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Anh huodng cia diéu kién dnh sang va thanh phan dinh dudng
(duong, benzyl adenine, chlorocholine chloride) dé,n su tao
cu bi Khoai tay (Solanum tuberosum L.) trong nudi cay in vitro
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Tém tit: Trong thi nghiém nay 4 nbng d6 duong sucrose (25, 50, 75, 100g/1), 4 ndng do Benzyl
adenine (BA) (0, 2, 4, 6mg/1) va 4 nong d6 Chlorocholine chloride (0, 100 150, 200mg/1) Kkét hop
voi 2 diéu kién dnh sdng khac nhau la ¢ 16h chu ky quang va diéu kién tbi hoan toan. Két qua cho
thiy san Xuét cti bi trong dng nghiém & diéu kién chiéu sang 16h chu ky quang c6 hién tuong cu bi
moc mam ngay, cdn trong diéu kién t6i hoan toan véi ndng do dudng (75 g/l) s6 cu hinh thanh/
binh cao hon so véi cdc ndng d6 duong khic, véi két qua trén ching toi sir dung ndng do dudng
75g/1 két hop véi cdc ndng d6 BA va nong do6 CCC. Qua quan sét ching toi nhan thiy ¢ nong do
BA (4mg/l) va ndng d6 150mg/l CCC ¢6 s6 cu hinh thanh cao hon.

Twr khoa: Benzyl adenine, sucrose, chlorocholine chloride, Solanum tuberosum L.

1. Gi6i thigu

O nudc ta cdy Khoai tdy 12 nhém ciy luong
thuc ¢6 tim quan trong thir ba sau Liia va Ngo.
Khoai tdy c6 thoi gian sinh trudng ngén, tir 80 -
100 ngay, nhung c6 kha nang cho ning suét tir
15 - 30 tan ci/ha voi gid tri dinh dudng cao.
Trong qud trinh phét trién kinh t& xa hoi, nhu
cau tiéu thy khoai tiy cia thi trudng néi chung,
dac biét la cac do thi, khu cong nghi€p va khu
du lich, s& ngay cang ting.

Khoai tiy alantic 1a giéng khoai tiy c6 chat
luong ché bién khoai tdy chips rat tdt, dwoc

* Téc gia lién hé. DT: 84-914373627.
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tr6ng rong rai & mot 6 nudc c6 didu kién thich
hop dé lam nguyén liéu (My, Canada, Uc,
Trung Qudc, Chau Au).

Viét Nam cé kha ning phét trién manh
khoai tdy, nhat l1a & ving dong bang Bic B9,
mién nidi phia Bic, Bic Trung Bo va Ty
Nguyén. UéGc tinh, it nhit c6 vao khoang
200.000 ha dat c6 thé trong dugc khoai tay. Tuy
nhién, nhitng niam gan ddy, dién tich trong
khoai tdy chi dao dong trong khoang 30.000 -
35.000 ha véi nang sudt binh quan khoang tir 10
- 11 tan/ha. Mot trong nhirng nguyén nhéan chi
yéu din dén ning suét thap va dién tich trong
giam déan 1a do thiéu ngudn cu gidng tot, cu
gidng dugc nhan gbng theo phuong phép truyén
thdng 12 sir dung cu gidng tir vu mia trude 1am
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gidng cho vu mia sau do vay chat lugng thip
(ty 1& nhiém bénh do virus, nim cao, do thuin
ching thép) [1].

Ngay nay v6i k¥ thuat nudi ciy thuc vat mo
da han ché duoc céc nhuoc diém trén va cay
Khoai tdy 6ng nghiém duoc san xuat dé dap
g nhu ciu, tuy nhién ciy con Khoai tiy trong
6ng nghiém c6 ty 1& chét cao khi van chuyén,
trong qué trinh thich nghi v&i khi hdu va khi
trong ra dong rugng. Vi vdy, can c6 mot ngudn
nguyén liéu thay thé dé lam giam ty 1& chét 1a
san xuét ci bi siéu nho. Cu bi siéu nho c6 thé
dugc luu trit trong khoang thoi gian lau hon,
viéc xir 1y va van chuyén dé dang hon so véi
ciy con, do d6 c6 thé 1a mot vat lidu nhan gidng
1y twdng [2].

