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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  10/01/2022 Vitrification is a severe common problem, causing a reduction in the 

quality of in vitro carnation (Dianthus caryophyllus L.), leading to reduced 

process efficiency of production. In this study, coconut water, sucrose and 

agar were added to the medium to regenerate shoots in vitro and reduce 

the rate of vitrification. Evaluation of the genetic stability of regenerated 

plants was also performed. The results showed that MS medium, 7 g.L-1 

agar, 30 g.L-1 sucrose supplemented with 5% coconut water (v/v) were 

suitable for the regeneration of Breezer, Cerise rosy barbara, Plantom and 

Red barbara. The shoot number per explants was 5.75; 6.00; 4.25 and 

5.00, respectively. The shoot height was 6.25; 6.38; 8.00; 8.50 (cm), 

respectively. The leaf number per shoot was 11.75; 12.50; 12.00; 11.75, 

respectively. The same components of the medium by adding 10% (v/v) 

coconut water was suitable for Regatta varieties. The shoot number per 

explants, the shoot height, and the leaf number per shoot were 5.75; 8.50; 

11.25, respectively. MS medium, 7 g.L-1 agar supplemented with 35g 

sucrose or MS medium, 30 g.L-1 sucrose supplemented with 8 g.L-1 agar 

were suitable to reduce the vitrification rate of five commercial carnation 

varieties, while agar 7 g.L-1 or sucrose 30 g.L-1 were suitable for in vitro 

shoot regeneration. By using UBC808 marker for ISSR-PCR, 5'-G-(AG)7-

C-3', it demonstrated that the newly regenerated plant was genetically 

stable as the mother plant. 
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ẢNH HƯỞNG CỦA NƯỚC DỪA, AGAR VÀ SUCROSE ĐẾN THUỶ TINH HOÁ, 

SỰ TÁI SINH VÀ SỰ ỔN ĐỊNH DI TRUYỀN CỦA CÂY CẨM CHƯỚNG IN VITRO 
 

La Việt Hồng*, Nguyễn Văn Đính 

Trường Đại học Sư phạm Hà Nội 2 

THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  10/01/2022 Thuỷ tinh hoá là một vấn đề thường xảy ra, làm giảm chất lượng cây cẩm 

chướng (Dianthus caryophyllus L.) in vitro, dẫn tới giảm hiệu quả quy trình 

sản xuất. Trong nghiên cứu này, nước dừa, sucrose và agar được thăm dò 

hàm lượng bổ sung vào môi trường nhằm tái sinh chồi in vitro và làm giảm 

tỷ lệ thuỷ tinh hoá. Việc đánh giá sự ổn định di truyền của cây tái sinh cũng 

được thực hiện. Kết quả cho thấy, môi trường MS, agar 7 g.L-1, sucrose 30 

g.L-1 bổ sung nước dừa 5% (v/v) là thích hợp để tái sinh các giống trắng 

viền đỏ, hồng cánh sen, đỏ nhung và đỏ chùm, số chồi/mẫu lần lượt là 5,75; 

6,00; 4,25 và 5,00. Chiều cao chồi lần lượt là 6,25; 6,38; 8,00; 8,50 (cm); 

Số lá/chồi tương ứng là 11,75; 12,50; 12,00; 11,75. Trong khi môi trường 

tương tự nhưng bổ sung nước dừa 10% (v/v) là phù hợp cho giống vàng 

chanh. Số chồi/mẫu, chiều cao chồi và số lá/chồi lần lượt là 5,75; 8,50; 

11,25. Môi trường MS, agar 7 g.L-1 bổ sung sucrose 35g hoặc MS, sucrose 

30 g.L-1 bổ sung agar 8 g.L-1 thích hợp để giảm tỷ lệ thuỷ tinh hoá ở năm 

giống cẩm chướng; trong khi đó, agar 7 g.L-1 hoặc sucrose 30 g.L-1 là phù 

hợp để tái sinh chồi in vitro. Bằng chỉ thị UBC 808, 5’-G-(AG)7-C-3’, 

chứng minh cây tái sinh ổn định di truyền như cây mẹ. 
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1. Giới thiệu 

