniaceae), phat hién trong B. masoniana ¢ kha ning chdng lai

vi khuan E.coli.

Theo Halyna Tkachenko va cong su (2017) da cho thay rang B. masoniana c6

thé ngan ngtra sy hinh thanh methemoglobin va giam tan mau.



1.2. Nudi cay mo té bao thuc vat

Nudi cidy md té bao thuc vat 1a mot cdng cu déc lec cho khoa hoc trong viéc nhan
nhanh mét sé luong 16n cdy gidng véi chét luong ddng déu va dong nhit vé mit di
truyén, tao cay sach bénh,v.v. phuc vu cho san xuét va trong céng tac nghién cau. Véi
cac diéu kién nhan tao vé sinh 1y (@6 4m, anh sang, nhiét do,v.v.), sinh héa (ngudn dinh
dudng,v.v.) va cung cdp mot méi trudng 1y tudng cho sy sinh truéng cua thue vat (sach

vi sinh, nim,v.v.) (Murashige va Skoog, 1962).
Y nghia ciia nudi cdy md
- Pua ra san pham nhanh hon: Tir mét cay wu viét bat ky déu c6 thé tao ra mot

quan thé co d6 dong déu cao vai sb lugng khdng han ché, phuc vu san xuét thuong mai,

du cay d6 1a di hop vé mat di truyeén.

- Nhan nhanh véi hé s6 nhan gidng cao: Trong hau hét cac truong hop, céng nghé
vi nhan gidng dap ung téc do nhan nhanh cao, tir 1 ciy trong vong 1-2 nam c6 thé tao

thanh hang triéu cay.

- San pham cay giéng dong nhat: Vi nhan giéng vé co ban 1a cong nghé nhan
dong. N6 tao ra quan thé c6 do déu cao du xuat phét tir cy me co kiéu gen di hop hay

dong hop.

- Tiét kiem khong gian: Vi hé thong san xuat hoan toan trong phong thi nghiém,
khong phu thudc vao thoi tiét va cac vat liéu khai dau co kich thuge nho. Mat do cay
tao ra trén mot don vi dién tich 16n hon rat nhiéu so véi san xuat trén ddng rudéng va

trong nha kinh theo phuong phap truyén théng.

- Nang cao chat lwong cdy giéng: Nudi cay mé 1a mot phuwong phép hitu hiéu dé
loai trir virus, nAm khuan khoi cac cay gidng da nhiém bénh. Cay gidng sach bénh tao

ra bang cdy mo thuong ting niang suat 15 - 30% so véi giéng géc.

- Kha ning tiép thi san pham tot hon va nhanh hon: Cac dang san pham khéc
nhau c6 thé tao ra tir hé thong vi nhan gidng nhu cdy con in vitro (trong dng nghiém)

hozc trong bau dat. Céc cay giéng c6 thé duoc ban & dang cay, cu bi hay Ia than cu.



- Loi thé vé van chuyén: Céc cay con kich thudc nho cd thé van chuyén di xa d&
dang va thuan loi, dong thoi cay con tao ra trong diéu kién vo tring dugc xac nhan 1a

sach bénh. Do vy, bao dam an toan, dap tng cac quy dinh vé vé sinh thuc vat qudc té.

- San xuit quanh nim: Qua trinh san xuat co thé tién hanh vao bat ky thoi gian

nao, khong phu thuéc mua vu.
Hgn ché cia vi nhan gidng

- Han ché vé chung loai san pham: Trong diéu kién k¥ thuat hién nay, khéng phai
tat ca cay trong déu duoc nhan giéng thuong pham bang vi nhan giéng. Nhiéu cay trong
cd gia trj kinh té hoic quy hiém van chwa thé nhan nhanh dé dap @ng nhu cau thuong
mai hozc bao quan ngudn gen. Nhiéu van dé ly thuyét lién quan dén nudi cay va téi sinh

té bao thyc vat in vitro van chua duoc giai dap.

- Chi phi san xuat cao: Vi nhan giong doi hoi nhiéu lao dong cé ky thuat
thanh thao. Do d6, gi4 thanh san pham con kha cao so véi cac phuong phap truyén thong

nhu chiét, ghép va nhan giéng bang hat.

- Hién twong san pham bi bién d6i kiéu hinh: Cay con nudi cdy md co thé sai
khac véi cay me ban dau do hién tuong bién di té bao soma. Két qua la cay con khong
giit duoc cac dic tinh quy cua cdy me. Ty Ié bién di thuong thap & giai doan dau nhan
giong, nhung sau d6 c6 chiéu huéng ting 1én khi nudi cdy kéo dai va tang ham lugng
céc chat kich thich sinh trugng. Hién tuong bién di nay can duge luu y khac phuc nham

dam bao san xuat hang triéu cay gidng dong nhat vé mat di truyen.