Ching c6 thé duoc truc tiép gieo vao dat
va ¢ thé dugc san xuat véi s lugng 16n trong
bat cir mia ndo. Chiing c6 dic diém hinh thai
hoc va sinh héa twong ty nhu cu khoai tay
duoc san xuét ngoai d@)ng rudng [3].

Sd Iwgng va kich thude cua cu bi dugce san
xuét ra phu thy vao nhiéu yéu td, nhu nong do
t6i wu ciia duong, chét kich thich sinh trudng va
céc chat kim ham sinh truéng trong moi truong
nudi c?iy [4]. Trong sb cdc chit duogc st dung dé
tao cu bi thi courmarin, CCC va cytokinin dugc
chd y nhidu nhét, [4, 5]. Chit kim ham sinh
trudng kich thich tao cu cua thuc vat dudi diéu
kién moi truong khong thuéan loi [6] va CCC
duogc sir dung nhiéu trong mdi trudng nudi cay
dé kich thich tao cu bi trong 6ng nghiém [6, 7].

Véi muc dich 13 tim ra diéu kién dnh sédng
cling nhu ndng d6 t6i wu nhét cia cdc chat duoc
sir dung trong thi nghiém nay anh hudng dén sy
tao cu bi trong 6ng nghiém.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ciru
2.1. Méu cay

Nguon mau stir dung trong nghién ctru nay

1a ciy khoai tdy giéng Atlantic in vitro duoc
nhan chuyén trén méi trudng ¥2 MS [8], sau khi
cdy phét trién khoang 6 d6t dung lam thi
nghiém. D4i voi nhitng cdy ¢6 6 ddt, qua trinh
tao cu s€ nhanh hon [7] va tao dugc nhiéu cu in
vitro hon so véi cdy it dot hon.

Tuéi sinh Iy

Cay con dugc nudi cdy it nhit 4 tuan ¢ diéu
kién 16h chu ky quang s& cho sy phit trién tao
ct bi nhanh nhét va 1am ting trong lugng tuoi
cua cu bi [9].

Méi trirong nudi cdy

Mbi truong tao cu bi khoai tdy: moi trudng
16ng MS [8] c6 bd sung duong voi n6ng do (25,
50, 75 va 100g/1), BA (0, 2, 4 va 6mg/l) va
CCC (0, 100, 150 va 200mg/l). Pugc diéu
chinh pH = 5,7 + 0,1; hép khir tring trong
autoclave & dp sudt latm trong thoi gian 25
phiit ¢ 121°C.

Piéu kién thi nghiém

Céc thi nghiém in vitro dugc tién hanh &
diéu kién nhiét do trung binh 1a 25 + 2°C véi 2
diéu kién 4nh sing khic nhau 13 & 16h chu ky
quang bang den huynh quang véi cudng do anh
sdng 12 2500 - 3000 lux va diéu kién trong tbi
hoan toan. Do 4m trung binh tir 75 - 80%.

Thiét ké hé thong nudi cdy

Binh thuy tinh tam gidc 100ml duogc rét
20ml moi trudong cdy chuyén, sau d6 day nip
nylon chiu nhiét va bugc thun. Nép nylon dugc
duc 16 thoang khi c6 duong kinh lcm va sir
dung mang loc Millipore ddn 1én phan duc 16
thodng khi, mang loc Millipore cé dudng kinh
2cm va c6 duong kinh 16 trén mang 0,5 um do
hang Millipore, Tokyo, Japan san xuét.

Thay moi truong tao cu bi

Sau 2 tuan nudi cdy trong binh thiy tinh
tam gidc 100ml, cdy phat trién hoan chinh va c6
khoang 6 ddt, moi trudng con du trong binh s&
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duoc dd ra va rét vao 40ml méi truong tao cu
bi. Céc thao tac trén duoc thyc hién trong td céy
vO trung.

Thiét ké thi nghiém

Thi nghiém 1: Khao sat anh huong cua cac
noéng d6 duong, BA, CCC khic nhau & diéu
kién chiéu sang 16h/ngay 1én sy tao ci bi trong
6ng nghiém.

Thi nghiém 2: Khao sat anh hudng ciia cic
nong do duong, BA, CCC khic nhau ¢ diéu
kién trong t81 hoan toan 1én su tao cu bi trong
6ng nghiém.

Cic chi tiéu theo ddi: thoi gian tao cu, sb
cu hinh thanh/binh, trong lugng twoi, kich
thudc cu bi.

