Tap chi Khoa hoc va Phat trién 2009: Tap 7, s6 4: 387 -393  TRUONG BAI HOC NONG NGHIEP HA NOI

NGHIEN CUU NUGI CAY /¥ - /TR0 CAY HOA DAO NHAT TAN (PRUNUS PERSICAL.)
Study on In - vitro Culture of Nhat Tan Peach
Nguyén Thi Ly Anh', Ho Thi Thu Thanh', Nguyén Thi Thanh Phwong', Nguyén TAn Hung’

"Vién Sinh hoc Néng nghiép, Truwong Pai hoc Néng nghiép Ha Ni
’Céng ty Pau tw va Phat trién néng nghiép Ha Nji

TOM TAT

Lan dau tién & Viét Nam, ky thuat nudi cay mo in - vitro cay hoa dao Nhat Tan da dwoc tién
hanh nghién ctru. Cac thi nghiém bao gém: xac dinh ché dé khir tring mau, xac dinh méi trwong
nhan nhanh chéi va méi trwong tao cay in - vitro hoan chinh. Cac két qua nghién ctru cho thay: khir
tring mau cay véi cén 70% trong 5 phit va HgCl, 0,1% trong 5 phut rdi nudi cay trén moéi trwong MS
16ng bd sung 1000 mg/l Cefotaxime cho ty 1& mau séng va vé tring cao nhét, dat 65,0% sau 14 ngay.
O giai doan nhan chdi, méi trwdng MS bd sung 0,5 mg/l TDZ (thidiazuron) va 0,1 mg/l a - NAA cho
hiéu qua nhan chéi kha tét, chdi xanh khée. Trén méi trwdng MS bd sung 3mg/l IBA (indole - 3 -
butyric acid) cac chéi dat ty 1é ra ré 100% sau 3 tuan nuéi cay. Pay la nhivng két qua ban dau cé y
nghia rat I&n, lam tién dé cho cac nghién ctru bao tén in- vitro gidng dao Nhat Tan.

Tir khéa: Bao tén ngudn gen, dao Nhat Tan, nudi cdy mé, Prunus persica.

SUMMARY

In - vitro culture of Nhat Tan peach (Prunus persica L.) has been carried out for the first time in
Vietham. The experiments were conducted in order to study explant sterilization methods, shoot
proliferation and intact plant regeneration media. The results showed that the explants sterilized with
70% alcohol for 5 min. followed by 5 minutes in HgCl, (0.1%) and then cultured on liquid MS medium
supplemented with 1,000 mg cefotaxime per litter yielded highest survival and clean explants (65.0%)
14 days after culture. In propagation stage, an addition of 0.5 mg/l TDZ (thidiaruzone) and 0.1 mg/l a —
NAA to MS medium had positive effect on shoot formation. The optimal medium for rooting of shoots
was MS medium with 3 mg/l IBA, the rate of rooting was 100% after 3 weeks. These initial results
could be regarded as the foundation for in- vitro preservation of Nhat Tan peach.

Key words: In - vitro culture, Nhat Tan peach, Prunus persica, preservation.

1. DAT VAN DE

DPao Nhat Tan la loai hoa dac trung cho
dip Tét Nguyén Dan 6 Ha Noi néi riéng va
mién Bic nuéc ta néi chung. N6 c6 bé day
lich st cung v6i Ha Néi ngan ndm van hién
va dugc coi 1a mot cong trinh vin hoi séng
dang ton tai. Nam 2006, thuong hiéu hoa
dao Nhat Tan da dugc Cuc Ban quyén tac
gia Van héa va Nghé thuat cong nhan. Hién
nay cung v6i qua trinh cong nghiép hoa, hién
dai hoa dat nudc, téc do do thi hoa ngay cang
manh mé. Nhat Tan la viung dit ven d6 Ha

N6i nén ciing khong ndm ngoai vong xoay
d6. Dién tich tréng dao noi day ngay cang bi
thu hep, thay vao d6 1a cac toa cao éc, nha
may, khach san... Lang dao Nhat Tan - lang
hoa truyén théng dam nét vin hoa dic séc
ctia Ha Nai dang c6 nguy co bi mai mot. Do
vay, viéc bao ton va luu gifi cdy dao Nhat
Tan c6 y nghia rat quan trong.

