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NGHIEN cUU QUI TRINH NHAN NHANH IN VITRO CAY bU bU
(Carica papaya L)

Use of in-vitro culture for rapid propagation of papaya (Carica papaya L.)

Nguyén Thi Nhan'

SUMMARY

For rapid propagation of Carica papaya L, in-vitro culture method was tried using young
shoot-tips as explants. The explants were surface sterilized using 15% Ca(0Cl), for 15 minutes
and 0. 1% HgCl, for 3 minutes (double sterilization). The young shoot-tips were cultured on
the MS medium supplemented with aNAA (0.2ppm), BA (0.5ppm) and kinetin (0.5ppm) for
multiple shoot induction. After 3-4 weeks, the shoot-tips developed and formed multishoot
clumps, which were then sub-cultured. The 1/2 diluted nutrients of MS medium containing
0.5g/1 charcoal was used for plantlet regeneration. It was found that medium MS + aNAA
(0.2ppm) + BA (0.5ppm) + coconut juice (5%) was optimal for multiplication of shoots. It was
also shown that combination of soil and burnt rice husk at a ratio of 1:1 was a suitable
substrate for transferring the plantlets to the greenhouse.

Keywords: Papaya, in vitro, culture, modified MS medium.

1. DAT VAN PE

Pu du (Carica papaya L.) la cay an qua
nhiét déi c6 gid tri dinh dudng cao, dic biét 1a
vitamin A (cao gép 10 lan so véi chudi dda va
gan gdp doi xoai). Pay 1a mot trong nhiing
loai cay an qua nhanh cho thu hoach va cé san
lugng cao, nang suat c6 thé dat 40-80 tén
qua/ha sau 8-10 thang (Tran Thé Tuc, Doan
Thé Lu; 2002). Ngoai san pham chinh 1a qua,
mot s6 nudc con trong du di dé 1dy nhua chiét
suat papain st dung trong y dugc va cong
ngh¢ ché€ bién thuc phdm (Vi Cong
Hau;1996)

O nuéc ta, du di dugc trong O tit ca céc
tinh. Tuy nhién, cay du du thudng bi nhiém
bénh virus (ty 1& cay bi nhiém c6 khi 1én tGi
90%) lam cho san lugng du dua bi that thu
nhiéu; giong du du dé bi 1an tap do d6 khé cé
thé tim duogc giong du du thudn, hat du da lai

! Khoa Néng hoc, Trudng DHNNI
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phai nhap tir Pai Loan hoac Trung Qudc (véi
gia thanh 2500- 3000d/1 cay con). Ngoai ra,
mot khé khan d6i v6i nguoi san xuat 1a sau
khi trong 7-8 thang mdéi c6 thé xdc dinh cay
du du 1a cay duc hoac cdi hoac ludng tinh. Vi
th€ nang suét va dién tich trong du du trén ca
nuéc hién nay déu khong tiang, tham chi con
¢6 xu huéng giam. Nghién ctiu nay dugc ti€n
hanh nhidm g6p phan khéc phuc nhitng nhugc
diém da néu trén.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Doi tuong nghién ctu 1a giong du da Dai
Loan dugc nhap qua trung tam VAC, Trudng
Dai hoc Nong nghi¢p I (PHNNI). Nguyén
liéu sir dung trong nhan giéng 1a cdc chdi ngon
trén cay con c6 3-4 tudn tudi va dinh sinh
trudng cta cac choi nhanh trén cay du du dang
cho thu qua. Cic chéi dugc thu vé, rira sach,
khir trang bing hypocloric canxi (Ca(OCl),)
5% va clorua thuy ngan (HgCl,) 0,1%, sau dé
dua vao nudi cly trén moi truong MS
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(Murashige — Skoog). Cac phuong thic khir
trung nhu sau:

Cong thucl: D6i ching (rita bang nudc vo
trung);

Cong thitc 2: Hypocloric canxi 5% trong
thoi gian 15 phuit;

Cong thitc 3: Clorua thuy ngan 0,1% trong

3 phuit;

Cong thitc 4: Khir truing kép (khit tring
Ca(OCl), trude, sau dé khir trung ti€p bang
HgCl,).

