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MỞ ĐẦU 

Lý do chọn đề tài 

Kiwi là một loài thực vật đơn tính sống lâu năm, thuộc chi Dương đào 

(Actinidia), được tìm thấy chủ yếu ở miền nam Trung Quốc và phân bố rộng rãi ở 

châu Á. Do có vùng phân bố rộng nên ở những môi trường khí hậu và địa lý khác 

nhau, chi Actinidia thể hiện sự biến đổi sinh học rất lớn. Sự biến đổi này thể hiện ở 

các đặc điểm sinh học chung của các loài, nhất là đối với hai loài trồng trọt thương 

mại là Actinidia chinensis var. chinensis và Actinidia chinensis var. deliciosa bao 

gồm rễ, chồi, thân, lá, hoa và quả [1]. 

Vào đầu thế kỷ XX, chi Actinidia du nhập vào Châu Âu, Châu Úc và phát 

triển mạnh thành ngành công nghiệp. A. chinensis var. chinensis, A. chinensis var. 

deliciosa, và A. eriantha là những giống có kích thước trái đạt tiêu chuẩn thương 

mại [2]. Trong đó, A. chinensis bao gồm Kiwi đỏ, Hort 16, Kiwi vàng [3] được 

chọn lọc cho thấy sự đa dạng và các tính trạng vượt trội so với trái Kiwi của các 

giống khác như kích thước trái, hàm lượng vitamin C, hàm lượng chất rắn hòa tan 

và tuổi thọ trong kho lạnh hoặc ở nhiệt độ phòng, ra hoa kết quả sớm, chịu rét, chịu 

hạn. Tại Việt Nam, Kiwi chưa được trồng phổ biến mà chủ yếu trái được nhập khẩu 

từ nước ngoài như New Zealand, Trung Quốc, Ý, Chile… Hiện nay đã có một số 

phát hiện ghi nhận về sự phân bố của cây Kiwi rừng ở tỉnh Kon Tum và tỉnh Lâm 

Đồng. Mặc dù vậy, các nghiên cứu về đa dạng di truyền của cây Kiwi tại Việt Nam 

vẫn còn hạn chế. Do đó, cần có những nghiên cứu đánh giá mối quan hệ di truyền 

để phục vụ công tác nhận diện các loài trong chi Actinidia hiện có tại Việt Nam.  

Chi Actinidia bao gồm 54 loài và 75 phân loài. Tất cả các loài trong chi này đều 

là thực vật lâu năm, dây leo, rụng lá [4,5] và hầu hết các loài này có thể giao phấn với 

nhau rất dễ dàng [6,7]. Do đó, trong quá trình tiến hóa đã xuất hiện các cây lai cùng chi 

khác loài. Điều này là một trong những trở ngại chính cho việc nghiên cứu nguồn gốc 

phát sinh của các loài nguyên thủy trong một chi [8]. Hơn nữa, cây cái mang hoa có 

dạng lưỡng tính nhưng chỉ tạo ra các hạt phấn trống, trong khi cây đực có hoa đơn tính 

với nhiều nhị hoa bao quanh một nhụy một cách thô sơ, sự phát triển bị kìm hãm trước 

khi kéo dài kiểu dáng hoặc bắt đầu phóng noãn [9]. Vì vậy, các phương pháp vi nhân 

giống, nhân giống bằng phương pháp ghép nhằm tối ưu hóa các kỹ thuật nhân giống đã 
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được nghiên cứu nhằm đáp ứng nhu cầu về cây trồng chất lượng cao nhưng đến khi 

cây ra hoa mới xác định được cây đực, cái và cho thụ phấn. Mặt khác, có rất ít nghiên 

cứu ứng dụng các kỹ thuật công nghệ sinh học để nhận diện giới tính và vi nhân giống 

cây Kiwi vàng (Actinidia chinensis). Tại việt Nam, bước đầu đã có nghiên cứu nuôi 

cấy tế bào đơn cây Kiwi xanh (Actinidia deliciosa) của nhóm tác giả Dương Tấn Nhựt  

[10]. Tuy nhiên, cần có những nghiên cứu thêm để xây dựng quy trình nhân giống cây 

kiwi hiệu quả thông qua tái sinh phôi soma hay tái sinh chồi.  

Kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào (thin cell layer - TCL) là một công cụ hiệu 

quả trong nuôi cấy mô tế bào thực vật, đặc biệt tạo ra các dạng hình thái, mô cơ quan 

khác nhau. Kỹ thuật TCL đã được ứng dụng thành công trên nhiều đối tượng cây trồng 

khác nhau bao gồm cây rừng, cây ăn trái, cây hoa, cây cảnh, cây dược liệu. Các mẫu 

cấy TCL có đặc điểm chung là mỏng [11]. Khi cắt mẫu, mô thực vật bị tổn thương, 

nhiều enzyme hoặc các polysaccharide sinh ra rất cần cho quá trình cảm ứng sự sinh 

trưởng và phát triển của thực vật. Lý do cơ bản của việc ứng dụng một vài tế bào trong 

hệ thống TCL là vì chúng có mối liên hệ mật thiết với các tế bào bị tổn thương khi cắt 

và chất dinh dưỡng cùng với các yếu tố khác bên trong môi trường để “kiểm soát” sự 

phát sinh hình thái. Hiện nay trên thế giới chưa có nghiên cứu về kỹ thuật TCL trên đối 

tượng cây Kiwi, đây cũng chính là một mục tiêu chính của đề tài này. 

Với những lý do đó, đề tài “Ứng dụng các kỹ thuật công nghệ sinh học 

trong nhân giống cây Kiwi tại Lâm Đồng” được tiến hành với các mục đích chính 

gồm đánh giá mối quan hệ di truyền và nhận diện một số loài Kiwi thu thập tại Việt 

Nam và trên thế giới, xác định giới tính cây Kiwi bằng chỉ thị sinh học phân tử và 

ứng dụng công nghệ nuôi cấy lớp mỏng tế bào để đánh giá hiệu quả phát sinh mô sẹo, 

hình thành phôi soma, hình thành chồi và hình thành rễ bất định từ mẫu cuống lá và 

gân lá chính của cây Kiwi. Các kết quả của đề tài này có ý nghĩa trong việc tạo ra một 

số lượng lớn cây kiwi đã xác định giới tính bằng phương pháp TCL để rút ngắn thời 

gian và chủ động trong công tác nhân giống đối tượng cây trồng này tại Lâm Đồng. 

Mục tiêu, yêu cầu của đề tài 

* Mục tiêu 

- Đánh giá, định danh, phân tích mối quan hệ di truyền của Kiwi bằng kỹ thuật sinh 

học phân tử theo phương pháp mã vạch DNA (DNA barcode). 
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- Ứng dụng kỹ thuật công nghệ sinh học nhằm xác định giới tính của cây Kiwi. 

- Ứng dụng vi nhân giống cây Kiwi nhằm đánh giá hiệu quả sự hình thành và phát 

sinh phôi soma của Kiwi từ gân lá chính và cuống lá thông qua công nghệ nuôi cấy 

lớp mỏng tế bào (TCL) và tái sinh cây hoàn chỉnh phục vụ công tác sản xuất giống 

cây Kiwi tại Lâm Đồng. 

* Yêu cầu 

Xác định được nguồn vật liệu là các mẫu cây Kiwi tự nhiên của Việt Nam, 

các mẫu cây nhập nội trên thị trường để đánh giá, phân tích mối quan hệ di truyền 

và xác định giới tính cây Kiwi. Xác định các điều kiện khử trùng, thành phần môi 

trường nuôi cấy, điều kiện nuôi cấy, vật liệu nuôi cấy thích hợp cho sự phát sinh 

phôi soma, sự tái sinh chồi và tăng sinh cụm chồi. 

Trồng được cây con in vitro ở các điều kiện giá thể khác nhau và đạt tỉ lệ 

sống sót cao trong điều kiện vườn ươm.  