1.2.1. Phwong phap nudi cay I6p méng té bao (TCL: Thin Cell Layer)

tTCL 4 / \\\
cét ngang / \

/ E
—-

Cuéng la
ITCL -—*
cét doc

\

Hinh 1.2. Phuong phép cit 16p mong té bao tir cung 14 (Duong Tan Nhut, 2011)

1.2.1.1. Giéi thi¢u phwong phap nudi cay l6p méng té bao

Sau d6 khi nghién ctru vé hé thong &c ché, GS. Tran Thanh Van nghi dén khai
niém vé hé thong 16p mong té bao (Tran Thanh Van, 1980). St dung hé théng nay,
GS. Tran Thanh Van cé ging phan tdch mot hoac mot vai 16p trong nhitng té bao da biét
hoa tir mot hé théng co quan, md, hoic té bao va c¢b gang phan biét hoa chiing trong
nudi cay in vitro. Biéu nay cho phép cac nha nghién ctru cé thé truy xuat lai nhitng thoi
diém bat dau. Khong phai nhu truong hop chuyén nhan cua mot té bao sinh dudng vao
mét té bao trimg khong nhan nhu treong hop sinh san vé tinh cua ctru Dolly, nhing té
bao trong hé thong 16p méng té bao van gifr trang thai nguyén phan cia no trong té bao
chat va van duoc biét hoé lai mot cach dong loat dé biéu hién tat ca cac truong hop co
thé c6 cua qué trinh biét hda, ma khéng chi ¢d phbi mai 1am duoc diéu do. Tét ca cac
qué trinh biét hoa d6 duoc kiém soat mot cach riéng biét hodc phan biét hda theo trinh
tu thoi gian hoac khong gian tuy theo nguoi nghién ctru va khéng bi ap dat boi qua trinh

phét trién ca thé.



Mot dic tinh phd bién cua ITCL va tTCL 14 tinh mong, c6 nghia 1a manh ciy c6
s6 luong té bao cang it cang tét. Pac tinh “mong” dong vai trd cuc Ky quan trong bai
nhitng phan tir chi thi xac dinh cho su biét hda cd thé dugc xac dinh ngay trong nhitng
té bao dich (hay té bao dap tng). Su xac dinh vi tri nhu vay cho phép gigi han nhiing té
bao dap tmg. (Duwong Tan Nhuyt, 2011).

Ky thuat TCL sau d6 dugc &p dung thanh céng trong phét sinh phdi v6 tinh va
tai sinh choi & nhiéu loai cay hai 14 mam va cay mot 14 mam, bao géom mét vai gidng
Lan va cé4c giéng cay trong khac nhu Dendrobium aqueum (Parthibhan et al., 2018), cay
sdm Ngoc Linh (Vu Thi Hien et al., 2016). No cling dugc tng dung thanh céng trong
tai sinh mot sé cay than gd bao gom co dau, tdo (ScherwinskiPereira va cong su, 2010;
DobrAnszki, Teixeira da Silva, 2013).

1.2.2. Téi sinh cay hoan chinh tir cac bd phan khac cia cay bang cach nudi cay choi
bat dinh

Callus

cit mau vt sinh san
R (doan thin, manh la,..) .. tao callug callus
Cay — — Cdy gay Callus
cdy vao méi trrong
dinh dudng thich hop 20 chai bt diah ST
Tai sinh choi Tai sinh choi
triec tiép tir callus

tao ré in vitro

!

Céy in vifro
dira ra virom hoan chinh

Cay

Hinh 1.3. So d6 tai sinh cay tir chdi bat dinh




Dinh chdi bt dinh méi c6 thé phat trién truc tiép trén mau vat hoic gian tiép tur
md se0, ma mo seo nay hinh thanh trén bé mat vét cat cua mau vat. Mot sé loai mau vat

dugc dung nhu sau:
- Poan than: thudc 14, cam, chanh, ca chua, bap cai,v.v.
- Manh 1&: thudc 14, ca chua, bap cai, ca phé, ca cao,v.v.
- Cudng l4&: thay tién,v.v.
- C4c bo phan caa hoa: sup lo, laa my, thudc 14,v.v.
- Nhanh cu: ho hanh, ho lay on, ho thuy tién,v.v.
- Poan mam: ming tay.

Sy phat sinh chdi bat dinh tryc tiép bat dau bang cac té bao nhu mé nam ¢ trong
biéu bi hodc ngay phia dudi bé mit ciia than; mot sé té bao nay tré thanh mé phan sinh
va cac thi nho goi 1a thé phan sinh phat trién. Céc thé phan sinh nay ré rang c6 nguon
gdc tir cac té bao don. Tuy nhién, chidu huéng phan Gng cua thuc vat ciing tiy thudc
vao nong do phytohormone. Nghién ciru sy tao chdi & md nudi cay cua cay linh sam
Douglas cho thay cytokinin (BAP 5uM) can thiét cho su phat sinh chdi bat dinh, nhung
c6 ba kiéu phan tng khac nhau c6 két qua tiy thuoc vao nong do cua auxin dugc cung
cap. Nong do auxin thap (NAA < 5uM) chi ¢6 chdi phét trién. Khi nong d6 auxin cao
hon (NAA > 5uM) 14 mam tao ra ca mé seo va nhiéu choi. Khi cung cap chi riéng auxin
(NAA = 5uM) thi chi c6 md seo dugc tao thanh. Sy phat trién cac choi bat dinh gian
tiép dau tién qua giai doan hinh thanh mé seo co so tir cac chdi duoc tach trong nudi
cay. C4c chdi sau d6 phat trién tir ngoai vi md seo va khdng cé quan hé ban dau véi cac

md c6 mach dan cua mau vat.