Cây hoa cẩm chướng cắt cành (Dianthus caryophyllus L.) thuộc họ Cẩm chướng gồm 88 chi 

với 1750 loài [1]. Cây hoa cẩm chướng (Dianthus caryophyllus L.) được trồng ở Việt Nam từ đầu 

thế kỷ XX ở những nơi có khí hậu mát mẻ như Sa Pa (Lào Cai), Đà Lạt (Lâm Đồng). Hiện nay, 

hầu hết các giống cẩm chướng hiện có ở nước ta đều được nhập nội từ Hà Lan, Pháp, Đức, Ý và 

Trung Quốc [2]. Để cung cấp cây giống cẩm chướng cho sản xuất, phương pháp nuôi cấy mô là 

một lựa chọn ưu tiên. Vật liệu được sử dụng để tái sinh cây cấy mô cũng rất đa dạng như lá, đốt 

thân chứa mắt ngủ và đốt thân không chứa mắt ngủ [1], tái sinh từ đỉnh chồi và đốt thân, đồng 

thời đánh giá khả năng sinh trưởng ngoài đồng ruộng [3]. Để phát sinh chồi từ các vật liệu như lá, 

đốt thân, các nghiên cứu thường sẽ tái sinh thông qua callus [1], [3]. Cách tái sinh này thường tạo 

cây con không đồng nhất di truyền so với cây mẹ ban đầu.   

Hiện tượng thuỷ tinh hoá là một vấn đề nghiêm trọng thường gặp phải ở cây cẩm chướng. Cây 

thuỷ tinh hoá (cây bị mọng nước) thường có hình thái, sinh lý và giải phẫu bất thường, dẫn đến 

cây in vitro khó sống sót khi được chuyển rèn luyện ra ngoài điều kiện tự nhiên [4]. Bình nuôi 

cấy không hoặc ít khuếch tán khí ra môi trường xung quanh là nguyên nhân dẫn đến sự hoại tử, 

hiện tượng thủy tinh hóa và hình thái bất thường khác của thực vật nuôi cấy in vitro [5]. Hiện 

tượng thuỷ tinh hoá là nút thắt đối với quá trình nuôi cấy in vitro [6]. Loại (bản chất) và hàm 

lượng agar trong môi trường nuôi cấy có ảnh hưởng đến hiện tượng thủy tinh hóa. Việc cải tiến 

thành phần môi trường cũng có thể làm giảm hiện tượng thủy tinh hóa. Điều chỉnh tỷ lệ NO3
- cao 

hơn so với NH4
+ sẽ ngăn chặn thủy tinh hóa trong suốt quá trình nuôi cấy cẩm chướng in vitro 

[7]. Bản chất loại cytokin được sử dụng cũng ảnh hưởng đến tỷ lệ mẫu bị thuỷ tinh hoá ở cây cẩm 

chướng [8]. Ngoài ra, việc bổ sung nước cốt dừa cũng làm giảm hiện tượng thuỷ tinh hoá ở cây 

mùi tàu (Eryngium Foetidum L) [9]. 

Xuất phát từ những vấn đề trên, chúng tôi tiến hành nghiên cứu này nhằm hoàn thiện quy trình 

nhân nhanh in vitro năm giống hoa cẩm chướng thương mại loại cắt cành dưới ảnh hưởng của 

nước dừa được sử dụng như một hỗn hợp chất điều hoà sinh trưởng tự nhiên. Nghiên cứu cũng 

tiến hành đánh giá ảnh hưởng của nồng độ agar, đường sucrose tới tỷ lệ thuỷ tinh hoá, tái sinh 

chồi in vitro khi mẫu được nuôi cấy trên môi trường chứa 6-benzyl amino purin. Ngoài ra, đánh 

giá sự ổn định di truyền cũng được tiến hành bằng kỹ thuật PCR-ISSR.  