Ngoai viéc bao tén ngoai dong rudng,
ngudn gene ciy tréong con dugc bao quan
trong diéu kién nhan tao (Lé Tran Binh va
cs., 1997). Trong d6, nudi cdy md in - vitro
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12 mét phuong phap da dude ap dung cé
hiéu qua d6i véi nhiéu loai cay nhu chudi,
dta, khoai so... (Vién Khoa hoc Nong
nghiép Viét Nam, 2005). Do d6, viéc ap
dung phuong phap nay la mdt gidi phap c6
¥ nghia va hiéu qua dsi véi cay dao Nhat
Tan. Tuy nhién, mudn bao quan ngudn gene
in - vitro cAn phai dua vao nudi cdy mé va
vi nhan giéng thanh cong gidéng dao nay.

Trén thé gidi, da c6 nhiéu cong trinh
nghién ctu vé nudi cdy md in - vitro ciy hoa
dao, nhung cht1 y&u méi chi tién hanh déi véi
cdy dao d4n qua. Nhiéu két qua céng bs da
xac dinh dugec méi trudng nhan chéi ciling
nhu tao cay in - vitro hoan chinh (Kamali va
cs., 1995). Ngoai ra, cac nghién cu tuong tu
trén cac loai cdy khac thudoc phidn ho méan
nhu man, mo, tao tay... ciing dudc tién hanh
rdt nhiéu va da thu dugec nhiing két qua
dang ké (Paula va Charles, 2006). Nhung &
Viét Nam hién nay, ngoai cac cobng trinh
nghién ctu vé ky thuat tréng, cham séc,
diéu khién ra hoa ciing nhu lya chon va bao
quan hoa dao thi chua c6 cd quan nao
nghién ctiu vé k§ thuat nudi cay in - vitro
cay hoa dao. Vi vay, muc dich ctia nghién
ctiu nham bude dau xac dinh mot s6 khau
chinh trong k§ thuiat nudi cdy mé cay hoa
dao Nhat Tan lam co s cho viéc bao ton in -
vitro gidng dao nay.

2. VAT LIEU, PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. Vat liéu nghién ctiu

Vat liéu st dung cho thi nghiém 1a dinh
chdi, mo 14, doan than mang mét ngh claa
gidng dao géc Nhat Tan, c6 ngudn goc tix
Cong ty DAu tu va phat trién Néng nghiép
Ha Noi.
2.2, Phuong phap nghién ctu

Thi nghiém dudc tién hanh theo phuong

phap nudi cdy mé hién hanh, trén nén moi
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truong co ban MS (Murashige & Skoog, 1962)
v6i 6,2 g/l agar va 30 g/l dudng saccaroza, pH
= 5,8 - 6,0. Cac diéu kién phong nuéi ciy:
nhiét d6 24 + 2°C, 4&m d6 70%, cudng do chiéu
sang 2000 - 2500 lux, thoi gian chiéu sang
16h/ngay.

Cac héa chat duge st dung trong giai
doan khit tring mau bao gbm: cén 70%, javen
4%, HgCl, 0,1%, thusc diét ndm khuén TP -
ZEP - 18EC, khang sinh cefotaxime. Cic chat
diéu tiét sinh trudng dudc st dung nhu BA
(benzyl adenin), kinetin, a-NAA
(napthaleneacetic acid), TDZ (thidiazurone),
IBA (indole-3-butyric acid)... duge bd sung vio
moi truong nudi cay tiy tiing thi nghiém.

Céac thi nghiém duge b6 tri hoan toan
ngiu nhién, 3 1an 13p lai, mdi cdng thic 30
mau. Giai doan kht tring mau cdy dudc bd
tri trong 6ng nghiém, méi cong thic 60 éng
nghiém, chia lam 3 1an nhéc lai.