1.3. Cac nghién cwu lién quan

Begonia la méot chi gdm khoang 2500 loai (Tian va cong su, 2018). Su da dang
vé loai cua chi Begonia c6 sy phan bd khong déu giira cac hé sinh thai khac nhau, ngudi
ta phat hién nhiéu loai ¢ viing nhiét déi hon so véi cac viing khéc trén thé giéi. Po phong
pht cua loai nay minh hoa lich str tién hoa phic tap caa da dang sinh hoc trén toan cau
(Mittelbach va cong sy, 2007). Begonia phan b twong déi nhiéu & My va chau A
(600 loai) nhung lai twong d6i it & Chau Phi (160 loai) va khong cé sy xuat hién o Uc
(Goodall- Copestake va cong su, 2010).

Begonia c6 thé dé dang nhan ra boi cac dac diém hinh dang dic trung nhu 14
khong ddi xung, hoa don tinh, nhuy xoan (Doorenbos, 1998). Tuy nhién vin c6 cac
truong hop ngoai 1€ cd hinh thai khac vai hinh thai dac trung. Ching c¢6 kha nang thich

nghi véi nhiéu dang sinh thai khac nhau (Hughes va cong sy, 2008).

Qua bang 1.1, c6 thé thay, hién nay chua c6 nhiéu nghién ciu vé nhan gidng
ddi tuong nay. Mat khac, chua c6 nghién ctru nao dwoc thuc hién tai Viét Nam.
Thong qua d6, nghién ctru nay c6 thé gop phan khao sat mot s6 yéu tb 1én kha ning nhan
giong in vitro loai B. masoniana, 1am nén tang cho cac nghién ctru khac sau hon trong

tuong lai.
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Bang 1.1. Mot sb nghién ciru vi nhan gidng Begonia L. da duoc thyuc hién trén thé gioi

STT Tén tai liéu Loai  Ngudn M&bi truong Két qua Tai liéu
mau tham khao
Cudng la khong c6 kha ning
Buse diu nghién tai sinh trén 3 loai gia thé khao

sat 1a dat den tribat, ba ca phé,
ctru kha nang nhan

., xo dura. N
giong sinh dudng _ L o (bo Van
B Begonia La va Phien 1&4 c6 kha nang tai sinh
loai thu hai duong , o ) L, Duong va
1 ) i maso cuong  Giathé: so dura, dat den tribat va ba ca phé. trén gid thé xo dua, dat ty 1€
hoang dai (Begonia ) ) ) cong su,
) -niana  la cao vai 94%.
masoniana lrmsch. 2021).

i . Gia thé xo dwra phu hop Véi
ex ziesenh.) bang X .
nhan giong sinh  dudng
phuong phap giam _ _
Begonia masoniana Irmsch.

ex ziesenh.
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Tén tai liéu Loai
Nhan nhanh giéng
hoa thu hai duong
(Begonia tuberous)
bang phuong phap Begonia

nudi cay mé lavaky  tuberous
thuat trong, cham
soc hoa thuong

pham

Nguén

mau

L&

MGoi trwong

Tao chdi:

- ¥ MS bd sung 0,00; 0,30; 0,70; 1,00mg/l BA
+0,01; 0,03; 0,05; 0,07; 0,20mg/l NAA.

- MS b6 sung 0,00; 0,30; 0,50; 0,70; 1,00mg/I
BA.

Nhan nhanh choi:
- % MS b6 sung 0,50; 1,00; 1,50mg/l BA.
- MS b6 sung 0,50; 1,00; 1,50mg/l BA.
- MS bé sung 1,00mg/l BA + 0,10; 0,30; 0,50;
0,70mg/l NAA.
- MS bé sung 1,00mg/l BA + 0,10; 0,30; 0,50;
0,70mg/l IBA.

Tao ré: % MS bo sung:

- 0,00; 0,10; 0,30; 0,50; 0,70; 1,00mg/l NAA.
- 0,00; 0,10; 0,30; 0,50; 0,70; 1,00mg/l IBA.

- 0,30mg/l NAA + 0,50; 0,70mg/l IBA.

- 0,30mg/l IBA + 0,50; 0,70mg/l NAA.

Két qua

5 MS b6 sung 0,70mg/l BA +
0,03mg/l NAA cho ty Ié¢ cam
ung 85%.

MS bo sung 1,00mg/l BA
chiéu cao trung binh chéi dat

cao nhat 2,9cm.

MS b sung 1,00mg/l BA Vi
0,30mg/I NAA cho s chdi cao
nhat (25 chdi/binh).

5 MS bé sung 0,30mg/l IBA
va 0,50mg/l NAA vai ty 1€ tao
ré 100%.

Tai ligéu
tham khao

(Pinh Van
Khiém,
2004).
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STT

Tén tai liéu Loai  Nguén

mau

Effect of explant

type and growth L4,
o Begonia
regulators on in vitro cuong
rex
micropropagation of la
Begonia rex

MGoi trwong

Tao chdi:

MS bé sung

- 0,20; 0,50; 1,00mg/l BA + 0,10; 0,50mg/I
IBA.

- 0,20; 0,50; 1,00mg/I BA + 0,05; 0,20mg/I
NAA.

Nhan nhanh choi:

MS b6 sung

- 0,05; 0,20mg/l GAS.

- 0,05; 0,20mg/l GA3 + 0,20mg/I IBA.
Tao ré:

Y% MS bo sung

- 0,00; 0,20; 0,50; 0,75; 1,00mg/l IBA.