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

- Mẫu thực vật: 05 giống cẩm chướng thương mại được lưu giữ tại Phòng Sinh lý học thực 

vật, Khoa Sinh - KTNN, trường ĐHSP Hà Nội 2 gồm: trắng viền đỏ-TVĐ (Breezer), hồng cánh 

sen-HCS (Cerise rosy barbara), vàng chanh-VC (Regatta), đỏ nhung-ĐN (Plantom) và đỏ chùm-

ĐC (Red barbara). 

- Môi trường nuôi cấy là MS cơ bản (Murashige và Skoog) (pH 5,8) [10], chứa nguyên tố đa 

lượng, vi lượng, vitamin (Xilong, Trung Quốc). Đường sucrose (Công ty Mía đường I, Việt 

Nam), agar (Công ty TNHH Hải Long, Việt Nam). Các chất điều hòa sinh trưởng 6-benzyl amino 

purin (BAP) và α-napthalene acetic acid (NAA) (Dulchefa, Hà Lan). Nước dừa (ND) được thu 

mua tại Xuân Hoà, Phúc Yên, Vĩnh Phúc. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Ảnh hưởng của nước dừa đến tỷ lệ thuỷ tinh hoá và tái sinh chồi in vitro  

Mẫu đốt thân có chiều dài từ 2-3 (cm) được nuôi cấy trên môi trường MS + 30 g.L-1 đường 

sucrose + 7 g.L-1 agar có bổ sung nước dừa 0; 5; 10; 15; 20 (% v/v), mỗi môi trường (công thức - 

CT) gồm 30 mẫu. Xác định các chỉ tiêu sau 5 tuần nuôi cấy: số chồi/mẫu, chiều cao chồi (cm), số 

lá/chồi, tỷ lệ thủy tinh hóa (%).  
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2.2.2. Ảnh hưởng của agar đến tỷ lệ thuỷ tinh hoá và tái sinh chồi in vitro 

Mẫu đốt thân có chiều dài từ 2-3 (cm) được nuôi cấy trên môi trường MS + 30 g.L-1 đường 

sucrose + BAP 0,1 mg.L-1 + agar với các nồng độ: 6, 7, 8 (g.L-1), mỗi công thức (CT) gồm 30 

mẫu. Xác định các chỉ tiêu sau 5 tuần nuôi cấy: số chồi/mẫu, chiều cao chồi (cm), số lá/chồi, tỷ lệ 

thủy tinh hóa (%). 

2.2.3. Ảnh hưởng của sucrose đến tỷ lệ thuỷ tinh hoá và tái sinh chồi in vitro 

Mẫu đốt thân có chiều dài từ 2-3 (cm) được nuôi cấy trên MS + 7g.L-1 agar + BAP 0,1 mg.L-1 

+ sucrose với các nồng độ 25, 30, 35 (g.L-1), mỗi công thức (CT) gồm 30 mẫu. Xác định các chỉ 

tiêu sau 5 tuần nuôi cấy: số chồi/mẫu, chiều cao chồi (cm), số lá/chồi, tỷ lệ thủy tinh hóa (%). 

2.2.4. Đánh giá sự ổn định di truyền của các chồi cẩm chướng tái sinh in vitro 

DNA tổng số từ lá in vitro, cây mẹ ngoài vườn ươm và mẫu bị thuỷ tinh hoá được tách chiết 

bằng CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) [11]. DNA này được dùng làm khuôn cho phản 

ứng PCR với mồi ISSR UBC 808 (5’3’: G-(AG)7-C) với thể tích 20µl bao gồm nước cất vô 

trùng, Master Mix 2Χ, primer ISSR và DNA template, chu trình nhiệt được thực hiện trên máy 

PCR GeneAmp PCR System 2700 như sau: 5 phút ở 94oC, 40 chu kỳ gồm 94oC/30 giây, 45oC/30 

giây và 72oC/45 giây, cuối cùng là hoàn tất chuỗi ở 72oC/10 phút. Sản phẩm PCR được điện di 

trên gel agarose 0,8% (w/v) trong đệm TAE 1X, hiện băng dưới đèn UV. Các đoạn DNA khuếch 

đại được ghi nhận và phân tích. 