Nghién cttu tién hanh theo d&i dinh ky 2
tudn mot 1an cac chi tiéu vé ti 1é (TL) mau
s6ng, ti 16 mAu nhiém, chiéu cao, s6 14, hé s6
nhan (HSN), s6 ré, chiéu dai ré...

Cac s6 liéu thi nghiém duge xt 1y trén
phan mém IRRISTAT 4.0 va Microsoft Excel.
Cac thi nghiém dudc tién hanh tai phong nubi
cdy md6 cua Vién Sinh hoc Néng nghiép,
Trudng Pai hoc Nong nghiép Ha Nai.

Hinh 1. Nguén miu ban dau
dua vao nubi cAy mé
3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Giai doan tao vat liéu khéi dau
Giai doan khiu tring mau cé vai tro hét
stic quan trong d6i véi toan bd qui trinh
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nudi cdy. Hang loat cac thi nghiém véi cac
don chat khi trung mau khac nhau dudc
tién hanh nhung két qua khong nhu mong
mudn. Sau 4 tuin theo doi, ti 1&é mau song
va v trung méi chi dat cao nhat 18,3%. Vi
vay, thi nghiém tiép tuc tién hanh véi chit
khang sinh cefotaxime. Viéc b6 sung
cefotaxime vao mdi trudng nudi cdy cé6 anh
hudng rd rét dén ti 16 mau séng va vé tring
(Bang 1).

O cac cong thiic ¢6 bé sung khang sinh
khéng gay anh hudng nhiéu dén stc song
cua miu cdy. Sau 4 tuin theo ddi, ti 1& nay
dat cao nhit 65,0% 6 cong thiic 4 véi nong dd
con 70% trong 5 phit va HgCl, 0,1% trong 5
phit va 1000 mg cefotaxime/lit moi trucng
MS 16ng, trong khi cong thtic d6i chiing chi

dat 8,3%. Nhu vay, c6 thé thdy khang sinh
cefotaxime c6 tac dung khii trung rat tot, dac
biét d6i véi cAy than gb.

3.2. Giai doan nhan choéi cay hoa dao

3.2.1. Nghién citu dnh hudng cua BA, Ki
dén qud trinh nhén choi

Véi viéc b6 sung don chdt BA va kinetin
vao méi trudng nudi cdy, két qua thi nghiém
cho thay: trong 3 loai m6 thi chi ¢6 dinh chéi
14 cAm tng t6t hon ca véi qua trinh nudi cay.
Tuy nhién, cd hai méi trusng cé bé sung don
chat cytokinin nay déu anh hudng khéng
tich cuc téi mau cdy. Sau 4 tuan theo dbi, ti
1é bat chéi rat thap, chdi c6 xu huéng vang
va lui dan khi kéo dai thoi gian nuéi cay
(Bang 2 va 3).

Bang 1. Anh huéng cta khang sinh cefotaxime va HgCl, 0,1 %
dén kha nang séng va vé trung clia mau cay

Céng thirc thi nghiém Tylé r;g/?)u chét ;I\-gi!é%nzl’a/:) Ty 1é mau ?;)r;g, vo trung
CT1 (cbdn (70%) 5 phat + HgCl, (0,1%) 5 phat) 60,0 31,7 8,3
CT2 (CT1 + 500 mg cefotaxime/lit mbi trwong MS dac) 28,3 60,0 11,7
CT3 (CT1 + 1000 mg cefotaxime/lit méi trwdng MS dac) 31,7 53,3 15,0
CT4 (CT1 + 1000 mg cefotaxime/lit moi trwong MS 1dng) 6,3 28,7 65,0
Bang 2. Anh huéng ciia BA dén kha nang tai sinh ciia mau nuéi cay
(sau 4 tuan theo déi)
cT Loai TLsébng  TL mau ndy chdi Sb choi Sblatrung binh  Chiéu cao chéi  Hinh
mo (%) (%) /mau cay (1&/choi) (cm) thai
A 100 0 1,00 4,4 1,1 +
CT1 B 29,2 0 0 0 0 ++
Cc 54,2 0 0 0 0 +++
A 100 8,3 1,09 8,0 2,4 +
CT2 B 33,3 0 0 0 0 ++
C 66,7 0 0 0 0 +++
A 100 8,3 1,04 7,6 1,4 +
CT3 B 29,2 0 0 0 0 ++
Cc 66,7 0 0 0 0 +++
A 95,8 4,2 1,05 7,7 2,2 +
CT4 B 0 0 0 0 0 ++
C 41,7 0 0 0 0 +++
A 83,3 4,2 1,00 4,8 2,3 +
CT5 B 0 0 0 0 0 ++
C 29,2 0 0 0 0 +++
LSDo 05 0,63 0,18
CV (%) 4,9 5,0

