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TOM TAT

Trong nghién ctru nay, anh huong cua logi va
nong dj enzyme trén kha néing phéng thich té bao
tran tir I in vitro, cum chéi tang sinh cao va hoa
dee non ciia cdy chuéi Cau Mdn dugc khao sdt.
Céc té bao tran thu duwoc tir cdc vat liéu nay duoc
nuéi cdy bang cac kyj thudt khdc nhau. Sw phat
trién cia té bao tran dwoc theo doi nho kinh hién
vi huypnh quang. Cueong dg hé hdp va hoat tinh cdc
chét diéu hoa tang truong thuc vdt cia cac vat liéu
dweoc phan tich. Kha ndng phéng thich té bao tran
dat cao nhdt sau 16 gio xut Iy hoa duc non voi hén
hop enzyme cellulase 1,5 %, pectinase 0,25 % va
hemicellulase 0,25 % (69,5 x 10° té bao / g vit
liéu). Sw phoi hop ky thudt nudi cdy giot treo té

bao (6 ngay dau) va ky thudt 1op nudi véi té bao
nuéi ca rot, moi truong NsPKM c6 b6 sung 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 0,2 mg/L, a-
naphthalene acetic acid (NAA) 1 mg/L va zeatin
0,5 mg/L thich hop cho s phdt trién ciia té bao
tran. Cdc té bao tran tir hoa duc non va cum choi
tang sinh cao co kha nang tao vach va phdn chia.
Dac biét, 16 bdo tran tir hoa duc non cé su phan
chia khéng cdn xitng. Sw phdt trién cia té bao tran
tir hoa dwc non chuéi Cau Man trdi qua cdc giai
doan: tao vdch (ngay 4), phén chia ddu tién ciia té
bao (ngdy 6) va hinh thanh cum té bao (ngay 28).
Mike @6 phdn héa va hoat déng sinh Iy ciia té bao
ban ddu quyét dinh s6 lwong va chdt luong ciia té
bado tran thu dwoc ciing nhu sy phat trién ciia cdc
1é bao tran.

Tir khoa: hoa dvc non, ky thudt nuoi céy giot treo 18 bao, ky thudt lop nudi, t8 bao trdan, Musa

MO PAU

Chubi 1a cay an trai dugc wa chudng & nhiéu
nude trén thé gidi. Trong trai chudi co chira nhiéu
carbohydrat, potassium (mét chit dinh dudng
khodng cin cho hoat dong nhip nhang cia tim),
magnesium, potassium, cac vitamin nhu vitamin
C, vitamin B6, va dac bi¢t la vitamin A, loai
vitamin thuong thiéu trong céc bira dn hang ngay
clia ngudi dan ving nhiét d6i. Ngoai ra, trai chudi
con dugc sir dung nhu mot ngudn cung cap ning
luong chinh & mét s6 nude & Chau Phi va Chau A
[1]. Cac nghién ctru gan day cho thiy trong trai
chudi (Musa acuminata) c¢6 chira Banlec, mot
protein déc bi¢t thu¢c nhoém lectin c6 kha nang lam
cham sy lay lan HIV bang cich ngin can sy xam
nhap clia virus nay vao co thé [2]. Tuy nhién, viéc

san xudt chubi dang bi de doa boi cdy chubdi
thuong dé bi nhidém mét sé bénh nhu bénh dém 1a
do ndm Mycosphaerella fijiensis, bénh héo do
Fusariumm oxysporum, cac bénh do virus va cac
[3, 4]. Do do,
viéc vi nhan gidng va cai tién gidng chudi nham

bénh do cdn trung nhu giun tron...

thu nhan cay giong co chét lugng tot, sach bénh,
nang suét cao, trén qui m6 cong nghi¢p rat dugc
cac nha khoa hoc ciing nhu cac nha trong trot quan
tam. Vén dé dit ra 1a da sb cac giéng chudi tr(‘Sng
hién nay 1a tam boi, khong thu tinh dugce. Do do
viéc lai tao va cai tién giéng chudi trong nho cac
k¥ thuat lai gidng truyén thong rat khé thuc hién.
Theo Haicour va cong su, ky thuat nudi ciy va
dung hop té bao tran 1a mot trong cac k¥ thuét co
thé giai quyét van dé néu trén [4]. Tuy nhién, dé
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6 thé thuc hién dugc viéc nay doi héi phéi cé mot
hé théng té bao tran c6 kha nang phét trién. Chinh
vi vay, su cd 1dp va nuoi céy té bao trin tir cac vat
liéu khac nhau cua cay chudi Cau Mén dugc thuc
hién.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Vit liéu

Cac vat liéu khéc nhau ctia chudi Cau Mén:
cdy in vitro 10 ngiy tudi ting truong trén moi
truong MS [5]; cum chdi ting sinh cao (CHP,
highly proliferating meristem culture) va cac nai
hoa duc non & vi trf tir 5 dén 20.

Dich treo té bao ca rét 10 ngay tudi, hinh
thanh tir mo seo c6 ngudn gdc tru ha diép, ting
truong trén moéi truong MS co bd sung 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 1,2 mg/L va
zeatin 0,5 mg/L.