Xur Iy 56 liéu

M&i nghiém thirc dugc 1ap lai 3 1an. Két qua
theo ddi tir ngay thir 10 cho dén khi cu bi phat
trién hoan chinh, sb liéu dugc phan tich sau 45
ngay nudi cdy (tinh tir lic thay méi truong tao
cu). Gia tri trung binh cua mdi nghiém thuc
duoc xac dinh bﬁng phﬁn mém Microsoft Excel
2003. Cac gid tri trung binh dugc so sanh vdi
nhau theo phuong phap LSD (Least significant
difference).

3. Két qua va thao luan

3.1. Anh hudng cia diéu kién chiéu sdng
16h/ngay két hop voi cdc thanh phan dinh
dudng lén sy tao cu bi trong nudi cdy in vitro

3.1.1. Anh huong cia cdc nong dg dwong
sucrose khdc nhau

Két qua nghién ciru duge chi ra ¢ Bang 1,
cho thdy véi nong do duong (25, 50g/1) khong
tao cu, trong khi d6 voi ndng do duong 75g/1
cho thoi gian tao cii som hon so v6i & nong do
duong 100g/1, s6 cu hinh thanh cua 2 ndéng do

duong (75, 100g/1) cho két qua khong khac biét
(Hinh 1).

Bang 1. Anh hudng ciia ndng d6 dudng & diéu kién
chiéu sdng 16h/ngay

Nghiém Thoi gian S$6 cu hinh hanh/binh
thire tao cu (ngay)

25 0.00 ¢ 0.00b

50 0.00 ¢ 0.00b

75 20.22 a 233 a

100 22.56b 256a

Hinh 1. Anh hudng ciia duong & diéu kién chiéu
sdng 16h/ngay.

3.1.2. Anh hurdng ciia cdc nong dé BA khdc
nhau

Khi sir dung dudng & ndng d6 75g/1 két hop
voi cdc ndng dd BA khéc nhau, thoi gian tao cu
som nhat 12 ¢ ndng d6 6mg/l, tuy nhién sd
lugng cu ¢ cac nghiém thtrc khong cé sy khac
biét. Két qua duoc chi ra & Bang 2 va Hinh 2.

Béng 2. Anh hudng ciia ndng do BA & diéu kién
chiéu sdng 16h/ngay

Nghiém Thoi gian S6 cu hinh
thirc tao cu (ngay) thanh/binh
0 20.22b 2.44 a

2 22.11d 2.67a
4 21.33 ¢ 278 a
6 19.56 a 244 a
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Hinh 2. Anh huéng ciia BA ¢ diéu kién chiéu sing
16h/ngay.

3.1.3. Anh hwoéng ciia cdc nong dé CCC
khdc nhau

Theo két qua & Bang 3, cho thay & cc nong
do CCC (150, 200mg/1) cho thoi gian tao cu
sém hon tuy nhién s ci hinh thanh gitta céc
nghiém thirc khong c6 sy khéc biét.

Bing 3. Anh huéng ctia ndng d§ CCC ¢ diéu kign
chiéu sang 16h/ngay

Nghiém  Thoi gian S6 cu hinh thanh/binh
thirc tao cu (ngay)

0 20.00 ¢ 2.56a

100 18.33b 2.67 a

150 17.78 a 2.56a

200 17.11a 2.78 a

Khi tao ca bi khoai tdy & diéu kién chiéu
sdng 16h chu ky quang cu bi dugc tao ra déu cé
mau xanh vd moc mam ngay (Hinh 3) do viy
tao ct bi & diéu kién nay khong dem lai hiéu
qua trong viéc san xuit cu gidng va 1am ngudn

luu trit, theo [5] GA; dugc téng hop tc ché cam
g tao ct [9] c¢6 thé 1a do téng hop cia céc
solanin alkaloid, hién tugng tuong ty nay da
duogc cong bd [10].

Hinh 3. Anh huéng ciia CCC & diéu kién chiéu
sdng16h/ngay.