A: (+) Dinh choi: choi khda mdp, 1 nhiéu nhing dot than ngdn, nong dé BA cang cao lé cang nhé va xodn lai
B: (+ +) Poan than mang mdt ngii: da s6 mdu chét, c6 mau tham den.

C: (++ +) M6 ld: gdn va mép ld hoi sii callus mau tring, xop.
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Bang 3. Anh huéng ctia Ki dén su phat sinh hinh thai mau cdy
(sau 4 tuan theo déi)

Sé choi

cT Loaims TE mauséng  TL nay chdi Sblatrung binh  Chiéu cao chdi  Hinh
' (%) (%) Imau céy (Ia/chédi) (cm) thai
A 100 0 1,0 44 1,1 +
CT1
B 37,5 0 0 0 0 ++
A 87,5 4,2 1,04 52 1,5 +
CT2
B 50,0 0 0 0 0 ++
A 83,3 0 1,0 5,0 1,7 +
CT3
B 20,8 0 0 0 0 ++
A 100 0 1,0 55 1,2 +
CT4
B 0 0 0 0 0 ++
A 79,2 0 1,0 4,1 1,3 +
CT5
B 0 0 0 0 0 + +
LSDo,0s 0,68 0,33
CV(%) 4,2 4,9

A (+): Pinh ngon: it thay doi so v6i ban dau, ld nhé, mdnh, hoi lyi ving
B (+ +): Pogn than mang mdt ngii: da sé chét, mau tham den.

Két qua néu trén khong trung hop véi
nhiing céng bo ctia Fotopoulos va cong su
(2005) khi tién hanh thi nghiém trén cay dao
PR 204/84 (P.persica x P.amygdalus) cung
nhu cong bd cia Morini va Concetti trén
gidbng dao P.S.B2. Déi v6i gidng dao PR
204/84 trén mdi trusng MS bé sung BA nong
d 2 - 4 uM cho hiéu qua nhéan chéi cao nhAt,
con véi giong dao P.S.B2 thi trén méi truong
WPM + 1,2 mg/l BA cho ty 1é chdi ting gap
3,5 14n so vé6i trén moi trudng MS. Nhu vay,
6 thé néi cay hoa dao Nhat Tan c6 phan tng
rit khac d6i véi BA do kiéu gen cta né hoan
toan khac so véi cdy dao PR 204/84
(P.persica x P. amygdalus) va giong dao
P.S.B2.

3.2.2. Nghién cuu dnh hudng -cla
thidiazurone dén qud trinh
nhdn chéi

Thidiazurone (TDZ) dugec =xem la

cytokinin cé tac dong rat hiéu qui dén viéc
nhéan chodi ciia nhiéu loai cay, dac biét 1a cay
than gb. Mot nghién ctiu da chi ra ring, néng
d6 TDZ 0,15 - 0,35 mg/l thich hgp hon ca cho
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su nhan choi cdy ca phé Arabica (Jesus va
cs., 2004). Déi véi cay hoa dao Nhat Tan, anh
huéng ctia TDZ dén qua trinh nhan chéi nhu
thé nao duge thé hién qua bang 4.