Céc enzyme cellulase (Merck), hemicellulase
(Sigma), pectinase (Himedia) va macerozyme R10
(Phytotech). Mdi truong nuoi céy té bao tran:
N6PKM [4] c6 b sung 2,4-D 0,2 mg/L (Merck),
NAA 1 mg/L (Merck) va zeatin 0,5 mg/L (Merck)
[6].

Khao sat anh hudng cia trang thai sinh ly cia
14 trén kha ning phéng thich té bao tran

Céc 14 non chua mé va md cia cdy chudi Cau
Mian in vitro dugc c6 lap va phan thanh 2 nhém. 1
gam 14 (mdi nhom) dugc cit thanh cac lat song
song, ngang qua gan chinh, cdch nhau 1 mm. Sau
d6, mdi nhém 14 duge cho vao becher 25 mL chira
5 mL hén hop enzyme gdm cellulase 6 %,
pectinase 3 %, hemicellulase 1,5 % [6].
Khéo sit anh huwéng cha loai va nﬁng ds
enzyme l1én kha ning phong thich té bao tran
tir 14 non chwa mé

1 gam 14 non chua mé cua cay chudi Cau Min
in vitro 10 ngay tudi duoc co lap va cit thanh cac
lat song song, cach nhau 1 mm, ngang qua gan
chinh. Sau khi cit, cac mau 14 dwoc cho vao becher

25 mL chita 5 mL hon hop enzyme véi loai va
nong d¢ khac nhau:

Cellulase 6 %, pectinase 3 % va hemicellulase
1,5 %; cellulase 3 %, pectinase 1 %, hemicellulase
1 % va macerozyme 1 %; cellulase 1,5 %,
pectinase 0,5 %, hemicellulase 0,5 % va
macerozyme 0,5 %.
Khéo sit anh hwéng cha loai va néng do
enzyme trén kha ning phéng thich té bao tran
tir cum choi tiang sinh cao

1 gam cum chdi tang sinh cao dugc co lap, cat
nhé va cho vao becher 25 mL chtra 5 mL 5 hdn
hop enzyme: cellulase 3 %, pectinase 1 % va
hemicellulase 0,5 %; cellulase 2 %, pectinase 1 %
va hemicellulase 1 %; cellulase 2 %, pectinase 1
% va hemicellulase 0,5 %; cellulase 1,5 %,
pectinase 0,5 % va hemicellulase 1 %; cellulase
1,5 %, pectinase 0,5 % va hemicellulase 0,5 %.
Khio sat anh hwéng cia loai va nong do
enzyme va thoi gian xi 1y trén kha niang phéng
thich té bao tran tir hoa dwc non

Céc nai hoa dwc non & vi tri tir 5 dén 20 duoc
cd lap. 1 gam hoa duc non dugc cit nho va cho
vao becher 25 mL chira 5 mL 3 hdn hop enzyme:
cellulase 1,5 %, pectinase 0,25 % va hemicellulase
0,25 %; cellulase 1,5 %, pectinase 0,5 % va
hemicellulase 0,5 %; cellulase 1,5 %, pectinase
0,5 %, hemicellulase 0,5 va macerozyme 0,5 %.

Céc enzyme dugc hoa trong hdn hop dung
dich mudi KCI 3 % va CaCl, 0,5 %. Tét ca céc
becher chita mau xtr Iy duge dat trén may lic vé6i
van toc 80 vong/phut trong 30 phut, sau d6 chuyén
sang diéu kién lac 30 vong/phiit, & nhiét d¢ 27 + 1
°C, trong tbi, am d6 65 + 5 %. Kha nang phong
thich té bao tran duoc theo ddi theo thoi gian nhd
kinh hién vi quang hoc, s6 té bao tran phong thich
duoc xac dinh bang budng dém hong ciu.

Thu nhin té bao trin va khido sat kha nang
phit trién cia té bao tran c6é ngudn goc tir cac
vat liéu khac nhau
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Céc té bao tran tir 1a non chua mé cua cay in
vitro, cum choi tang sinh cao va hoa duc non dugc
thu nhan bing cach loc qua ray c6 kich thugc 16
lan lugt 12 80 um va 30 um, rira v6i hdn hop dung
dich KCI 3 % va CaCl, 0,5 %, ly tim & van tdc
650 vong/phut trong 5 phit, loai bo dich ndi dé thu
nhén t& bao tran (3 lan) va hoa trong mdi truong
long NPKM [4], c6 bd sung 2,4-D 0,2 mg/L,
NAA 1 mg/L va zeatin 0,5 mg/L & mat do 10° té
bao/mL [6].