2.2.5. Phân tích thống kê 

Số liệu thực nghiệm được xử lý theo các tham số thống kê. Sự sai khác giữa các giá trị trung 

bình được kiểm tra bằng thuật toán LSD của Fisher với α = 0,05 trên phần mềm Excel 2010 [12]. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Ảnh hưởng của nước dừa  

Hiện tượng thủy tinh hóa ở cây cẩm chướng có rất nhiều nguyên nhân liên quan đến nồng độ 

và bản chất của yếu tố làm đông môi trường và chất điều hòa sinh trưởng thực vật. Trong nghiên 

cứu này, môi trường nuôi cấy được bổ sung nước dừa với các nồng độ khác nhau để theo dõi sự 

sinh trưởng của năm giống Cẩm chướng in vitro. Kết quả nghiên cứu thu được thể hiện ở bảng 1 

và hình 1. 

Bảng 1. Ảnh hưởng của nước dừa đến tỷ lệ thuỷ hoá và tái sinh chồi in vitro của năm giống cẩm chướng 

Chỉ tiêu Nước dừa (% v/v) TVĐ HCS VC ĐN ĐC 

Tỷ lệ thủy 

tinh hóa (%) 

0 8,0% 4,5% 5,0% 6,0% 3,0% 

5 0% 0% 0% 0% 0% 

10 10,0% 14,2% 12,5% 20,0% 0% 

15 40,0% 55,5% 62,5% 50,0% 41,6% 

20 100% 75,0% 100% 100% 90,9% 

Số chồi/mẫu 

0 3,75bc 3,25b 3,00bc 3,25ab 2,50b 

5 5,75a 6,00a 3,25bc 4,25a 5,00a 

10 4,75ab 5,50a 5,75a 4,00ab 4,50ab 

15 3,50bc 3,75b 3,75b 2,75b 4,00abc 

20 3,00c 4,00b 2,00c 2,75b 3,00bc 

LSD.05 1,46 1,81 1,24 1,29 1,45 

Chiều cao 

chồi (cm) 

0 5,75bc  6,75ab 5,25bc 3,00c 8,00a 

5 6,25ab 6,38ab 8,00a 4,75a 8,50a 

10 6,75a 7,25a 8,50a 4,00b 6,50b 

15 5,25c 6,35ab 5,75b 3,00c 5,93bc 

20 3,50d 5,75b 4,5c 2,50c 5,25c 
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Chỉ tiêu Nước dừa (% v/v) TVĐ HCS VC ĐN ĐC 

LSD.05 0,77 1,08 0,91 0,51 1,15 

Số lá/chồi 

0 13,50a 10,25bc 10,00ab 8,75bc 10,5ab 

5 11,75ab 12,50ab 12,00a 11,25a 11,75a 

10 11,25ab 14,25a 11,25ab 9,50b 10,25ab 

15 11,00b 10,00bc 9,25ab 7,25c 9,00b 

20 6,75c 8,00c 8,50b 7,00c 6,50c 

LSD.05 2,30 3,02 2,81 2,10 2,31 

Ghi chú: * trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của nước dừa đến sinh trưởng của năm giống Cẩm chướng in vitro 

(a) ĐN nuôi cấy ở môi trường nước dừa 0% (đối chứng); (b, c, d, e) lần lượt là các giống ĐC, HCS, TVĐ 

và ĐN nuôi cấy ở môi trường nước dừa 5%; (f) giống VC nuôi cấy ở môi trường nước dừa 10% 