Sau 4 tuin nudi cdy, TDZ cé tiac dong
rat ro rét dén qua trinh nhan chéi. Trong dé,
n6i bat 1a CT2 (néng do TDZ 1a 0,5 mg/l) cho
ti 1é mau bat chéi cao hon ca, dat 16,7% dong
thoi chat lugng choéi cling kha tot, choéi xanh
map (Bang 4). Tuy nhién, tat ca cac cong
thiic c6 b6 sung TDZ déu xuét hién callus 6
gbc chdi, nong d6 TDZ cang cao, callus cang
nhiéu lam anh hudng dén stic séng ctia mau
cay.

3.2.3. Nghién cttu dnh hudng cia t6 hop
TDZ va -NAA dén qud trinh nhén chéi

Su phat sinh va phat trién cta chdi chiu
tac dong can bang cta cac chit diéu tiét sinh
trudng auxin va cytokinin (Hoang Minh T4n
va Nguyén Quang Thach, 2000). Thi nghiém
v6i t6 hop TDZ va o-NAA dudc tién hanh dé
cai thién hé s6 nhan va chat lugng chdi tai
sinh (Bang 5).
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Bang 4. Anh huéng ctia TDZ dén qua trinh nhan chdi (sau 4 tuAn nubi cay)

Céng thirc Néngdo TDZ  TL Oséng TL ndy choi Ij.SN: sbla Frung binh  Chiéu cao chdi  Hinh
(mg/1) (%) (%) (chdi/mau) (1a/chdi) (cm) thai
cT1 0 100 0 1,00 4,5 1.1 +
CT2 0,5 100 16,7 1,13 6,2 2,8 +++
CT3 1.5 91,7 4,2 1,04 5,6 1.8 ++
CT4 2,5 50,0 0 1,06 6,4 15 ++
CT5 3,5 83,3 8,3 1,00 5,1 2,1 ++
LSDoos 0,12 0,37 0,37
CV (%) 4.9 5,0 4,1

+: Chéi sinh treong chdm, la xanh ddm, manh, go”'c chéi khong sui callus, mot 56 vang ua.

+ +: Chéi xanh, mdp, la nhiéu, hoi xodn, ld phat trién theo chiéu ngang, géc choi siii callus manh, mot 56 chéi ¢
biéu hién thity tinh héa.

+ + +: Chéi mdp, ld xanh, day, sii callus manh & géc choi.

Bang 5. Anh huéng ctia to hop TDZ va o -NAA dén qua trinh nhan chéi
(sau 4 tuan theo déi)

Néng do

e R T
(mgll)

CT1 0 100 0 1,0 4,4 2,8 +
CT2 0,5 +0,1 100 16,7 1,17 8,4 57 +++
CT3 1,5+0,1 100 4,2 1,04 75 53 ++
CT4 25+0,1 100 0 1,0 8,3 4,0 ++
CT5 35+0,1 95,8 8,3 1,09 6,5 3,7 ++
LSDg 05 0,90 0,61 0,21

CV (%) 4,5 4,6 2,6

+: Chéi sinh treong cham, la xanh ddm, manh, go”'c chéi khong sui callus, mot 56 vang ua.

++: Choi xanh, mdp, la nhiéu, hoi xodn, ld phat trién theo chiéu ngang, géc choi sui callus manh.
Néng dg TDZ cdng cao chéi cang biéu hién lyi vang va rung ld.

+++: Chéi mdp, ld xanh, to, day, dot choi dai, sui callus manh o g(fc chéi.

Hinh 2. Anh huéng ctia TDZ va o -NAA
dén qua trinh nhéan chdi ciy hoa dao
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Chiing t6i nhan thay su t6 hop gitia hai
loai chat diéu tiét sinh trudng nay té ra cob
hiéu qua rat t6t. O tat ca cac cong thic thi
nghiém, ty 1& song déu la 100%, trit cong
thtc 5 (95,8 %), da c6 su san sinh chéi méi &
hiu hét cac cong thiic. Trong d6 hé s6 nhan
ciing nhu sy sinh trudng ctia chdi dat cao
nhiat 6 cong thic 2. Dic biét, trong thi
nghiém nay cé su thay déi rat dang ké vé
méit hinh thai miu c4dy, chdi xanh map, d6t
chéi dai. Piéu nay c6 thé do TDZ & nong do
thap (0,5 mg/l) két hop véi o - NAA (0,1 mg/l)
da din dén su cAn bang vé chat diéu tiét
sinh truéng ndi sinh va ngoai sinh, ching c6
tac dung kich thich t& bao ddn manh hon,
dic biét 1a 14 va d6t choi.