3.2. Anh huong cia diéu kién chiéu sdng toi
hoan toan ket hop voi cdc thanh phan dinh
duong lén sy tao cu bi trong nudi cady in vitro

3.2.1. Anh hudng cia cdc nong dg dwong
sucrose khdc nhau

Két qua trén chiing toi nhan thiy ring thoi
gian tao cu, s6 cu hinh thanh, trong luong va
kich thudc cu c6 sy khic biét ro rang gifra 4
nghiém thirc, & ndng do duong 75g/1 cho thoi
gian tao cii sém nhat (13,44 a) nong d6 duong
25g/1 khong c6 kha ning tao cu, ndng do duong
cao hon hodc thip hon 75g/1 s& cho thoi gian
tao cu dai hon (Hinh 4). Trong lugng va kich
thude cta cu bi phu thudc vao thoi gian tao cu,
thoi gian tao ci s6m hon s€ cho trong lugng va
kich thuéc ct hitu hi¢u 16n hon, Bang 4.

Bang 4. Anh hudng ctia nong d¢ duong trong diéu kién t6i hoan toan

NT Thoi gian Sb ca Trong lugng cu Kich thudc
PN . N . <200 200-400 >400 <3 3-5 >5
tao cu (ngdy) hinh thanh/ binh (mg) (mg) (mg) (mm)  (mm) (mm)
25 0,00d 0,00 ¢ 0,00c 0,00b 0,00c 0,00b 0,00c 0,00d
50 3522¢ 4,22b 2,11a 0,56b 1,56b 133a 1,56a 1,67 ¢
75 1344 a 5,67 a 0,56b 1,33 ab 3,89a 0,33b 1,11ab 422a
100 16,22b 4,440 0,89b 2,33a 1,78b 156a 0,56bc 233D
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Demet and Tahsin (2010) did bao cdo rﬁng &
ndng d6 dudng cao c6 thé giy ra sy hinh thanh
cua cidc co quan phu trong cic loai thuc vat
khac nhau, chéng han nhu cu khoai tay [11].

Puong rat can thiét trong 6ng nghiém nhu
mot ngudn ning lugng hodc mot tic nhan tiém
ning tham thau va ¢ ndng do cao né déng vai
tro nhu 1a mot tin hi€u cho sy hinh thanh cu bi
dan dén sy gia ting vé sb luong ci khi nudi cdy
khoai tay [4, 11].

Viéc st dung cua n(‘Sng d6 duong (8%) ma
khong bd sung chit kich thich sinh trudng thuc
vat thuan loi cho viéc tao cu bi lam tdng )
luong, trong lugng cua ci bi so voi nong do
dudng thip hon (4%).Tuy nhién, sy gia ting
néng d6 1én dén 12% s& 1am cham thoi gian tao
ct va két qua 1a ¢t nho hon, [11, 12].

Hinh 4. Anh hudng ciia duong & diéu kién tdi
hoan toan.

3.2.2. Anh huwéng cia cdc nong d¢ BA khdc
nhau

O nghiém thic BA 2mg/l va 6mg/l c6 su
khic biét vé thoi gian tao cu va s cu hinh
thanh/ binh, nghiém thirc BA 4mg/l khong cé
su khac biét dbi véi 2 nghiém thue, trong luong
>400mg la tuong duong gilta 3 nghiém thuc,
kich thude > Smm ¢ nghiém thuc 2 va 4mg/l cé
khac biét so voi nghiém thirc 6mg/l (Bang 5).

Thong thuong, cytokinin dugc dua vao mdi
truong nudi ciy trong 6ng nghiém dé tao cu bi
tay [13]. Cytokinin thic day tao cu bi khoai tay
in vitro bang cdch thay doi 1am cho sy cin bang
GA, trong than cdy khong xdy ra [7, 13]. O
ndng d6 dudng 2%, cytokinin khéng kich thich
cam Ung tao cu & bét ky n(‘Sng do BA nao [4].
Nong d6 dudng trén 4%, cytokinin sé& kich thich
cam tUng tao ci. Nong do duong cao két hop
v6i cytokinin s& tao cii bi trong 6ng nghiém [4].