- 0,00; 0,20; 0,50; 0,75; 1,00mg/l NAA.

Két qua

1,00mg/l BA + 0,50mg/l IBA
vé6i sé lugng chdi trung binh
41,6 (cho6i/ mau).

0,20mg/l GA3 1a moi truong
thich hop dé nhan chdi Véi

chiéu cao 1a 2,4cm.

Moi truong ¥2 MS khéng co
hormone chuyén thanh cong

vao dat véi ti 1é sbng 95%.

Tai ligéu
tham khao

(Sara, K.,
Yousef va
cong su,
2012).
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STT

Tén tai liéu

Micropropagation of
Begonia rex Putz, by
6-benzyladenine and
a-naphthalene acetic

acid

Investigation into the
effects of 6-
Benzylaminopurine
and
1-Naphthaleneacetic
Acid concentrations
on 3
micropropagated
Begonia rex ‘Fedor’

explants

Loai

Begonia

rex Putz.

Begonia
rex
‘Fedor’

Nguén

mau

La

L4,
cubng

la

MGoi trwong

Tao choi va ré:
MS bd sung 0,50; 0,60mg/I BA + 0,00; 0,10;
0,25; 0,50mg/l NAA.

Tao ré:

MS bé sung

0,60; 0,98; 0,26; 0,49uM BA
+0,70; 0,55; 0,20; 0,28uM NAA.

Két qua

MS bd sung 0,50mg/l BA +
0,10mg/l NAA véi sé luong
chdi 46,24 + 7,76 (chdi/mau)
vasé luong ré 11,42 £5,17 (ré/

mau).

MS bé sung 0,49uM BA +
0,28uM NAA 1a moéi truong

tdt nhat cho sy ra ré.

Tai liéu

tham khao
(Behzad
Kaviani,
Davood
Hashemabadi
va cong su,
2015).

(Opal Rowe
and Gallone,
2016).
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STT

Tén tai liéu

Micropropagation
Shortens the Time to
Blooming of
Begonia
montaniformis x
Begonia
ningmingensis var
bella F1 Progeny

Micropropagation
and Genetic Fidelity
of in vitro Grown
Plantlets of Begonia

malabarica Lam.

Loai

Begonia
montani
-formis,
Begonia
ningmi
-gensis
var.
bella

Begonia
malabar
-ica

Lam.

Nguén
mau

La cay
con F1

L&

MGoi trwong

Tao chdi:

1 MS bd sung

- 0,00; 2,00; 4,00; 8,00uM BA + 0,00;
0,80uM NAA.

- 0,00; 2,00; 4,00; 8,00uM Zeatin
+0,00; 0,80uM NAA.

- 0,00;2,00;4,00;8,00uM N6 - purin:
+0,00; 0,8uM NAA.

Tao ré:
5 MS bo sung 0,00; 2,69; 5,38uM NAA.

Tao choi:

MS bo sung

- 0,10; 0,30; 0,50; 0,90; 1,00mg/l 2,4-D.

- 0,10; 0,30; 0,50; 0,90; 1,00mg/l 2,4-D +
0,50mg/l BA.

Két qua

15 MS bé sung

2,00; 4,00; 8,00uM BA+
0,80uM NAA tao chdi vai ti ¢
98%.

2 MS bd sung 0,00uM NAA
tao ré véi ti 1¢ 93,33%.

0,30mg/l 2,4-D + 0,50mg/l BA
la tot nhat véi ti 1é cam ang
89,5 + 1,2% va sb luong chdi
11,5 (chéi/mau).

Tai ligéu
tham khao

(Lai, Lin va
cong su,
2018).

(Aswathy,
2019).
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STT

Tén tai liéu

Effect of kind and
plant growth
regulator
composition on
micropropagation of

three begonia species

Loai

Begonia
elatior,
Beginia
soli-
mutata,
Begonia

tiger

Nguén

mau

Cubng

la

MGoi trwong
Tao choi:
MS bé sung
- 0,20; 1,00; 2,00mg/l KIN + 0,00; 0,20mg/I
NAA.

- 0,20; 1,00; 2,00mg/l TDZ + 0,00; 0,20mg/I
NAA.

Két qua

MS bé sung

Begonia elatior tai sinh choi
véi ty 1€ 1a 100% trong moi
treong 1,00mg/l hay 2,00mg/I
TDZ va 0,20mg/l NAA.
Beginia soli-mutata tai sinh
chdi vai ty 18 100 % trong moi
trweong 1,00mg/l hay 2,00mg/I
KIN va 0,20mg/l NAA.
Begonia tiger tai sinh chdi véi
ty 1€ 100 % trong méi truong
2,00mg/l TDZ hay KIN va
0,20mg/l NAA.

Tai ligéu
tham khao

(Hosseini, F.,
va cong su,
2021).
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Chuong 2. PHUONG PHAP THi NGHIEM
2.1. Pia diém, thoi gian, muc dich thuc hién nghién ciu
2.1.1. Pia diém
Dé tai nghién ctiru duoc tién hanh tai phong thi nghiém nudi cdy mé Khoa Sinh hoc

- Truong Pai hoc Pa Lat.