Céc chét diéu tiét sinh truong (DTST)
dugc st dung trong thi nghém la benzin
adenin (BA), kinetin (K) thuoc nhém
xytokinin va aNAA (naphtyl axetic axit)
thuoc nhém auxin, néng do6 dao dong tir
0,2-1ppm tuy theo ting thi nghiém. Ngoai
ra con bd sung thém nudc dira vao moi
truong nuoi cay.

Thi nghiém dugc ti€én hanh tai bd mon
Sinh 1y Thuc vat khoa Nong hoc PHNNI

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. K§ thuat tao choi tir mau cay ban dau

Khit triing mdu

Pé 1am sach miu truc khi dua vao nuoi
cdly trong diéu kién vo trung, ngudi ta c¢6 thé
stt dung nhiéu chat khir tring khéc nhau nhu:
hypocloric canxi, H,O,, clorua thuy ngan...
Doi v6i cay du du, ching toi da khi tring

Ty 1é mau sach (%)

bang hypocloric canxi (Ca(OCl),) 5% va
clorua thuy ngan (HgCl,) 0,1%. Két qua duoc
trinh bay & hinh 1.
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Hinh 1. Hiéu qua cta cac phuong thitc khir triing

Két qua trén hinh 1 cho thdy: chéi du du bat
budc phai khtr tring mau truéc khi dua vao
nuoi cdy. Phuong thitc khir trung c6 hiéu qua
nhat 1a khtr tring kép (cong thiic 4), ty 1& mau
sach dat 60% d6i v6i mau 1dy tir vuon san
xuét va 78% khi cdc mau cay duoc ldy tu
vudn wom (sau 12 ngly nuoi cdy). O 2 cong
thic khur tring don, ty 1& mau sach chi dat 11-
20% (mau lay tir vuon wom) va 2-10% (méau
lay tir vuon san xuét).

Bang 1. Anh hudng cta chat diéu tiét sinh trudng dén kha nang bat mam tir mu cy

Cong Chét DTST (ppm) mnhcggf tao Tlewo Sochdi Cgiu
thie choi (%) PMmau s
(CT) oNAA Kinetin BA Chéi  Cal-chéi cy (em)
Ido) 00 00 00 00 0.0 0.0 - -
2 02 00 00 40 60 100 10 13
3 0.2 05 00 60 40 100 202 14
4 0.2 10 00 65 35 100 28 15
5 0.2 00 05 60 40 100 25 15
6 02 00 10 70 30 100 32 16
7 02 05 05 70 30 100 35 16
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Anh hudng ciia chdt diéu tiét sinh trudng trong
qud trinh tao choi i mau cdy ban ddu

Mot trong nhiing vai trd quan trong cta
xytokinin 1a kich thich su phan hod clia mo
cdly theo hudng tao choi. Trén co s d6, ching
t6i dd bd sung vao moi trudng nudi cdy
kinetin, benzin adenin (BA) v6i nong do tir 0,5 —
1,0ppm va c6 su két hgp v6i oNAA & nong do
0,2ppm. Két qua dugc trinh bay trén bang 1
cho thdy: doi vdi cay du du, chat diéu tiét sinh
truong (DTST) rat can cho su tao choi tr mo
cdly ban ddu. Tat ca cdc cong thiic c6 bo sung
chiat DTST (trir CT1) déu cho ty 1é tdi sinh
ch6i 100%, riéng cdc cong thic c6 bd sung
kinetin va BA s6 ch6i trung binh/méu cay dao
dong tr 2,2 — 3,5. Ca 2 loai xytokinin véi
nong do 1 ppm déu cho s6 chéi nhiéu hon
néng do 0,5ppm. Ciing 1a nong do 1ppm,
nhung khi st dung phéi hop 0,5K véi 0,5BA,
s6 choi/ mau cay dat cao nhat (CT7).