Tao 16p té bao nudi: dich treo t& bao ca rot
duoc chuyén vao méi truong long NePKM ¢6 bd
sung 2,4-D 0,2 mg/L, NAA 1 mg/L va zeatin 0,5
mg/L. Mbi truong dic c6 cung thanh phan (dugc
b6 sung 8 g/L agarose) dugc giit 1ong & nhiét do
40 °C. Sau d6, van ¢ 40°C, dich treo té bao ca rdt
(mat d6 6 % thé tich té bao ling/thé tich moi
truong) dugce vui riéng 1€ vao cidc moi truong nay
(theo ti 18 1:1) dé c6 mat do té bao sau cing 1 3 %
(thé tich té bao ling/thé tich moi trudong) va dugc
d6 vao dia petri (5 mL cho mdi dia c6 dudng kinh
5 cm) [6].

Mot thé tich 300 uL dich treo té bao tran dugc
trai 1én petri chira té bao 16p nudi, ngan cach véi
céc té bao nudi nhd mot mang nylon ¢6 kich thudc
16 7 pm.

Khio st dnh hudng cia Qiéu ki¢n nuéi ciy Ién
kha ning phat trién ciia te bao tran tir hoa duc
non

Té bao tran c6 nguon gdc hoa duc non sau khi
thu nhan dugc nuoi céiy theo cac cach sau:

Duing ky thuat giot treo: 300 uL dich treo té
bao tran dugc nho truc tiép 1én petri thanh 6 giot
(50 pL/giot). Sau do lat Gp petri lai tao thanh cac
giot treo té bao tran.

Dung k¥ thudt t& bao 16p nuéi: 300 pL dich
treo té bao tran duoc dat nudi trong petri chua té
bao nudi (1 giot duong kinh 2 cm) va dugc ngan
cach véi cac té bao 16p nudi nhd mot mang nylon
¢6 kich thude 16 7 pm.

Phdi hop k thuat giot treo va 16p nudi: té bao
tran dugc nudi bﬁng ky thuat giot treo trong 6
ngay, sau d6 chuyén sang nudi cay bang ky thuat
16p nuoi.

Tit ca cac mau cay duge dat nuéi & 27 £ 1 °C,
trong tbi. Su phat trién ciia té bao tran dugc quan
sat dudi kinh hién vi quang hoc theo thoi gian. Kha
ning séng cta té bao tran dugc theo ddi nho sy
nhudém véi 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride
(TTC) 1 %. Su thanh 1ap vach dugc khao sat nho
nhudm vai calcofluor 0,01 % va sy phan chia nhan
duoc khao sat nhd nhudém vdi 4,6-diamino-2-
phenilindol (DAPI) 0,005 %, trong 5 phut & diéu
kién tdi. Sau d6, quan sat nhd kinh hién vi huynh
quang (Olympus CK41).

Po cuong do hé hdp

Cuong d6 ho hap (UL oxygen/g trong luong
tuoi / gio) cua 14 non chua mé cay chudi in vitro
10 ngay tudi, cum choi tang sinh cao va cac nai
hoa duc non dugc xac dinh nho dién cuc oxygen
cua may Oxylab Hansatech, ¢ 25 °C, trong t6i. Két
qua 1a gia tri trung binh cua 3 lin lap lai.

Do hoat tinh cic chit diéu hoa tang truéng thuc
vt

Céc chét diéu hoa ting truong thyuc vat auxin,
cytokinin, gibberellin va abscisic acid (dang tu do)
c6 trong cac vt liéu duogc ly trich va phan doan
nho cac dung moéi hitu co, pH thich hop va thuc
hién sic ky trén ban mong silicagel 60 F254
(Merk) & 25 °C v6i dung moéi di chuyén
chloroform: methanol: acetic acid (80:15:5). Vi tri
clia cac chét didu hoa tang trudng thuc vat duoc
phat hién nho quan sat truc tiép dudi tia UV &
budc song 254 nm so véi véi indol acetic acid
(IAA), zeatin, gibberellic acid (GA3) va abscisic
acid (ABA) tinh khiét (Yokota et al, 1980). Hoat
tinh ctia céc chat diéu hoa ting truong thuc vat
dugc do bing sinh tric nghiém: di¢p tiéu lua
(Oryzasativa L.) cho auxin va abscisic acid, tir
diép dua leo (Cucumissativus L.) cho cytokinin,
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cdy mam xa lach (Lactucasativa L.) cho
gibberellin [8].

KET QUA

Anh huéng cia trang thai sinh Iy cia l1a
trén kha nang thu nhan té bao tran

Su phong thich té bao trn tir 14 non chwa mo
xay ra s6m hon so véi 14 mé. Véi 14 non chua md,

céc té bao tran dau tién dugc quan st thiy sau 14
gi0. Vi la mo, cac té bao tran dau tién duoc quan
sat thiy sau 16 gio. Kha ning phong thich té bao
tran dat cao nhét sau 16 gio xir 1y 1a non chua mo
v6i hon hop enzyme cellulase 6 %, pectinase 3 %
va hemicellulase 1,5 % (Bang 1).