 

Tỷ lệ thủy tinh hóa cao nhất chịu ảnh hưởng của nước dừa bổ sung vào môi trường nuôi cấy, 

khi nồng độ nước dừa càng tăng thì tỷ lệ thuỷ tinh hoá càng cao, lên đến 100% ở các giống TVĐ, 

VC, ĐN; tỷ lệ thuỷ tinh hoá ở hai giống còn lại ở mức khá cao, cụ thể là 75,0% ở giống HCS và 

90,9% ở giống ĐC. Ở nồng độ nước dừa 5%, không gặp phải hiện tượng thuỷ tinh hoá ở tất cả 

năm giống cẩm chướng.  

Đối với quá trình tái sinh chồi, việc bổ sung nước dừa có tác dụng rõ rệt đến chỉ tiêu số 

chồi/mẫu, chiều cao chồi và số lá/chồi. Ở hầu hết năm giống, nồng độ nước dừa 5% cho số 

chồi/mẫu cao nhất, cụ thể số chồi/mẫu của TVĐ, HCS, ĐN và ĐC lần lượt là 5,75; 6,00; 4,25 và 

5,00. Riêng giống VC có số chồi/mẫu cao nhất (5,75) ở công thức bổ sung 10% nước dừa. Về 

chiều cao chồi, sự tác động của nước dừa rất khác nhau giữa các giống cẩm chướng, có thể chia 

thành ba nhóm, nhóm 1 gồm TVĐ và VC, nồng độ nước dừa thích hợp là 5 và 10% cho kết quả 

tốt, chiều cao chồi đạt tương ứng 6,25-6,75 (cm) và 8,00-8,50 (cm). Nhóm 2 gồm 2 giống ĐN và 

ĐC có chiều cao chồi tốt nhất ở nồng độ nước dừa 5%, chiều cao đạt lần lượt là 4,75 và 8,50 

(cm). Nhóm 3 gồm 1 giống HCS, cụ thể không có sự khác biệt rõ rệt về chiều cao giữa các nồng 

độ 5, 10 và 15 (%) và đối chứng, chỉ tiêu này bị giảm khi nước dừa bổ sung 20%. Về số lá/chồi 

dưới ảnh hưởng của nước dừa cũng xảy ra ở mức độ khác nhau giữa các giống, ở nồng độ 5 và 10 

(%) cho số lá/chồi tương đương nhau và cao hơn so với nồng độ 15 và 20 (%) ở các giống TVĐ, 

HCS và ĐC, ở giống ĐN, chỉ nước dừa nồng độ 5% là phù hợp, trong khi đó ở giống VC thì 

không có sự khác biệt giữa các nồng độ nước dừa bổ sung.  

Như vậy, khi tăng nồng độ ND bổ sung vào môi trường thì tỷ lệ mẫu bị thủy tinh hóa cũng 

tăng, môi trường phù hợp để nhân nhanh các giống: TVĐ, HCS, ĐN và ĐC là ND 5%, riêng với 

giống VC là ND 10%, kết quả nghiên cứu này tương tự với kết quả trong công trình nghiên cứu 

của Chandrika và cộng sự (2015) [9]. 

3.2. Ảnh hưởng của agar  

Độ ẩm tương đối và thế nước cao là các yếu tố quan trọng liên quan tới hiện tượng thủy tinh 

hóa trong nuôi cấy [13]. Trong nghiên cứu này, tiến hành bổ sung agar vào môi trường nuôi cấy 
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với hàm lượng khác nhau sau đó quan sát sự sinh trưởng của năm giống cẩm chướng, chúng tôi 

thu được kết quả ở bảng 2 và hình 2. 