2.1.2. Thei gian
Thuyc hién tir thang 11 nam 2021 dén thang 5 nam 2022.

2.1.3. Muc dich

Muc tiéu chung: Pa dang hoa cac loai cay trong trang tri khéng gian song.

Muc tiéu cu thé: Khao sat kha niang tao chdi va nhan nhanh B. masoniana trong diéu

Kién in vitro.

2.2. Vat liéu va phwong phap nghién ctru
2.2.1. Vat ligu

Gidng B. masoniana trong bo swu tap Thu hai duong hoang dai duoc thu tai
Ha Giang. Sau mét thoi gian thuan véi khi hau Pa Lat, chon nhiing cay sinh truong va phat
trién tét, c6 mac d6 dong déu giita cac 14 cao. Tién hanh cat 14 non mau do, chua chuyén

han sang xanh, 16ng mém, thanh hai phan: cuéng la va phién 1a dé lam thi nghiém.

Hinh 2.1. Vat liéu st dung trong nghién ctu

A. Mau |4 non; B. Miu 14 duogc cat thanh hai phan cudng 14 va phién 14
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2.2.2. Khir tring mau

Mau sir dung trong thi nghiém nay Ia phan 14 va cuéng cuaa la non.

Rira sach bé mit mau bang xa phong sau dé dé dudi voi nuéc chay cia nudc may
trong 30 pht.

Tiép theo, mau dugc khir tring trong con 70° trong 1 phit.

Sau d6, khtr tring bé mat bang Calci hypochlorid 9% trong 15 phit, va dwoc rira lai
bang nudc vo tring 3 lan.

Cac mau cudng duoc cit theo phuong phap 16p mong té bao theo chiéu ngang
(0,2-0,3cm) va ciy vao méi truong MS cd bo sung chat diéu hoa sinh truéong. Cac mau la
(1,2x1,2cm) va cay vao mdi truong MS c6 bo sung chat diéu hoa sinh truong.

2.2.3. Mdi truwdng nudi ciy
Tat ca cac mau cay cua thi nghiém duoc ciy vao méi truong MS (Murashige va

Skoog). TUy theo tirng thi nghiém ma sir dung chét kich thich sinh truéng BA.

2.2.4. Dung cu
Dung cu thuy tinh va vat dung nho:

- Bich nylon (6x12cm; 12x20cm).

- Pipet (1ml, 2ml, 5ml,10ml).

- Binh tam giéac (250ml, 500ml, 1000ml).

- Ong dong thuy tinh (50ml, 200ml, 250ml, 500ml, 1000ml).

- Céc thay tinh (100ml, 500ml, 1000ml).

- May tiét tring dung cu cdy mau, dao mé, pank va céc dung cu khac.
Dung cu Ién:

- Ta lanh.

- T cdy vo tring.

- Noi hap autoclave (Tomy SS — 325).
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- May do pH.
- Cén (phan tich, ky thuat).

2.3. Piéu kién tién hanh thi nghiém

- Cuong d6 chiéu sang : 40pmol/m?st
- Thoi gian chiéu sang : 16h/ngay

- Nhiét do : 25°C+2

-Do am 1 75-85 %

2.4. Tién hanh thi nghiém
2.4.1. Chuan bi méi truong
MBoi truong MS ¢6 bo sung cac chat diéu hoa sinh truong thuc vat BA véi nhiing

ndng d6 khac nhau ty vao ting thi nghiém.
Moi trudng sau khi pha xong, diéu chinh pH vé 5,8 bang dung dich NaOH 1N va
HCI IN trudéc khi hap khir triing ¢ 121°C, 1atm trong 20 phut.

Mai truong sau khi dugc hap khir tring duoc d6 vao bich nylon (v triing) cé kich

thudc 6x12cm, cac thao tac duoc thuc hién trong ta cay vo tring.

2.4.2. Phwong phap bé tri thi nghiém
2.4.2.1. Thi nghiém 1: Khao sat anh hwéng cia BA I&n kha ning cam ng tao chdi tir
mau |4 va lat méng cudng la

Sau 1 tuan khtr tring, cac mau 14 va cudng 14 (Hinh 2.1) khéng bi nhiém duoc st
dung 1am mau cho thi nghiém nay. Cay vao méi truong MS c6 bo sung 30g/1 sucrose, 7g/I
agar, pH=5,8 va chat diéu hoa sinh truong 0,00; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00mg/l BA vai ky hiéu
tuong ang tr Ao 2> Aas.

Két qua thu nhan sau 6 tuan nudi cay, lap lai 4 lan.

Chi tiéu theo d&i: Ty I¢ bat chdi (%) trén mau cudng va 14 ex vitro.
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2.4.2.2. Thi nghiém 2: Khao sat anh hwéng ciia BA Ién kha ning nhan nhanh chdi
Cac cum chdi hinh thanh tét nhat ¢ thi nghiém truéc, duoc cit thanh nhitng cum nho
cdy vao méi trudng MS khéng chira chét kich thich sinh trudng dé ting sinh vé kich thuéc.
Sau 3 tuan, c&c mau nay da tang sinh vé kich thuéc, 14 phat trién to hon. Tién hanh cat Ia
(c6 ca cubng va phién 14) dit trong moi truong MS c6 bd sung 30g/1 sucrose; 7g/l agar;
pH=5,8 vai 0,00; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50mg/l BA va ky hiéu lan luot tir Bo = Bs.