3.2. Ky thuat nhan nhanh cum choéi
Anh hiuéng ciia kinetin va BA dén hé s¢
nhan choi

Tir két qua trén, ching t6i di chon
kinetin va BA trén nén MS c6 ndéng do
0,2ppm aNAA dé tiép tuc nhan cic cum chéi
thu dugc. Két qua mo ta & hinh 2 cho thay:
trong giai doan nhan nhanh, néng do
xytokinin thich hop cho sy hinh thanh céc
ch6i méi tir cdc cum chdi cay chuyén chi la
0,5ppm. O néng do nay, hé s6 nhan (HSN)
da dat 4,9 v6i K va 4,5 1an v6i BA sau 4
tudn nuoi cdy. Daéi v6i BA, tuy HSN cé thap
hon chit it nhung chéi map va phét trién
can d6i hon nén ching téi da chon moi
truong nhan nhanh choéi du du la :

MS c6 0,2ppm oNAA va 0,5ppm BA

Anh huong nudc diva (ND) trong moi truong
nhdn nhanh

Do c6 ham lugng dinh dudng cao va giau
xytokinin nén nudc dira thudng duoc bé sung
vao moi truong va td ra rat c6 hiéu qua véi
nhiéu doi tuong nuoi cdy khac nhau. Trong thi
nghiém nay, nudc dira duoc stt dung & nong do
5% trén moi truong c¢6 chat DTST (0,2aNAA +
0,5BA) va khong c6 chat DTST. Két qua thi
nghiém cho thay: trén moi truong cé nude dira
khong chi tang hé s6 nhan choi ma con tang
kha nang sinh trudng, phat trién cha choi.
Trén moi truong dac, hé so nhan tang tir 2,8
lén 3,3 lan khi khong c6 chat DTST va tir 3,6
lén 4,6 1an khi ¢ chat DTST. D6i v6i moi
trudong 16ng, hé s6 nhan ciing c6 dién bién
tuong tu.

HSN (s6 lan/thang)

<
FFFF T
X Chat PTST(ppm)
o2
=@ Chiéu cao cum choi

R
o2

I Hé s6 nhan chéi(lan)

Chiéu cao chéi(cm)

Hinh 2. Anh hudng ctia K va BA dén hé s6 nhan chéi

176



NGHIEN CUU QUI TRINH NHAN NHANH /N VITRO CAY BU BU

Bang 2. Anh hudng ciia nuéc dira dén HSN va su sinh trudng ctia choi
sau 4 tudn cdy chuyén

Moi truong dac (c6 agar)

Moi truong 16ng (khong agar)

Cong thiic HSN Tang chicu Tang khoi HSN  Tang chiéu cao Tang khoi
(an) ~ cocum - luomgeum Lo chei cm)  1U9ng cum
choi (cm) choi (g) ; choi (g)
1. MS(d/c) 2,8 0,7 1,98 2,7 1,4 2,10
2.MS+ND 33 1,1 2,78 3.2 2,1 3,49
3.MS+DTST 3,6 1,2 2,97 3,1 2,6 3,12
4 MS+DTST+ND 4,6 1,2 3,44 4.4 33 3,69

Khi so sanh hiéu qua cua 2 trang thai moi
truong khac nhau chiing t6i nhan thiy chéi du
dd hinh thanh thuan 1gi hon trén moi truong
c6 agar. 0 moi truong nay HSN ludn cao hon
moi truong long & tit ca cdc cong thic thi
nghiém. Ngugc lai, kha nang sinh trudéng cua
cdc cum choi lai manh hon trén moi trudng
16ng (hinh 3).