3.3. Nghién clitu méi trudng tao ciy in- vitro

hoan chinh

Auxin 1a chit diéu tiét ra ré rat c6 hiéu
qua d6i véi nhiéu loai cAy. Tuy nhién, véi mbi
loai cay thi loai va ndng d6 cac auxin 1a khac
nhau. O day, chung t6i da tién hanh thi
nghiém véi o-NAA va IBA b sung riéng ré
véi lugng tuong tu nhau lam chat diéu tiét
qué trinh ra ré cta chdi cay hoa dao. Tuy
nhién, két qua lai hoan toan trai ngugc nhau.
Trén céc cong thiic b6 sung IBA, ré xu4t hién
méc du su xuit hién khoéng dong thdi, trong

khi trén cong thiic bé sung a-NAA chbi vang
va rung 14 rat nhanh, ré khong xu4t hién.

S6 liéu & bang 6 cho thay, nong do 3 mg/l
IBA cho két qua ra ré tét nhat, ré xuat hién
sém, chat lugng ré cling rat tot. Sau 4 tuan
theo déi, c6 83,3% chdi ra ré, chiéu dai ré
trung binh & céng thtc nay dat 8,9 cm, dong
thdi hinh thai chdi cling kha dep, chdi xanh,
map, d6t chdi dai...

Hinh 3. Anh huéng ctia IBA dén
kha nang ra ré cua chéi

Bang 6. Anh huéng ctia IBA dén kha niang ra ré cta choéi (sau 4 tuan theo doi)

Cong  NongdoIBA TLséng TLraré  S6ré  Chidudairé Chiducaochdi  S61aTB  Hinh thai
thire (mg/) (%) (%) [chdi (cm) (cm) (1a/chdi) ré
CTO 0 100 0 0 0 1,1 45
CT1 1 100 12,5 4,7 48 32 6.3 +
CT2 2 95,8 20,8 43 6,4 2,9 6,8 ++
CT3 3 100 83,3 53 8,9 6,8 8,5 o
CT4 4 95,8 16,7 4.8 7.3 27 7.3 ++
CT5 5 91,7 12,5 4,7 5,1 2,8 58 +
LSDo,0s 0,73 0,26 0,28 0,54
CV(%) 4,9 2,6 48 4,6

+:  REngdn, mdp.
++ : Ré dai, manh, co ré con.
+++ : Re rat dai, mdp, nhiéu ré con.
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4. KET LUAN

- Ché& d6 khu trung miu cay t6i uu cho
cdy hoa dao dugc xac dinh: con 70% trong 5
phut + HgCl, 0,1% trong 5 phut + cefotaxime
1000 mg/l trong méi truosng MS 1éng. Cong
thiic nay cho ty 1&é mau séng va voé trung dat
65,0% sau 4 tuan theo dai.

- Cong thtc té6t nhat cho nhan nhanh
chdi 1a MS + 0,5 ppm TDZ + 0,1 ppm a-
NAA. Céng thic nay cho HSN chéi 1a 1,17,
chat Iugng chdi rat tot, chdi xanh, map, 1a
nhiéu, 14 to va day, dot choi dai.

- Méi trudng tao cAy in-vitro hoan chinh
1a MS + 3 mg/l IBA. Trén mdi trudng nay,
sau 4 tudn nudi cdy choi cé trung binh 5,3 ré,
ré dai va map (8,9 cm), chat lugng chdi rat
6n dinh, chéi xanh va cao.
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