Két qua thu nhan sau 3 tuan nudi cy, lap lai 3 lan.
Chi tiéu theo ddi: s6 chdi trung binh/mAu, ty 1é mau tai sinh (%).

2.4.2.3. Phwong phap xir ly s6 liéu
Céc s6 liéu thu dugc xur Iy theo phuong phap thong ké, sir dung phan mém Microsoft
Excel 2016 va SPSS20.
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Chuong 3. KET QUA THIi NGHIEM
3.1. Khao sat anh hwéng cia BA 18n kha niing cam &ng tao chdi tir mau la va lat
méng cudng l&

Do l4 va cudng 14 cia B. masoniana c6 rat nhiéu 16ng (Hinh 2.1), day 1a mot bat lgi
cho viéc vao mau. Chang t6i da khir mau véi Calci hypoclorid 9% trong vong 15 phat, ciy
trén moi trudng MS trong 1 tuan dé loai cac mau nhiém. Ty 1& nhiém khé cao, ¢ nhiing
dot nhiém gan nhu 100%. Piéu nay dan téi mdi dot bé tri thi nghiém, s mau khong duoc
nhiéu (khoang 5 — 10 mau). Cac mau khéng nhiém sau 1 tuan nudi cay duoc cay chuyén
qua méi truong dé bo tri nghiém thuc. Sé licu duoc theo ddi sau mdi tuan dé quan sat su
cam tng ctia mau va thoi gian bat dau tao choi. Theo quan sat, chdng tdi nhan thay trén tat
ca cac nghiém thtc ¢d bd sung BA, sau 3 tuan mau la va cubng la bat dau phan ¢ng, c6
hién twong phong xung quanh cudng va phién 14 cong 1én, gia tang dién tich bé mat la. Sau
4 tuan, cdc mau cay bat dau nhia chéi. Nhu vay, cac ciu tric chdi dugc tao thanh truc tiép

trén bé mat xung quanh 16p vo mau cay ma khong qua giai doan tao mé seo.

Két qua thu duoc trén méi trudng MS bo sung BA vai cac ndng do khac nhau duoc

thé hién qua bang 3.1.

Bang 3.1. Anh hudng ciia BA dén sy phat sinh hinh théi tir I6p mong cuéng la

va phién la B. masoniana sau 6 tuan nudi cay

To l}\ X > ” t h;‘\. 0/
Nghi¢m thirc BA(mg/l) y 16 mau cam tng tao choi (o)

Cudng 14 Phién 14
Ao 0 0° 0b
Ay 0.25 712 3b
Az 0.5 502 432
As 0.75 37 132
Aq 1 532 gab

(*) Nhitng chiz cdi khdc nhau (a,b,c,d) dwoc néu trong cac cét biéu dién sir khac nhau co y

nghia voi P = 0,05 trong Duncan'’s test.
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Hinh 3.1. Su phéat sinh hinh théi tir I6p mong cudng la va phién 14 B. masoniana

A. Lat mong than cam ang tao choi sau 6 tuan; B. Lat mong than cam @ng tao choi
sau 8 tuan; C. Choi duoc hinh thanh & mat dudi cua 14 sau 6 tuan: D. Chdi duoc hinh thanh

& mat trén cua 14 sau 6 tuan; E. Cum choi cay trén méi truong MS sau 18 ngay.

Trong mdi truong Ao 13 méi truong MS khong bd sung BA, sau mot thoi gian nudi
cdy mau hoa nau va chét. Piéu nay chung to trén moi truong khong co chat diéu hoa sinh

truong thi khdng thé kich thich mau 14 bat choi.

Nhin vao bang s liéu cho thay, méi truong MS c6 bo sung BA déu c6 thé kich thich
tao choi trén ca lat mong cudng la va phién 4.

Déi véi mau cuong la:

- Ty Ié mau cam ung tao choi khong co6 sy khac biét mang y nghia thong ké gitra cac
nghiém thtc. Tuy s6 lidu cho thay 1a & nghiém thic Az (0,25mg/l BA) l1a ty 1 cam ung tao
chdi 1én téi 71% va nghiém thicc As (0,75mg/l BA) chi c6 35% nhung do bién dong gitra
cac 1an b tri thi nghiém chénh léch dan dén sai sé 1on. Diéu nay c6 thé giai thich do loai
B. masoniana c6 kha ning ty tai sinh bang céch giam 14 & diéu kién ex vitro (P Vin
Duong, 2021), chitng t6 trong 14 va cudng 1a c6 chira phytohormone kich thich qua trinh

phan biét hoa tao chdi. Mai 14 va cudng 14 s& c6 lugng phytohormone khac nhau, dan téi su
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kich thich tao chdi tir mau ex vitro s& bi bién dong sau mdi 1an bé tri thi nghiém. Mat khac,

do mau sau khi nhiém bi hao hut rat nhiéu, nén céac 1an b tri c¢é sb luong khac nhau.

- Nghiém thirc Az cho ty 18 bat chdi kha dong déu giita cac 1an bé tri thi nghiém, ty
1& phat sinh chdi cao. Day la nghiém thuc bd sung 0,25mg/l BA nén giam duoc chi phi khi
tién hanh thyc hién. Két qua cho thay lat mong cudng khi ciy trén méi truong MS b sung

0,25mg/l BA 1 tot nhat trong thi nghiém nay.