Nhu vay dé nhan nhanh chéi du di, chiing ta
c6 thé str dung moi trudng la:

MS+0,2ppm aNAA + 0,5ppm BA + nuéc dira (5%)
c6 agar khi can tang HSN va khong c6 agar khi

Tang khoi lugng(g)

1 2 3 4
Cong thirc thi nghiém

OMoi truong dac B Moi truong 16ng

Hé s6 nhan chéi (1an)

cén tang nhanh sy sinh trudng cua choi.
3.3. Giai doan ra ré cua choi du du in vitro
Anh hudng ciia nong do aNAA dén qud trinh ra
ré cua choi du dii trong 6ng nghiém

Vai tro dic trung nhét cia aNAA ciing
nhu cdc auxin néi chung la kich thich su ra ré.
O néng do tir 0,025 — 0,Ippm trong moi
truong nuoi cdy, aNAA da c6 anh hudng rd
tGi su ra ré cta choi du da (bang3).

Két qua bang 3 cho thdy: Su ra ré cua
chéi du du trong 6ng nghiém thuan 1gi nhat

trén moi truong cé oNAA rdt thip

1 2 3 4
Cong thirc thi nghiém

O Moi truong dac

B Moi truong 16ng

Hinh 3. So sanh hiéu qua ctia moi truong diac va moi truong 10ng trong giai doan nhan choi
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(0,025ppm). Ty 1¢& choi ra ré trén moi trudong
nay dat cao nhit trong s6 4 cong thic thi
ghiém (95%). Nong do aNAA cao hon khong
chi tc ch€ sy ra ré ma con lam giam chét
luong bo ré. Dac biét & nong do 0,1ppm ty 1é
choi ra ré khong chi giam nhi€u so véi cong
thic t6i wu va thip hon ca doi ching.

3.4. Anh hudng cta than hoat tinh va ham
lugng dinh dudng dén qua trinh ra ré

Khi nghién cttu anh huéng cia ham luong
dinh dudng ching t6i da bé tri thi nghiém
véi 3 cong thiic 1an luot tir MS chuédn dén gia
xuéng con 1/2 va 1/4 ham lugng dinh

dudng chuédn trén nén moi trudng cé hoic
khong c6 than hoat tinh. Két qua dugc trinh
bay & bang 4.

Nhu vay, chéi du du déu ra ré vdi ty 1é
cao trén ca 6 cong thic thi nghiém. Tuy
nhién, khi gidm ham lugng dinh dudng
xudng 1/2 so v6i nébng do chuan su phan hoa
mam ré nhanh hon. Néu c6 bd sung than
hoat tinh, 100% s6 chdi ra ré sau 4 tuan. Vé
chat lugng bo ré ciing duoc danh gid t6t hon
6 2 cong thic c¢6 ham luong dinh dudng
giam xudng 50%. Ciing trén moi trudong nay,
hiéu qué clia than hoat tinh thé hién rd hon,
ty 1& chdi ra ré tang nhanh va sd ré/ cay ciing
tang tir 3,5 1én 4,2 ré.

Bang 3. Anh hudng clia oNAA dén qud trinh ra ré ctia chéi du di trong 6ng nghiém

Ré/cay( ré sau

CT aNAA Ty Ié chéi ra résau khi cay (%) 30 nedy) Dai tb ré ChéitAlugng
(ppm) 10 ngay 20 ngay 30 ngay (cm) bore
1(d/c) 0,000 27 38 71 2,9+0.5 2,6 +0,7 TB
2 0,025 40 78 95 4,1+04 3,1+£0,3 Tot
3 0,050 19 40 66 32+0,3 2,5+0,6 TB
4 0,100 11 24 40 2,3+0,6 2,7+0,5 TB

Bang 4. Anh hudng clia ham luong dinh dudng va than hoat tinh dén qua trinh
ra ré cuia choi du du in vitro

CT  Moi trudng TGraré ) Ty 1é Ch6i\ra ré&(%) ) ) Chat luong bff) ré
(ngay) 1tudn 2tudn 3tudn 4tuan  Stuan ré/cay Dai(cm)
1 MS 8 6,7 26,7 42,3 76,7 93,3 1,4 1,4
2 MS+THT 8 10,2 28,0 45,1 91,3 92.7 2,5 1,6
3 1/2MS 5 16,7 36,7 54,0 96,7 100,0 3,5 2,4
4 1/22MS+THT 4 20,4 42,3 60,8 100 - 4.2 2,2
3 1/4MS 6 13,3 40,0 71,7 90,0 100,0 1,7 3,7
5 1/4AMS+THT 7 12,8 43,6 72,5 93,3 100 2,2 2,9
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Bang 5. Ty Ié s6ng va kha nang sinh trudng, phat trién clia cay du di in vitro trén
céc gia thé khac nhau (%)