Béng 5. Anh hudng ciia ndng d6 BA ¢ diéu kién t6i hoan toan

NT Thoigian  Sb cu

Trong lugng cu

Kich thudc

tao cu (ngay) hinh thanh/ binh <200 (mg) 200-400 (mg) >400 (mg) <3 (mm) 3-5 (mm) >S5 (mm)

1,56 ab
1,44 ab

0 1322a 6,00 a 0,67 c
2 26,/78b 433 ¢ 1,78 b
4 2733bc 5,33 ab 3,11a 1,33b
6 28,67c 5,11b 2,56 a 1,89 a

3,78 a 0,44 ¢ 1,67a 3,89a
1,44bc  1,22bc 1,11a 2,11b
1,22b 2,11ab 122a 2,11b
0,89 b 222a 1,56a 1,00c

Cytokinin dugc coi 12 mot yéu t& quan
trong cho qud trinh hinh thanh ci bi véi mot s6
ly do: thir nhét, cytokinin dugc biét 1a kich
thich phén chia té bao; thr hai, c6 diu hiéu cho

thdy né6 trc ché kéo dai té bao va kich thich gian
né té bao [4]. Nhiing hién tugng nay can thiét
cho su hinh thanh va phét trién cu (Hinh 5).
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Hinh 5. Anh hudéng ctia BA ¢ diéu kién t6i
hoan toan.

3.2.3. Anh hwong ciia cdc nong dé CCC
khdc nhau

Thoi gian tao ct som nhét dugc biéu hién &
ndéng d6 CCC 150mg/l, cao hay thip hon ndng
d6 nay déu cho thoi gian tao cu dai hon, sb cu
hinh thanh, trong lugng cu >400mg, kich thudc
>5mm cling 4nh hudng bdi thoi gian tao cu,
thoi gian tao cii sém hon cho thiy s6 ct hinh
thanh, trong lugng va kich thude cling vuot troi
hon (Bang 6).

Bang 6. Anh hudng ciia ndng d6 CCC & diéu kién t6i hoan toan

Trong lugng cu

Kich thudc

NT Thoigian  S6cu

tao ¢t (ngdy) hinh thanh/ binh Fri(g’())
0 1322b 544 b 0,67 a
100 13,11b 4,89 0,78 a
150 11,56 a 633 a 0,33 a
200 14,00 ¢ 544 b 0,67 a

200-400 >400 <3

(mg)

1,44 b
1,56 b
1,11b
2,78 a

3-5 (mm) >5 (mm)

(mg) (mm)

333b033b 089a 433b
3,00b0,78ab 133a  322c¢
5112033b 122a 51la
2,00c 1,11a 1,67a 2,56d

Su hién dién cua CCC trong moi trudong lam
giam sinh tong hop GA; va lam ting tong hop
acid tuberonic, tang cuong sy hinh thanh cu
[14] da chi ra réng chit 1am chdm sinh trudéng
thuc vat thuong tc ché tong hop GA; va c6 thé
kich thich tao cu bi.

Khi & ndong 46 CCC cao hon sb luong cu
bi giam diéu nay chi ra ring nong do t6i da &
muc dd nhat dinh CCC c6 thé tang cuong su
hinh thanh cu, tuwong ty nhu da dugc chung
minh cua [14, 15] cling nhu cdc cong bd vé
CCC quan trong cho sy hinh thanh cu bi in
vitro, [5] CCC da dugc sit dung v6i ndng do
cao hon ndng do dudong thdy rang khong c6
thay d6i dang ké vé su hinh thanh ct ma chi ra
rang sy hién dién cia CCC chiém wu thé dé
cam tng tao cu cho du sir dung mot minh hodc
két hop (Hinh 6).

Hinh 6. Anh huong cia CCC & diéu kién tbi
hoan toan.
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Effect of the Light Combines with Concentration of Sucrose,
Benzyl Adenine, Chlorocholine Chloride to in vitro
Tuberization of Potato (Solanum tuberosum L.)

NguyénNThi Thu H.’?mgl, Trinh Thi Lan Anh',
Nguyén Vin Két', Nguyén Trung Thanh?

lFaculty of Agriculture and Forestry, University of Dalat, Da Lat, Vietham
2Faculty of Biology, VNU University of Science, 334 Nguyén Trai, Hanoi, Vietnam

Abstract: In this experiment, four levels of sucrose (25, 50, 75, 100g/1), four concentrations of
benzyl adenine (BA) (0, 2, 4, 6mg/l) and four concentrations of Chlorocholine chloride (CCC) (0, 100,
150, 200mg/1) were combined with two different light conditions: cultures kept under 16hrs and under
darkness. It was also observed that under light condition most of the culture microtuber produced
sprouts. In complete darkness 75g/l of sucrose, 4mg/l of BA and 150mg/l CCC in the mediums
resulted in maximum tuber induction.
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