KHOA HOC CONG NGHE

NGHIEN CUU NHAN GIONG /V VITRO CAY CHE TiMm
(Camellia sinensis) NHAP NOI

Nguyén Hong Chién®*, Nguyén Thi Thu Ha!,

Nguyén Thi Kim Linh!, Nguyén Hai Yén!, Pham Huy Quang?

TOM TAT

Cay che tim Ia loai cay giau anthocyanin, 1a nguyén liéu dé san xudt cac loai ché c6 mau sic hoiac huong
thom doc ddo va cac loai tra c6 tac dung duoc phdm. Trong nghién ctru ndy, cac doan canh mang mat ngti
ctia cay che tim nhap néi duoc st dung lam vat liéu ban dau nham xay dung quy trinh nhan nhanh in vitro.
Két qua nghién ctru cho thay viéc lua chon chiéu dai doan canh mang mat ngti thich hop dé sit dung lam vat
lieu khit tring 1a quan trong. TDZ khong phu hop khi st dung dé nhan nhanh céc chéi in vitro do dan dén
kich thich sy hinh thanh m6 seo nhung BAP lai c6 hiéu qua trong viéc nhan nhanh céc chdi in vitro. Moéi
truong ngheo dinh dudng cé anh hudng tich cuc dén sy hinh thanh ré cta cac chéi che tim in vitro. O giai
doan ra cay ngoai vuon wom, hdon hop gia thé c6 anh hudng ro rét dén ti lé song ctia cay con. Cac két qua
trong nghién ctru nay c6 thé duoc ap dung cho muc dich nhan nhanh va béo ton ciy che tim ciing nhu cac

loai Camellia.

Tiekhoa: Camellia, ché tim, moi truong MS, nhan nhanh in vitro.

1. DAT VAN DE

Cay cheé tim ciing giong nhu cac loai cay giau
anthocyanin, 1a nguyén liéu dé san xudt cac loai che
c6 mau sic hodc huong thom doc dao va cac loai tra
c6 tac dung dugc phdm. Boi vay, giong che tim da
duoc mot s6 nude trén thé gioi lai tao, phat trién va
stt dung nhue mét loai thao duoc vi né c6 ham luong
chat chong 6 xy hoa anthocyanin va polyphenol cao
hon che thong thuong.

Che tim chta ham lwong catechin va
epigallocatechin gallate (EGCG) dic biét cao. Nhiing
chat nay c6 lien quan dén viéc gidm mo co thé va
chong lai cac bénh nhu ung thu, tim mach va dai
thao duong. Ché tim cé chita ham luong anthocyanin
cao hon 15 lan so voi qua viét quat (1,5% so voi 0,1%).
Cac anthocyanin trong 14 ché tim c¢é cac chuc nang
sinh hoc khac nhau lién quan dén sttc khde, nhu chat
chong oxy hoéa va chat chong vi sinh vat gay hai [7],
giam m& mau [19] va ngan ngua ung thu dai truc
trang [8], khac phuc tinh trang tac nghén mach mau
nao [18]. Ngoai ra, anthocyanin la chat chuyén héa
thtt cap, ciing g6p phan bao vé cay chéng lai cac cang
thang vo sinh va htu sinh khac nhau, nhu stress do
lanh [2], do man [5] va do ham luong phosphate thap
[11].
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Cay che tim ciing 1a loai cay trong c6 gia tri kinh
té cao. Theo bao céo cia Kenya [16], trong cheé tim
c6 loi nhuan cao gap 10 lan so véi cac giong che
truyén thong. Nong dan & cac vung trong che &
Kenya dang theo dudi viéc trong giong che tim vi
mot s6 Iy do nhu loi ich stc khoe ctia ché tim doi voi
nguoi tieu dung, gia tri thi truong quoc té cao va kha
nang chiu han t6t khi so véi cac loai ché xanh va den
truyén thong. Voi nhimg wu diém nhu vay, mau tim
da duoc st dung nhu mot thong s6 chat luong trong
cac chuong trinh chon giéng che.