Bang 1. Anh huong ciia trang thai sinh 1y ctia I4 trén kha nang phong thich té bao tran

Trang thai sinh 1y cta la

Thoi gian xtr ly
enzyme (gio)

Kha nang phéng thich t€ bao tran
(s0 té bao tran x 10%g TLT)

15 0,43 +£0,03b

L4 non chua m& 16 0,50 £ 0,02%
17 0,53 £ 0,032

18 0,20 + 0,044

18 0,20+ 0,044

L mé 19 0,23 +£0,02¢4

20 0,29 +0,01°¢

21 0,09 +£0,02¢

Cic s6 trung binh trong cét véi cac mau tw khdc nhau khéc biét cé y nghia 6 mikc p < 0,05

Anh huéng ciia loai va néqg do6 enzyme 1én kha
niang phéng thich te bao tran tir 14 non chwa mé

S6 té bao tran phong thich dat cao nhat sau 17
gio xtr ly voi hdn hop enzyme cellulase 1,5 %,
pectinase 0,5 %, hemicellulase 0,5 %,
macerozyme 0,5 %. Su phong thich té bao tran xay
ra sém nhat khi xur Iy v6i hén hop enzyme

cellulase 6 %, pectinase 3 %, hemicellulase 1,5 %
(12 gi®), cham hon khi xir 1y v&i hdn hop enzyme
cellulase 3 %, pectinase 1 %, hemicellulase 1 %,
macerozyme 1 % (13 gio) va cham nhét khi xir ly
v6i hdn hop enzyme cellulase 1,5 %, pectinase 0,5
%, hemicellulase 0,5 %, macerozyme 0,5 % (14
gi0) (Bang 2).

Bang 2. Anh huéng cua loai va ndng d6 enzyme 1én sy phong thich té bao tran tir 14 non chua mé cay in vitro

Hdn hop enzyme xir ly

Thoi gian xu 1y

Kha ning phéng thich té bao tran

(gio) (s6 té bao tran x 10%/g TLT)

Cellulase 6 % 16 0,50 + 0,02
Pectinase 3 % 17 0,53+ 0,034
Hemicellulase 1,5 % 18 0,20 0,029
Cellulase 3 % 15 4,52 +0,30¢
Pectipase 1% 16 6,84 + 0,32
Hemicellulase 1 %

Macerozyme 1 % 17 3,97+ 0,40°
Cellulase 1,5 % 16 5,79 +0,73b

3 0,

Eeecrgirisl?u?;lze/((;,S % 17 9,76 +0,45°
Macerozyme 0,5 % 18 8,9+0,12°

Cic 56 trung binh trong ct véi cac mau tw khéac nhau khéc biét ¢6 y nghia 6 mirc p < 0,05.
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Anh huéng ciia loai va nong do enzyme trén
kha nang phong thich té bao tran tir cum choi
tang sinh cao

Kha ning phong thich té bao trdn xay ra sém
nhat khi xtr 1y v&i hdn hop enzyme cellulase 6 %,
pectinase 3 % va hemicellulase 1,5 % (12 gio),
cham hon khi xtr 1y v6i hdn hop enzyme cellulase
3 %, pectinase 1 %, hemicellulase 1 % va

macerozyme 1 % (13 gio) va cham nhét khi xir ly
véi hdn hop enzyme cellulase 1,5 %, pectinase 0,5
%, hemicellulase 0,5 % va macerozyme 0,5 % (14
gi®y). S6 té bao tran phong thich dat cao nhét sau
17 gio xtr Iy véi hdn hop enzyme cellulase 1,5 %,
pectinase 0,5 %, hemicellulase 0,5 % va
macerozyme 0,5 % (Bang 3).

Bang 3. Anh huong ciia loai va nong d¢ enzyme trén kha nang phong thich té bao tran
tr cum choi tang sinh cao

Hdn hop enzyme xir ly

Thoi gian xt ly (gio)

Kha nang phong thich t€ bao tran
(s0 té bao tran x 10%g TLT)

Cellulase 1,5% i; 111;;462712{3902:{
Pectinase 0,5% 19 17 ’33 10 i73ab
: 0 ) )
Hemicellulase 0,5% 20 13,75 = 0,52¢d

1 6,58 £ 0,220
Cellulase 2% 7 12.50 = 2, ] 7<def
Pectinase 1% ig 1 § 42 + f 46b¢
Hemicellulase 0,5% : e
20 8,33£0,17¢
17 6,50 + 0,14hi
Cellulase 2% ; YT
Pectinase 1‘;; 18 1333 - 0574:
efg
Hemicellulase 1% 19 s 0,65f
20 9,75+ 0,76
1 6,42+ 0,17M
Cellulase 3% 12 8.17 + 0.08¢h
Pectinase 1% 17 6,25 T O’ 50N
: 0 > )
Hemicellulase 0,5% 13 4,58 + 0,220

Cic s6 trung binh trong cét véi cdc mau tw khdc nhau khéc biét cé y nghia 6 mikc p < 0,05

Anh huéng ciia loai va 'néng d§ enzyme trén
kha ning phong thich té bao tran tir hoa duc
non

Kha ning phong thich té bao trdn xay ra sém
nhat khi x&r 1y voi hdn hop enzyme cellulase 1,5
%, pectinase 0,5 %, hemicellulase 0,5 %,
macerozyme 0,5 (12 gi®), cham hon khi xir ly véi
hén hop enzyme cellulase 1,5 %, pectinase 0,25
%, hemicellulase 0,25 % (13 gio), hay hdn hop

enzyme cellulase 1,5 %, pectinase 0,5 %,
hemicellulase 0,5 %, macerozyme 0,5 % (13 gi0).
S6 té bao tran phong thich dat cao nhét sau 16-17
gio xtr 1y voi hon hop enzyme cellulase 1,5 %,
pectinase 0,25 % va hemicellulase 0,25 % va sau
17 gio xtr Iy véi hdn hop enzyme cellulase 1,5 %,
pectinase 0,5 %, hemicellulase 0,5 %,
macerozyme 0,5 % (Béng 4, Hinh 1C).