Bảng 2. Ảnh hưởng của agar đến tỷ lệ thuỷ hoá và tái sinh chồi in vitro của năm giống cẩm chướng 

Chỉ tiêu Agar (g.L-1) bổ sung TVĐ HCS VC ĐN ĐC 

Tỷ lệ thủy tinh hóa (%) 

6 10% 6,25% 5,56% 13,33% 21,43% 

7 8,0% 4,5% 5,0% 10% 16,67% 

8 0% 0% 0% 6,0% 3,0% 

Số chồi/ mẫu 

6 1,75b 2,50b  1,50b 1,50b 2,25ab 

7 3,75a 3,75a 3,00a 3,25a 2,50a 

8 3,25a 2,00b 2,00b 2,00b 1,50b 

LSD.05 1,33 1,032 0,92 1,03 0,88 

Chiều cao chồi (cm) 

6 4,50b 3,50b 4,75a 2,00b 4,75b 

7 6,25a 6,75a 5,25a 3,00a 8,00a 

8 3,75b 4,00b 4,00b 2,25b 3,25c 

LSD.05 0,84 1,03 0,65 0,46 1,46 

Số lá/ chồi 

6 11,00b 7,00b 9,75a 7,25b 6,50b 

7 13,50a 10,25a 10,00a 8,75a 10,50a 

8 10,50b 7,75b 9,50a 8,00ab 7,75ab 

LSD.05 1,51 2,47 2,81 1,25 3,31 

Ghi chú: trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của hàm lượng agar đến sự tái sinh chồi của cây cẩm chướng in vitro 

(a, b) lần lượt là giống ĐC và TVĐ nuôi cấy ở môi trường agar 6g.L-1; (c) VC nuôi cấy ở môi trường agar 

7g.L-1; (d) là giiống ĐC nuôi cấy ở môi trường agar 8g.L-1 

Hàm lượng agar bổ sung vào môi trường nuôi cấy có ảnh hưởng rõ rệt đến tỷ lệ mẫu bị thuỷ 

tinh hoá, nồng độ agar càng cao thì tỷ lệ mẫu bị thuỷ tinh hoá càng giảm, cụ thể ở nồng độ agar 8 

g.L-1, tỷ lệ thuỷ tinh hoá là 0% ở các giống TVĐ, HCS và VC. Trong khi đó, tỷ lệ thuỷ tinh hoá ở 

2 giống ĐN và ĐC khá thấp, lần lượt là 6 và 3 (%). Hiện tượng thuỷ tinh hoá thường do độ ẩm 

tương đối cao trong bình nuôi hoặc do hàm lượng agar thấp [14]. Tăng hàm lượng agar lên 8 g.L-

1, có thể đã làm thay đổi về áp suất thẩm thấu của môi trường nuôi cấy, do đó giảm hiện tượng 

này. Ở hầu hết các giống, hàm lượng agar 7 g.L-1 là phù hợp với quá trình tái sinh chồi in vitro, 

số chồi/mẫu dao động từ 2,50 (ở giống ĐC) đến 3,75 (ở giống TVĐ và HCS). Chiều cao chồi 

cũng chịu ảnh hưởng của agar tương tự như chỉ tiêu số chồi/mẫu, cụ thể ở 4 giống TVĐ, HCS, 

ĐN và ĐC thì nồng độ agar 7g.L-1 là phù hợp, trong khi đó chỉ tiêu này ở giống VC, nồng độ 6 và 

7 g.L-1 cho kết quả tương đương nhau và cao hơn so với nồng độ agar 8g.L-1. Về chỉ tiêu số 

lá/chồi, nồng độ agar 7g.L-1 là phù hợp với 2 giống TVĐ và HCS, số lá/chồi đạt lần lượt là 13,50 

và 10,25; trong khi đó ở 2 giống ĐN và ĐC thì nồng độ agar 7 và 8 (g.L-1) cho kết quả tương 

đương nhau và cao hơn so với công thức còn lại; riêng giống VC, số lá/chồi không có sự khác 
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biệt ở các công thức. Như vậy, môi trường bổ sung agar 7 g.L-1 là phù hợp để tái sinh chồi hiệu 

quả và tỷ lệ thuỷ tinh hoá thấp ở các giống TVĐ, HCS, VC và ĐN. Riêng giống ĐC nên sử dụng 

agar với hàm lượng 8g.L-1. 