O Viet Nam, ché Trung Du bup tim duoc biét
dén nhu mot loai ché duoc lieu co tac dung ngin
ngtra, kim ham ung thu va c6 gia tri kinh té cao. Tuy
nhién, dién tich tréong ché Trung Du bup tim & Pha
Tho con lai rat it, chi chiém chua dén 1% dién tich
ché Trung Du va 0,2%0,3% dién tich trong ché néi
chung cuaa tinh Phu Tho. Nguyén nhan duoc cho la
che bup tim chii yéu duoc tréng bang hat nén ning
suat va chat luong chua 6n dinh.

Cay ché tim c6 ngudén goc Nhat Ban duoc thu
thap dé phuc vu lai tao giong ché méi tir nam 2013.
Cay ché moi da duoc nhan giong bang giam hom,
dén nay van giitr nguyén dic tinh di truyén mau tim
von c6. Tuy nhién, trong s6 10 cay che tim thu thap
duoc ndm 2013, hién chi c6 3 cay con song, dang
sinh trudng va phat trién kha tét. Nhan giong bang
giam hom giong ché tim nay rat kho, do ti 1é song, ti
lé tao ré va phat trién thanh cay méi rat thap nén s
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luong cay giong it. Mot phuong phap nhan giéng in
vitro thich hop sé loai bd nhitng van dé lien quan dén
tao ré hom than gb. Cac nghién cttu nhan giéng in
vitro mot so loai thuoc chi Camellia nhu Camellia
Japonica, C. sinensis va C. reticulate da duoc thuc
hien [4], [15]. Vi vay, 4p dung cong nghé nudi cdy
mo té bao sé nhan duoc nhitng cay che bup tim c6
stic song khée hon, dap tng dugc yéu cau duy tri va
phat trién giong cheé tim méi, gép phan da dang san
phdm va nang cao gi4 tri san phdm cay che.

2. D01 TUONG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Dai tiegng va vat lieu nghién cteu

Doi twong nghién ciu: Cay che tim (Camellia
sinensis) c6 ngudn goc Nhat Ban.

Vat liéu nghién ctru: Cac doan canh banh té
mang mét ngl cia cay ché tim thu thap tai vuon wom
Bo mon Cong ngheé sinh hoc va Bao vé thuc vat, Vién
Khoa hoc Ky thuat Nong 1am nghiép mién nui phia
Bac.

2.2. Phuong phap nghién ctu

Khtr tring mau: Mau cay duoc rita sach dudi voi
nuoc, tiép theo ngam trong dung dich xa phong néng
do 0,01% trong 30 phut va rira sach bing nuéc. Cac
mau sau d6 dugc lac trong héa chat khir trung HgCl,
0,1% trong thoi gian tir 10 phat dén 30 phut va cudi
cung duoc rira lai bing nuéc cat vo triung 3 1an, méi
lan 5 phuat. Cac mau cdy da dugc khit trung bé mat
duoc cat thanh cac doan cé d6 dai 1,0 cm, mdi doan
déu c6 chtta mot mam ngt, sau d6 duoc cdy vao 6ng
nghiém chtra 15 ml méi trudng vao mau: MS + 0,5
mg/1 BAP + 20 mg/1 Ascorbic + 30 g/1 duong + 5,5
g/1 agar, pH = 5,5. Sau 1 tuan - 2 tuan, nhitng mau
cdy vo trung duoc chuyén sang moi truong tao choi
MS c6 b6 sung cac chat diéu hoa sinh truéng & cac
nong do khac nhau. Ti 1é mau nhiém (%) duogc tinh
bang s6 mau nhiém sau mot thang chia cho téng s6
mau cdy sau khit trung. Tuong tw, ti 1& mau
sach/mau sach bat chéi (%) duoc tinh bang s6 mau
sach/s6 mau bat chéi sau mot thang chia cho téng s6
mau cdy sau khit triung.