Trang 110



TAP CHi PHAT TRIEN KHOA HQC & CONG NGHE:

CHUYEN SAN KHOA HQC TU NHIEN, TAP 1, SO 6, 2017

Bang 4. Anh huong ciia loai va nong d¢ enzyme trén kha ning phong thich té bao tran tir hoa duc non

Kha ning phéong thich té bao tran

Hdn hop enzyme Thoi gian xir 1y (gio) (s6 € bio tran x 109/g TLT)
15 13,17 +£0,07 ¢
Cellulase 1,5% 16 63,00 £ 4,332
Pectinase 0,25%

9 :t a
Hemicellulase 0,25% 17 68,50+ 1,73

18 21,75+ 8,80 d¢

+2 c

Cellulase 1,5% 15 33,5 £2,60 5

. 16 30,33 +2,62°¢

Pectinase 0,5% 2
Hemicellulase 0,5% 17 69,50+ 1,15

’ 18 4583+0,44°

Cellulase 1,5% 14 16,50 +£0,86 ¢

Pectinase 0,5% 15 18,50 +£1,73 ¢

Hemicellulase 0,5% 16 17,00 £ 0,58 ¢

Macerozyme 0,5 17 13,75+ 1,87¢

Cdc 6 trung binh trong cét véi cdc mau tw khdc nhau khéc biét cé y nghia 6 mike p < 0,05

Kha ning phong thich té bao tran dat cao nhat
v6i vat ligu hoa duc non khi xtr Iy v6i hdn hop
enzyme cellulase 1,5 %, pectinase 0,25 %,
hemicellulase 0,25 % (16 gio), tha‘ip hon & vat liéu
cum chdi tang sinh cao khi xir Iy véi hén hop
enzyme cellulase 1,5 %, pectinase 0,5 %,
hemicellulase 0,5 % (18 gio), 14 non chua mo
khi xir 1y véi hdn hop enzyme cellulase 1,5
%, pectinase 0,5 %, hemicellulase 0,5 %,

macerozyme 0,5 % (17 gi®) va thap nhét & 14 mo
khi xir 1y véi hdn hop enzyme cellulase 6 %,
pectinase 3 %, hemicellulase 1,5 % (20 gio) cay
chudi in vitro 10 ngay tudi (Bang 5).

Puong kinh trung binh cia cac té bao trdn
dugc co 1ap tir 14 ma, 1a non chua mé va cum chdi
tang sinh cao twong duong nhau va 16n hon rit
nhiéu so véi céc té bao trin duoc ¢o 1ap tur hoa duc
non (Bang 5).

Bang 5. Kha ning thu nhan té bao tran tir cac loai vét liéu khac nhau

Loai vat Hdn hop enzyme .Thm . Kha ning phong thich té bao tran Duortl)g l}(llnh
lidu xu ly glan xu (s6 té bao tran x 10%/g TLT) truA'ng‘ 1 cua
i ly (gio) t€ bao (um)
Cellulase 1,5%
Lanon Pectinase 0,5% . a
churra mé Hemicellulase 0,5% 17 9,76 £0,50 16,80+ 1,19
Macerozyme 0,5%
Cellulase 6%
La mo Pectinase 3% 20 0,30 £0,014 19,5+1,32¢
Hemicellulase 1,5%
Cum choi Cellulase 1,5%
tang sinh Pectinase 0,5% 18 18,67 +1,96° 17,9+ 0,592
cao Hemicellulase 0,5%
Hoa duc Cellplase 1,5%
non ; Pectinase 0,25% 16 69,50 = 1,152 8,75+ 0,84°

Hemicellulase 0,25%

Céc s6 trung binh trong cjt voi cic mau tw khéac nhau khéc biét ¢6 y nghia ¢ mikc p < 0,05.
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Cudng d9 hd hip va hoat tinh chit diéu hoa
tang trudng thyc vat cla cac vit li¢u dung cd
14p té bao tran

Cuodng d6 ho hép dat cao nhét & cac nai hoa
duc non, giam manh & cum chdi tang sinh cao va
thép nhat ¢ 14 non chua mé ctia cdy chudi in vitro
10 ngay tudi (Bang 6).