Ty 1é song (%) Chiéu cao(cm) Lé/cay(1a)
T Loai gid the 5 ngay 15ngay  Ban dau 1\5 Ban dau 1?
nga ngay
1 Dat uét(d/c) 91,7 73,3 2,0 3,2 4,0 6,2
2 Trau + Cat (1:1) 91,7 66,7 2,1 3,2 4.3 6,0
3 Tréu + Dat (1:1) 93,3 80,0 2,1 3,5 4,2 6,7
4 Cat + bat (1:1) 90,0 73,3 2,0 32 4,2 6,3
Tir két qua cha 2 thi nghiém o = 3 ]

trén, ching t6i da chon moi
truong ra ré 1a MS/2 ¢6 than
hoat tinh (0,5g/lit)
3.5. Kha nang thich dng ban
dau cua cay khi chuyén tu
ong nghiém ra vuon wom

Két thic giai doan nhan trong
ong nghiém, ching t6i da dua
cily ra vuon uom va trong trén
4 nén gia thé khac nhau. Ty I¢
song ciing nhu kha nang sinh
trudng, phat trién cha cay sau
15 ngay dugc ghi lai 6 bang 5.
Nhu vay, gid thé trong ¢6 anh
hudng dén ty 1é song cia cay
du dG khi dua tir trong Ong
nghiém ra vudn wom. Ty 1é ré
dat cao nhat trén nén dat tron
v6i than trau ty 1€ 1:1(80% &
thoi diém 15 ngay sau khi
trong). Ba loai gid thé con lai
c6 su sai khac khong nhiéu vé
ty 1é ra ré, tuy nhién loai gid
thé it gilt am (trau+cét) da cho ty 1& song
cta cay thap nhat. D6i véi chiéu cao, s6 14
su sai khdc giita cdc nén gid thé khong rd
rét.
4. KET LUAN

Dé c6 ty 1é mau sach cao, kha nang bat

mam cua mau cdy tot, phuong thic khir tring

CHO! DU DU TREN MOI TRUDWG DC (1) VA LONG (2)
{Sau 3 tudn nudi cdy)

Cay 2 thang tudi

[ERCET

2 T

Cay 8 thing tudi

Hinh 4. Mot s6 hinh anh vé nhan giong in vitro cay du du

tot nhat doi véi cay du da la két hop
hypocloric canxi (Ca(OCl),) 0,15% véi clorua
thuy ngan (HgCl,) 0,1%, sau d6 dua vao nuoi
cdy trén moi truong MS c¢6 1lppm BA hoac
0,5ppm BA va 0,5ppm kinetin.

Khi nhan cum choéi, moi truong thich hop
la MS ¢6 0,2ppm aNAA két hop véi 0,5ppm
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BA va c6 bo sung 5% nuéc dira (HSN 1a 4,5
va chat luong chéi tot).

Trong qud trinh nhan cum chéi c6 thé st
dung moi trudong c¢6 agar khi can tang nhanh
toc do dé choi (HSN cao). Nguoc lai, khi can
tang nhanh t6c do sinh truéng cta choi nén
nuoi cdy trén moi truong khong cé agar (tang
chiéu cao va tang khéi luong).

Ty 1é chdi ra ré cao va chat lugng bo ré tot
trén moi trudng giam mot nira ham lugng dinh
dudng ctia moi truong MS chuén c6 thém 0,5g

180

than hoat tinh.

Cay du du in vitro khi chuyén ra vudon wom
c6 ty 1é¢ song cao trén nén dat tron véi than
tru ty 1 1:1.
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