Nhan nhanh chéi in vitro: Cac choi cé chiéu cao
tir 2 cm - 2,5 cm duoc cat thanh cac doan dai 1 cm -
1,5 cm va c6 114 - 2 14, chuyén vao moi truong MS co
b6 sung cac chat diéu hoa sinh truéng & cac néng do
khac nhau dé nhan nhanh s luong chéi. Hé s6 nhan
chéi (14n) duoc tinh bang cach dém sé choi quan sat
duoc sau 2 thang nuoi cdy & timg mau cdy, roi tinh s6

choi trung binh ciia tit cd mau cdy & mdi nghiém
thitc trong mot 16 thi nghiém.

Tao cay hoan chinh: nhimg chéi di tiéu chuin
c6 chiéu cao tir 2 cm, c6 tir 2 dén 3 14 dugc cdy
chuyén sang méi truong co thanh phan MS thay déi
MS, @ MS, 4 MS), b6 sung a-NAA két hop IBA hoic
chi b6 sung IBA & cac néng do khac nhau dé kich
thich tao ré. Sau khi cdy chuyén céac chéi in vifro vao
moi truong tao ré, binh cay duoc dit & diéu kieén 0i
trong 10 ngay trude khi chuyén sang diéu kién sang.
Ti 1é ra ré& (%) duoc tinh bang so chéi in vitro c6 ré
chia cho téng s6 choéi in vitro thi nghiéem & méi
nghiém thtc trong cung mot 16 thi nghiém.

Ra céy ngoai vuon wom: Cay in vitro hoan chinh,
khoe manh, c6 chiéu cao tir 2 cm duoc rira sach agar
va trong trén 4 loai gia thé khac nhau (loai 1 : dat,
phan chuong ¢ hoai va cat (tile 2: 1: 1); loai 2 : dat
va d4 Vermiculite (1 : 1); loai 3: dat, phan chuong a
hoai va da Vermiculite (1:1: 1); loai 4 : vun xo dira,
mun cua, phan hiu co @ hoai, dat (3 :3:1:2)). Mdi
loai gia thé duwoc dong vao khay nhua 50 16 c6 kich
thuéc 54 cm x 28 cm. Cay trong trong khay nhua
duoc dat trong nha ludi, che pht bang nylon va ludi
che ram. Tuéi nuéc gitt am (dang phun mu) cho cay
3 lan/ngay & thang dau va 2 lan/ngay tir thang thi 2.
B6 sung dinh duong cho cay bang dung dich MS pha
loang, dinh ki tuéi 10 ngay/lan.

biéu kién nuéi cdy in vitro: Diéu kién phong thi
nghiém v6i nhiét d6 25 = 2°C, quang chu ky 10
gid/ngay - 12 gid/ngay, cuong do chiéu sang 40 45
pmolm-2.s-1 - 45 pmol.m-2.s-1 ctia 4nh sang huynh
quang va do 4m trung binh 60% - 65%.

Xt ly s6 lieu: Méi thi nghiém duoc 1ap lai 3 1an,
mdi lan tir 20 mau dén 50 mau. Tat ca cac so liéu sau
khi thu thap tng véi tiing chi tiéu theo doi, duoc xit
ly bang Microsoft Excel 2010 va cac phan tich théng
ké duoc thuc hién bing phan mém R [9]. Dé xac
dinh lieu cac cong thic thi nghiém cé khac nhau vé
mat thong ké, so sanh Tukey (P <0,05) duoc st dung
dé kiém tra su khac biét giita cac gid tri trung binh.

3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Két qua tao ngudn vat liéu vé tring

3.1.1. Anh hutng cia héa chat va thor gian khir
trung dén hiéu qud tao vt liéu khdi diu

Cac doan canh mang méat ngti c6 do dai tir 7 cm -
9 cm, ¢6 tir 3 1a that tré 1én duoc khit trung voi HgCl,
& cac nong do khac nhau trong cac khoang thoi gian
thay déi. Két qua dwoc trinh bay ¢ bang 1.
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