Hoat tinh TAA va zeatin cao ¢ cac nai hoa duc
non, thap & cum chéi ting sinh cao va 1a non chwa
md. Hoat tinh gibberellin cao nhat & 1a non chwa
md, thip & cum chdi ting sinh cao va hoa duc non.
Hoat tinh abscisic acid cao nhét & 14 non chua mo,
giam manh & cum chdi ting sinh cao va thap nhat
¢ hoa duc non (Bang 6).

Bang 6. Hoat tinh cac chat diéu hoa tang truong thuc vat trong cac vat lidu ding c6 1ap té bao tran

Cuong do ho hap Hoat tinh cac chat di€u hoa tang truong thuc vat (mg/L)

Vatlieu (ul On/g TLT/gidy)

1AA Zeatin Gibberellin ~ Abscisic acid

iirr;"n chua mg cay in 218,03+7,50¢  0,13+£0,01> 0,93+0,32% 0,14+0,01* 6,78+0,192

Cum chdi tang sinh cao 288,35+11,64> 0,12+0,01* 0,89+0,20° 0,10+0,01> 3,41+£0,29"

Hoa duc non 517,76 £5,42? 0,31+0,03* 3,89+0,68% 0,08+0,01° 230+0,35¢

Cic 6 trung binh trong cét véi cdc mau tw khdc nhau khéc biét cé y nghia 6 mikc p < 0,05,

Kha niing phat trién ciia té bao tran tir cac loai
vat liéu khac nhau

Sau 6 ngay nudi cay trén moi truong NePKM
¢6 bo sung 2,4-D 0,2 mg/L, NAA 1 mg/L va zeatin
0,5 mg/L bang k¥ thuat 16p nudi, cac té bao tran tir
14 non chua m& khong ¢ su phét trién, khong
chuyén mau héng khi nhuém véi TTC 1% (Hinh
2). Céc té bao trin duogc cd lap tr cum chdi tang
sinh cao hay hoa duc non c6 kha ning song,
chuyén mau hong khi nhuém véi TTC 1% va phat
trién voi sy hién dién cia té bao dang & trang thai
phén chia (Hinh 3). Cac t& bao co ngudn gdc tir
cum choi ting sinh cao phan chia tuong dbi dong
déu (Hinh 3) trong khi cac té bao tir hoa duc non
c6 su phan chia khong can xtimg (Hinh 4).
An}l hudng cia di?:u ki¢n nudi cAy I1én sw phat
trién cua té bao tran tir hoa duc non

Trong ca hai truong hop nudi ciy bang k¥
thuat giot treo hay 16p nudi, cc té bao tran tir hoa
duc non déu c6 sy thanh 1ap vach sau 4 ngay nuoi
cay (Hinh 2) va phan chia sau 6 ngay nudi cay
(Hinh 3-5). Tuy nhién, cac té bao khong c6 kha
ning phét trién (tao cum) néu tiép tuc duy tri &
diéu kién giot treo hay 16p nudi. Su hinh thanh
cum té bao chi xay ra khi té bao dugc nudi ciy nhoy

k¥ thuat giot treo trong 6 ngay duoc chuyén sang
nudi cdy nho ky thuat 16p nuéi (Hinh 6).
THAO LUAN

O chudi Cau Mén, kha nang phong thich té
bao trin dat cao nhét & hoa duc non, giam din ¢
cum chdi tang sinh cao, 14 non chua m¢ va tha‘ip
nhét ¢ 14 mé ciy chubi in vitro 10 ngay tudi. C6 18
chinh murc d0 phan hoa té bao tron g céac vat licu sir
dungla yéu t5 dn dén sur khac biét vé& do nhay cta
cac vat lidu nay véi enzyme. That vay, da s cac
14 tiét nhiéu hop chét thir cap khi bj ton thuong nhur
14 chudi thuong dugc cau tao boi 16p cutin day,
cac chét nhay (mucilage) va dic biét 1a phan vach
té bao kha ran chic. Cac 14 cang gia, muc do ran
chic cta vach té bao cang cao [9, 10]. Do d6, kha
niang phong thich té bao trdn tir 1a non chwa m¢
cao hon so véi 14 mo. Trong khi do, hoa duc non
va cum chdi tang sinh cao chira cc té bao mo phan
sinh ngon chdi véi kich thudc té bao nho, dang
kinh, vdch méng, c6 kha ning phan chia va hoat
dong khong gi6i han. Chinh vi vach té bao mong
nén cac té bao nay dap tmg tot hon véi cac enzyme
phan hay vach té bao. Do d6, kha ning phong
thich té bao tran tir hoa duc non va cum chdi tang
sinh cao cao hon so voi 14 (Bang 1-5). Néu nhu
cac hoa dyc non hau nhu chi bao gém cac té bao
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md phan sinh (s6 liéu chua cong bd), cac cum chdi
tang sinh cao tai thoi diém 4 tuan tudi da co su
hinh thanh céc phat thé 14. Su hinh thanh cac phat
thé 14 cho thdy mtrc d6 phan hoa ciia té bao trong
cum chdi cao hon so voi hoa duc non. Piéu nay
dan dén kha nang phong thich té bao tran tir hoa
duc non cao hon so v&i cum chdi ting sinh cao
(Bang 5). Theo cac nghién ctru vé su cd lap té bao
tran ¢ chudi noi riéng hay cac don tir diép khac
nhu 10, bip va lia mi, dich treo té bao 1a vat liéu
chii yéu dé co 14p va nudi cy té bao tran [11, 12].
Mtc @6 phéan hoa té bao cua vat lidu cling anh
huéng dén muc do dong nhit cua té bao tran thu
nhan duoc. L4 c6 muc d6 phan hoa cao nhit voi
su hién dién cua nhiéu loai té bao bao gém: cac té
bao biéu bi, nhu mé libe, nhu mod diép luc... voi
kich thuéc khac nhau. Trong khi d6, cdc mo6 phan
sinh (ngon chdi va hoa) chira cic té bao co kich
thudc twong ddi dong nhat. Dic biét, cac té bao
md phén sinh hoa dang ¢ trang thai phan chia
manh dé chuyén tir trang thai khong han dinh (md
phén sinh cho) sang han dinh (md phan sinh hoa)
[11, 13] nén c6 kich thuéc rat nho (Bang 5, Hinh
1).