3.3. Ảnh hưởng của sucrose đến sinh trưởng của cây Cẩm chướng in vitro 

Ánh sáng và đường là các yếu tố cơ bản của sự trao đổi chất thực vật và có vai trò quan trọng 

đến tình trạng của cây nuôi cấy in vitro [15]. Hàm lượng đường thấp trong nuôi cấy có thể làm 

tăng độ ẩm tương đối trong bình nuôi, dẫn đến tăng tỷ lệ mẫu bị thuỷ tinh hoá [14]. Đường 

sucrose đã được bổ sung với nồng độ khác nhau, kết quả được thể hiện ở bảng 3 và hình 3. 

Bảng 3. Ảnh hưởng của sucrose đến tỷ lệ thuỷ hoá và tái sinh chồi in vitro của năm giống cẩm chướng 

Chỉ tiêu Sucrose (g.L-1) TVĐ HCS VC ĐN ĐC 

Tỷ lệ thủy 

tinh hóa (%) 

25 30% 6,67% 25% 0% 14,29% 

30 7,14% 0% 9,09% 0% 10% 

35 0% 0% 0% 0% 0% 

Số chồi/ mẫu 

25 2,00b 2,50b 2,25a 2,25ab 3,25a 

30 3,75a 3,00ab  3,00a 3,25 a 3,50a 

35 3,00a 3,75a 1,75a 1,75b 2,50a 

LSD.05 0,88 1,03 1,25 1,33 1,16 

Chiều cao 

chồi 

25 4,25b 4,50b 4,00b 2,00b 5,50b 

30 6,25a 6,75a 5,25a 3,00a 8,00a 

35 4,00b 4,25b 5,00a 1,50b 5,75b 

LSD.05 0,65 1,13 0,46 0,53 1,48 

Số lá/ chồi 

25 11,00b 7,50b 9,50a 6,75b 10,25a 

30 13,50a 10,25a 10,00a 8,75a 10,5a 

35 9,50b 7,25b 9,25a 8,50a 9,00a 

LSD.05 2,13 1,73 3,61 1,55 2,81 

Ghi chú: * trong cùng 1 cột, ký tự theo sau khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa thống kê với α=0,05 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của hàm lượng sucrose đến khả năng tái sinh chồi của cây cẩm chướng in vitro 

(a, b, c) lần lượt là giống TVĐ, HCS, VC nuôi cấy ở môi trường sucrose 30.L-1; (d) là ĐN nuôi cấy ở môi 

trường sucrose 35g.L-1 

Tỷ lệ thuỷ tinh hoá ở cây hoa cẩm chướng được nuôi cấy in vitro chịu ảnh hưởng rõ rệt bởi 

nồng độ đường bổ sung và đặc tính của từng giống. Đặc biệt ở giống ĐN, ở cả ba nồng độ đường 

được nghiên cứu, không xảy ra hiện tượng thuỷ tinh hoá, trong khi đó ở nồng độ 35 g.L-1, ở cả 

năm giống gồm TVĐ, HCS, VC, ĐN và ĐC không gặp hiện tượng này. Kết quả này cho thấy, 

trạng thái vật lý của môi trường nuôi cấy ảnh hưởng rất lớn đến sự tích luỹ nước trong cây cẩm 

chướng in vitro. Về số chồi/mẫu, nồng độ sucrose 30 g.L-1 và 35 g.L-1 là phù hợp với giống TVĐ 

và HCS, trong khi ở giống ĐC thì nồng độ thấp hơn 25 g.L-1 và 30 g.L-1 cho kết quả tốt hơn. Đối 

với 2 giống gồm VC và ĐC thì không có sự khác biệt ở cả ba nồng độ được thử nghiệm. Nồng độ 

đường 30 g.L-1 và 35 g.L-1 cho số lá/chồi tương đương và cao hơn so với công thức còn lại ở ba 

giống VC, ĐN và ĐC. Trong khi đó, ở giống TVĐ và HCS, nồng độ sucrose phù hợp là 30 g.L-1. 
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Như vậy, có thể thấy việc bổ sung nồng độ sucrose 35 g.L-1 là phù hợp cho cả 5 giống để hạn chế 

hiện tượng thuỷ tinh hoá và tái sinh khá hiệu quả.  