- Chéi dugc hinh thanh ngay 16p biéu bi caa cudng (Hinh 3.1A) sé lugng choi khé
nhiéu. Tuy nhién, chiing t6i khong dém sb chdi vi anh hudng dén céc thi nghiém tiép theo.

Péi véi mau phién la:

- S6 lieu cho thay nghiém thirc Az (0,5mg/l BA), As (0,75mg/l BA) va A4 (1,00mg/l
BA) cho ty Ié bat chdi khdng c6 sy khac biét mang ¥ nghia thong ké. Diéu nay co thé giai
thich do phién 14 nhiéu 16ng nén ty 18 nhidém rat cao, lam cho s6 mau bé tri nghiém thirc kha
thap. Tuy nhién, nghiém thicc A1 c6 ty 16 rat thap, cho thay dé kich thich tao choi ¢ 14 thi
can néng do BA cao hon & phién la. Pay l1a budc dau giai thich cho sy chénh léch ham
luong phytohormone trong cudng va la. Két qua thi nghiém trén phién 14, nghiém thic Az
c6 su dong déu hon 2 nghiém thic con lai. Chdi hinh thanh trén ca gan va thit 14; ca mit

dudi va mat trén caa la (Hinh 3.1C, D).

Qua nghién ciru céc tai liéu lién quan t6i vi nhan giéng cua cac loai Begonia L., moi
truong MS c6 bd sung BA két hop véi NAA hoidc TDZ thich hop véi viéc kich thich tao
chéi tir 14 va cubng la. Cung véi két qua thi nghiém nay, ching toi nhan thdy BA 1 loai

hormone thich hop dé kich thich tao chdi truc tiép tir mau ex vitro cua loai B. masoniana.

So v&i Duong va cong su (2021), khi nhan gidng sinh dudng B. masoniana, can dén
91 ngay (14 tuan) dé mau co thé bat chdi. Trong khi d6, két qua caa ching tdi cho thay, chi

can 6 tuan dé mau bat chéi. Biéu nay cho thay, nhan gidng in vitro 1a hiéu qua hon.
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3.2. Két qua khao sat anh hwéng ciia BA Ién kha niing nhan nhanh choi

Pé tién hanh thi nghiém 2, chung t6i da tach cum tét nhat & thi nghiém 1 (MS bé
sung 0,25mg/l BA) va ciy vao méi trudng MS trong 3 tuan (Hinh 3.1E) dé ting kich thudc
cua chdi. Sau d6, tach cudng va 14 dé tién hanh thi nghiém 2. Phan cuéng ciy trén mai
truong c6 BA nhung yéu, dé chét nén ching t6i khong thu sb liéu. L& va cubng 14 I nhitng
phan thuong khodng sir dung sau mdi 1an cdy chuyén. Tuy nhién, kha ning cam ¢ng cua
mau nay rat tot. Diéu nay Ia ly do dé ching tdi quyét dinh st dung mau nay 1am vat liéu
nudi cy cho thi nghiém 2. Tuan tht 3 bét dau xuat hién chdi rai rac ¢ doc cudng 14 va bé

mit 14. Sau 4 tudn quan sat thu duoc két qua nhu bang 3.2.

Bang 3.2. Anh hudng ciia BA 1én kha nang nhan nhanh chdi B. masoniana

Nghiém Néng do BA Ty lé miu phat Ty 1é miu chwa phat  Sé choi/mau

thiec (mg/l) sinh chdi (%) sinh choi (%)
Bo 0,0 56°P 442 2,88°
B1 0.1 932 72 2,94°
B> 0.2 672 334 3,74°
B3 0.3 g7 132 3,00°
B4 0.4 72 282 6,762
Bs 0.5 758 258 3,83°

(*) Nhitng chiz cai khac nhau (a, b, ¢, d) diroc néu trong cac cét biéu dién su khac nhau c6

¥y nghia voi P = 0,05 trong Duncan’s test.

L4 va cudng 14 in vitro kha nho nén khong tach riéng ra ma ciy nguyén mau trén
moi truong ¢6 bd sung BA. Nhém da tién hanh quan sét, sau 1 tuan nudi ciy da thay c6 dau
hiéu cam ng (14 cong Ién, 14 va cudng la day Ién) ¢ rat nhiéu mau, sau 2 tuan thay & mot
s6 diém trén cudng 14 va bé mit trén va dudi 14 c6 phong I1én giéng md seo hoac phdi (Hinh
3.2A), dic biét 1a diém giao nhau giita cuéng la va 14 cac té bao sui 1&n rat nhiéu giong nhu
tao mo seo.

Ty Ié phat sinh chdi khong c6 sy khéc biét mang tinh théng ké gitra cac nghiém thirc
c6 bd sung BA. Biéu nay khang dinh 1a BA c6 mét vai trd quan trong trong viéc cam tng
bat chdi tryc tiép tir 14 va cudng 14 cua loai B. masoniana. Ty 18 nay c6 sai s6 16n do chi lap
lai 3 1an.
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Qua qué trinh thuc nghiém, ching tdi thy rang sau mot thoi gian nudi cy, nghiém
thire d6i chiing Bo van c6 thé cam ng bat choi tir 14 in vitro va cho ty & chéi/mau thap,
ty 16 phat sinh chdi thap nhat (2,88 va 56%). Ngoai ra, trong qué trinh thi nghiém, ching
t6i thay rang nghiém thirc Bo mac di tao chéi it nhung chdi to, khoé va ¢ nhiéu mau ra ré.