Vai trd to chiic clia céc té bio md phan sinh,
cudng do ho hip, hoat tinh IAA va zeatin cao trong
té bao ban dau 1a yéu t6 quyét dinh sy phét trién
clia céc té bao tran. Biéu hién du tién cho théy su
nudi céy té bao tran thanh cong la sy tai tao lai vach
té bao (Hinh 2). Sau do 1a sy phéan chia té bao dé tao
nhom té bao. Hoa duc non va cum chéi tang sinh
cao chira cac té bao dang ¢ trang thai phan chia
manh nén c6 cudng do ho hép manh, hoat tich
auxin va cytokinin cao hon rat nhiéu so véi 1a non
chua mé (Bang 6). Auxin c0 vai tro kich thich su tao
vach té bao. Auxin lam gia tang cuong do ho hap
bang cach truc tiép huy dong chét du trit tao nguon
nguyén liéu cho ho hap té bao. Sy hién dién va hoat
dong phdi hop cta auxin va cytokinin gitip gia ting
kich thudc té bao dong thoi tac dong 1én ca hai budc
ctia qua trinh phan chia té bao (phan nhan va phan
bao) [11]. Chinh vi vay, sau 6 ngay nudi cdy trong

moi truong NgPKM ¢6 bd sung 2,4-D 0,2 mg/L,
NAA 1 mg/L va zeatin 0,5 mg/L, céc té bao tir hoa
dyc non va cum chdi tang sinh cao da co su tai tao
vach va thuc hién sy phén chia déu tién (Hinh 3-
5). Diac biét, cac té bao tran tir hoa duc non c6 su
phén chia bat d6i ximg twong tw nhu budc dau tién
trong sy hinh ph6i soma (Hinh 4). Trong khi do,
céc té bao tran tir 14 non chua ma khong c6 su phat
trién sau 6 ngay nudi cdy, khong chuyén sang mau
hong khi nhuém véi TTC 1%. Theo Davey va cong
sur [14], té bao tran ciing nhur tt ca cac té bao thé hé
khac, déu c6 tinh toan nang va c6 kha nang tai sinh
thanh cay mot cach truc tiép hay gian tiép qua con
dudng sinh phéi thé hé nhung trong thyc té didu d6
tiy thuoc vao diéu kién moi truong. Thong
thuong, vao giai doan don bao, néu té bao trin
khéng dugc tiép xtc voi cac anh hudng 6n dinh va
khéng duoc cam tng tir cac té bao 1an can, ching
¢6 thé danh mét kha nang tai sinh. Bén canh d6, &
don tur di¢p, k¥ thuat “l6p nuoi” thuong dugce dung
nhur mdt tac nhén kich thich sy ting truong cia té
bao tran [4, 11]. Chinh vi viy, méi truong NePKM
(giau vitamin, chét hiru co) ¢6 sur phdi hop bd sung
auxin, cytokinin va dic biét 1a té bao nuéi ca rét da
gilip téi tao vach cho té bao trén va kich thich phan
chia dau tién. Tuy nhién, khéng chi thanh phan moi
truong quyét dinh sy nudi cdy té bao trin thanh
cong ma k¥ thuat nudi cdy ciing rat quan trong. Khi
nudi cay bang ky thudt giot treo, cac té bao tiép
xtic truc tiép véi khong khi nén hoat dong ho hap
té bao din ra manh gitp té bao d& dang phén chia,
dac biét 1a phan chia khong can xting (Hinh 4, 5),
chudn bi cho su tao cic nhom nho té bao. Tuy
nhién, nhugc diém cta phuong phap nay 1a thé tich
mbi truong it (50 pL), moi trudng long dé bay hoi,
cac té bao s& khong phat trién néu tiép tuc dugc
nudi cdy ¢ diéu kién nay. Chinh vi vdy, viéc
chuyén té bao sang nudi cdy trong diéu kién c6 su
hién dién cta 16p té bao nudi 1a can thiét dé cac té
bao tiép tuc phan chia va tao cum sau 28 ngay nudi
ciy (Hinh 6).
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KET LUAN