3.4. Đánh giá sự ổn định di truyền của cây cẩm chướng in vitro 

Sự ổn định về di truyền giữa các cây tái sinh in vitro so với cây mẹ ban đầu là cần thiết cho 

công tác nhân giống cây trồng. Các chỉ thị phân tử ISSR đã được sử dụng rộng rãi trong phân tích 

đa dạng di truyền của giống cây dưa chuột [16]. Trong nghiên cứu này, kết quả phân tích hình 

ảnh điện di sử dụng chỉ thị phân tử ISSR UBC 808 cho thấy các băng rõ nét (hình 4). 

 
Hình 4. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR-ISSR với mồi UBC808 

1, 2, 3, 4, 5: chồi TVĐ, HCS, VC, ĐC, ĐN tái sinh trên môi trường chứa nước dừa; 6, 7: chồi TVĐ, HCS tái 

sinh trên môi trường chứa agar 8 g.L-1; 8, 9: chồi VC, ĐN tái sinh trên môi trường chứa sucrose 35 g.L-1; 

10: mẫu cây thuỷ tinh hoá; 11: cây mẹ ngoài vườn ươm; M: marker 1kb 

Kết quả cho thấy, chồi cẩm chướng được tái sinh in vitro trên môi trường nuôi cấy có bổ sung 

nước dừa, agar, đường sucrose có sự ổn định về di truyền so với cây mẹ ban đầu, số băng đơn 

hình là 4 trong tổng số 4 band (tỷ lệ băng đơn hình là 100%); ngược lại ở mẫu bị thuỷ tinh hoá, 

tổng số băng 5, số băng đơn hình 2 (tỷ lệ băng đơn hình là 40%). 

4. Kết luận 

Môi trường MS với 30g.L-1 sucrose và 7g.L-1 agar có bổ sung nước dừa với nồng độ 5% là 

thích hợp cho sự tái sinh in vitro của bốn giống cẩm chướng: trắng viền đỏ, hồng cánh sen, đỏ 

nhung và đỏ chùm, thành phần môi trường tương tự nhưng với nước dừa 10% là thích hợp cho 

giống vàng chanh, thể hiện ở số chồi/mẫu cao và không bị hiện tượng thuỷ tinh hóa. Môi trường 

MS, BAP 0,1 mg.L-1, 30g.L-1 sucrose với hàm lượng agar 8g là thích hợp làm giảm tỷ lệ thuỷ tinh 

hoá ở cả năm giống cẩm chướng in vitro. Trong khi đó, thành phần môi trường tương tự nhưng 

nồng độ agar giảm xuống còn 7 g.L-1 là phù hợp với quá trình tái sinh chồi in vitro ở cả năm 

giống nghiên cứu. Môi trường MS, BAP 0,1 mg.L-1, 7g.L-1 agar và sucrose 35g thích hợp làm 

giảm hiện tượng thuỷ tinh hoá ở cả năm giống cẩm chướng, trong khi hàm lượng sucrose giảm 

xuống 30 g.L-1 là phù hợp để tái sinh chồi in vitro ở các giống này. Bằng kỹ thuật ISSR-PCR đã 

xác nhận đặc điểm di truyền của năm giống cẩm chướng tái sinh in vitro dưới ảnh hưởng của 

nước dừa, sucrose hoặc agar là không có sự khác biệt so với cây mẹ ban đầu. 
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