Nhu vay, nhan thiy day 14 loai d& hinh thanh r& trong méi truong in vitro.

O c4c mau chua cam ung, phdi xuét hién nhiéu trén ca mat trén va mat dudi bé mat
l4 (Hinh 3.2 A, B). Néu tang thoi gian thi nghiém thi ty 16 mau tao chdi va s6 lugng choi

trén mau sg ting.

Hinh 3.2. Mau l4 in vitro hinh thanh chdi sau 3 tuan nudi cy

trén moi trudng MS ¢6 bd sung BA
A. Cum chdi va cum phoi dang hinh thanh & mat trén I1a; B. Cum chdi va cum phoi dang
hinh thanh & cudng 14 va miat duéi 14; C,D. Cum chéi hinh thanh cha yéu tai diém giao

nhau gitra 14 va cuéng la.
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S6 chéi trung binh tai nghiém thiic Bs (0,4mg/l BA) cho ty Ié tao chdi tt nhat (6,76
chdi/mau). Cac nghiém thuc con lai ké ca nghiém thace déi chitng, sb lwgng chdi trung binh
khong c6 su khac biét mang ¥ nghia thong ké. Chdi hinh thanh & doc cudng 14, mit trén va
mat du6i 14 (khdng ké thit va gan 14), dac biét tap trung nhiéu ¢ phan giao nhau giira cudng
14 va 14 (Hinh 3.2 C,D). Sé lwong chdi dém duoc 1a nhitng chéi di nhd Ién xuét hién cudng

va |4 nho. S6 chdi trung binh duoc tinh trén cac mau c6 xuét hién choi.

Chdi cam tng mau 14 va cudng 14 in vitro nhanh hon & mau ex vitro. Lugng mau
in vitro nhiéu hon do khéng bi anh huong cua qué trinh khir miu. Pay 1a phuong thirc

nhan nhanh duoc khuyén cao dé sir dung cho loai nay.

Nhu vay, mau la in vitro ciy trén méi trudng MS c¢6 bd sung 0,4mg/l BA cho ty 1é

nhan chdi tot nhat sau 3 tuan nudi cay.
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Chuong 4. KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Tir két qua thu duoc tir thi nghiém chung t6i dwa ra mot s6 két luan sau:
- MAu cudng 14 ex vitro cét lat mong c6 d6 day 0,2-0,3cm ciy trén moi truong MS
c6 bd sung 0,25mg/l BA cho ty Ié cam &ng cao nhat (71%) sau 6 tuan nudi ciy.

- Mau |4 bao gom ca cudng 14 va phién 14 in vitro ciy trén méi trudng MS c6 b sung

0,4mg/l BA cho ty 18 cam tng bat chdi (72%) va tao ra 6,76 choi/mau sau 3 tuan nudi cay.
- B. masoniana c6 kha nang nhan gidng in vitro.

KIEN NGHI

Do kién thirc con han ché, trong mot thoi gian ngén va budc dau lam quen véi cong
tac nghién ctu khoa hoc, dé tai nghién ctiu nay kho tranh khoi nhiéu thiéu sét. Chung toi
rat mong nhan duoc su dong gop ¥ kién cua quy thay cd, ban bé va nhimg ai quan tim dén
linh virc nay. Nghién ctru nay chi méi dua ra so bo moi truong cia mot s6 giai doan vi nhan
gidng B. masoniana, dé co thé tao dugc quy trinh nhan giéng hoan chinh cay B. masoniana

ching tdi dwa ra mot sé kién nghi sau:

- Can tang thoi gian 18n 6 tuan dé khao sat ty 16 cam tng va dém sb chdi trung binh

phéat sinh ¢ thi nghiém nhan nhanh.
- Nghién ctru giai doan cdy chuyén qua MS dé danh gia hé s nhan.

- Nghién ciru méi truong phil hop cho viéc ra ré in vitro va ra vuon.
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PHU LUC

Thanh phan mai treong MS — Murashige & Skoog (Murashige, Skoog,1962)

PA LUQONG

Muéi khoang

Nong dd (mg/l)

Potassium nitrate (KNO3) 1.900
Ammonium nitrate (NHzNO3) 1.650
Calcium chloride (CaCl2.H20) 440
Magnesium sulfate (MgSO4.7H20) 370
Potassium phosphate (KH2PQOy4) 170
Potassium lodine (KI) 0,83
Sodium molybdate (Na2Mo0O4.2H,0) 0,25
Zinc Sulfate (ZnS04.7H.0) 8,6
Na.EDTA.2H,0 37,2
VILUONG
Manganese sulfate (MnSQOa. 4H,0) 22,3
Boric Acid (H3BO3) 6,2
Cobalt chloride (CoCl2.6H20) 0,025
Cupric Sulfate (CuS0O4.5H,0) 0,025
Ferrous sulfate (FeSO4.7H20) 27,8
VITAMINE
Myo-inositol 100
Pyridoxine HCI 0,5
Glycine(recrystallized) 2,0
Nicotinic Acid 0,5
Thiamine HCI 0,1
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