O chubi Cau Mén, su cd cip va nuoi ca‘iy té
béao tran c6 thé duoc thyc hién tir cum chdi tang
sinh cao va hoa duc non. Mdi loai vat liéu cin loai,
nong d6 enzyme va thoi gian xtr 1y thich hop. Hoa
duc non cho hiéu suét thu nhén té bao trdn cao nhét
sau 16 gio xir Iy voi hdn hop enzyme cellulase 1,5

%, pectinase 0,25 % va hemicellulase 0,25 %.
Diéu kién thich hop cho su phat trién cia té bao
tran 1a: ding mdi truong NgPKM c6 b sung 2,4-
D 0,2 mg/L, NAA 1 mg/L va zeatin 0,5 mg/L; nudi
ciy nho k¥ thuat giot treo trong 6 ngay, sau d6
chuyén sang nuéi cdy nho ky thuat 16p nudi véi té
bao nudi ca rdt.

‘nr g ‘l/ - ocr; :

Hinh 1. C4c t& bao trén tir c4c vat lidu khac nhau sau khi xir Iy v6i hdn hop enzyme

s B (‘\:\i ‘Gf..

(A), Céc té bao trén tir 14 non chwa mé cdy in vitro sau 17 gid xir Iy véi hdn hop enzyme cellulase 1,5%, pectinase

0,5%, hemicellulase 0,5% va macerozyme 0,5%.

(B), Cic té bao tran tir cum chdi tang sinh cao sau 18 gidr xtr 1y v6i hdn hop enzyme cellulase 1,5%, pectinase 0,5%

va hemicellulase 0,5%.

(C), Céc té bao trin tir hoa duc non sau 16 gid xit 1y véi hdn hop enzyme cellulase 1,5%, pectinase 0,25% va

hemicellulase 0,25%.

B . ST .

Hinh 2. C4c té bao phat trién tur té bao trdn c6 ngudn gbe hoa dirc non sau 4 ngay nuéi céy~b5ng ky thuat giot treo,
trong moi truong NgPKM c6 bo sung 2,4-D 0,2 mg/L, NAA 1 mg/L va zeatin 0,5 mg/L. Mau dugc nhuém véi TTC
1% (A) va calcofluor 0,01% (B).
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10 pm

Hinh 3. Té bio c6 ngudn gbe tir cum chdi ting sinh cao
giéng chudi Cau Min sau 6 ngay nudi trén méi trudng
N6PKM c6 bd sung 2,4-D 0,2 mg/L, NAA 1 mg/L va

zeatin 0,5 mg/L

Hinh 5. T¢ bao phat trién tir t€ bao tran c6 nguon goc
hoa dyc non dang ¢ trang thai phan chia (miii tén) sau 6
ngay nudi cdy bing k¥ thudt giot treo. Mau dugc
nhudm véi calcoflour 0,01 % va DAPI0,0005 %.
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Hinh 4. Cac té bao c6 ngudn gdc tir hoa duc non sau 6

ngay nudi cdy trén méi truong NgPKM c6 bd sung 2,4-

D 0,2 mg/L, NAA 1 mg/L va zeatin 0,5 mg/L khi duoc
nhuém véi TTC 1% (mili tén)
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Hinh 6. Cum t¢ bao hinh thanh tir € bao tran c6 ngudn
godc hoa duc non sau 28 ngdy nudi cy (6 ngay bang ky
thuat giot treo va 22 ngay bang ky thuat 16p nuoi).

Protoplast 1solation and culture from
different explants of Musa spp. Cau Man

e  Tran Thanh Huong
e Vo Quoc Cuong
University of Science, VNU-HCM

ABSTRACT

In this paper, the roles of type and
concentration of enzymes on protoplast isolation
(highly
proliferating meristem culture), and young male

from in vitro leaves, multi-scalps

flower of banana cv. Cau Man were studied.
Respiration rate and content of plant hormones of
materials analysed.  Different

these were

techniques were used to culture these protoplasts.
The development of protoplasts was observed
under fluorescence microscope. The highest yield
of protoplast (69.5 x 10° protoplasts / g fresh
weight) was obtained from young male flowers
after 16 hours treatment with 1.5 % cellulase, 0.25
% pectinase and 0.25 % hemicellulase. The
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combination of hanging drop cell technique (in 6
days), and carrot feeder layer cells in N6PKM
medium supplemented with 0.2 mg/L 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 1 mg/L a-
naphthalene acetic acid (NAA), and 0.5 mg/L
zeatin are suitable for protoplast development.
Protoplasts that were isolated from multi-scalps
and young male flowers created the wall and
divided when cultured by this method. The

development of protoplasts from young male
flower began with cell walls creation after 4 days,
the cell division was after 6 days, and small
colonies formation was after 28 days of culture.
The differentiation and physiological activity of
cells play an important role on quantity and
quality of protoplasts, as on the well as protoplast
development.

Keywords: feeder layer, hanging drop cell culture, Musa, protoplast, young male flower
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