Đối tượng và phạm vi nghiên cứu của đề tài 

* Đối tượng nghiên cứu của đề tài 

Đối tượng nghiên cứu là Kiwi tự nhiên được thu thập ở Việt Nam và Kiwi 

thương mại nhập nội. 

* Phạm vi nghiên cứu của đề tài 

Phạm vi nội dung: đánh giá di truyền nguồn gen bằng kỹ thuật sinh học phân 

tử (DNA barcode) của một số giống tự nhiên và giống nhập nội, chọn dòng cây 

Kiwi là những cây đã được xác định giới tính và nhân giống in vitro thông qua công 

nghệ nuôi cấy lớp mỏng tế bào.  

Phạm vi không gian và thời gian: Các thí nghiệm nhân giống in vitro cây Kiwi 

được tiến hành thí nghiệm tại Phòng Sinh học phân tử và chọn tạo giống cây trồng của 

Viện Nghiên cứu khoa học Tây nguyên và tại Trường Cao đẳng Nghề Đà Lạt; các thí 

nghiệm về sinh học phân tử được tiến hành thí nghiệm tại Bộ môn Công nghệ sinh học 

thực vật Trường Đại học Khoa học Tự nhiên - Thành phố Hồ Chí Minh, Viện nghiên 

cứu Công nghệ sinh học và môi trường - Trường Đại học Nông Lâm Thành phố Hồ 

Chí Minh và Trung tâm Công nghệ sinh học - Thành phố Hồ Chí Minh.  



4 
  

Ý nghĩa khoa học  

Hiểu về đặc điểm di truyền của Kiwi, làm cơ sở để phân loại và tuyển chọn 

nguồn gen phục vụ cho nhân giống in vitro cây Kiwi. Xác định giới tính cây Kiwi 

góp phần lựa chọn nguồn vật liệu ban đầu phù hợp để rút ngắn thời gian nhân 

giống cây Kiwi. 

Ý nghĩa thực tiễn 

Kết quả nghiên cứu của đề tài góp phần chủ động trong công tác tạo nguồn 

giống cây Kiwi in vitro phục vụ công tác giống ở Lâm Đồng và những vùng có điều 

kiện tự nhiên tương tự. Việc hiểu biết nhiều hơn về mối quan hệ di truyền, về giới 

tính cây Kiwi và điều kiện môi trường phù hợp cho nhân giống sẽ giúp vùng Lâm 

Đồng có một loại cây trồng mới phù hợp cho giá trị kinh tế cao. 

Những đóng góp mới của luận án 

- Đã xác định được giới tính của một số mẫu Kiwi. Hai mẫu Kiwi đực và 6 

mẫu Kiwi cái đã được xác định bằng PCR với cặp mồi SmY1_F/SmY1_R 

- Quy trình nhân giống in vitro cây Kiwi bằng kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế 

bào thông qua phát sinh phôi vô tính từ mẫu cấy gân lá chính và mẫu cấy cuống lá 

đã được xây dựng thành công. 
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CHƯƠNG 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 
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1.1. Giới thiệu về cây Kiwi 

1.1.1. Phân bố cây Kiwi 

Kiwi là một loại trái cây thuộc chi Actinidia. Đó là một chi được tìm thấy 

chủ yếu ở miền nam Trung Quốc, bao gồm 54 loài được trồng trong các vườn 

thương mại của Trung Quốc [1,12]. Ở những môi trường khí hậu và địa lý khác 

nhau, các loài của chi Actinidia thể hiện sự biến đổi sinh học rất lớn. Ngày nay có hai 

loài được dùng trong thương mại là: A. chinensis var. chinensis (Kiwi vàng) và A. 

chinensis var. deliciosa (Kiwi xanh) [1]. Hai loài này đều có giá trị kinh tế cao, kích 

thước trái lớn so với các loài khác. 

Actinidia chinensis có nhiều giống như “Guifeng”, “Guilu”, “Guimi” và 

“Xuzhou 78-3” [1,13] nhưng chúng không được trồng rộng rãi, các giống này được 

thu thập trong tự nhiên. Mark McNeilage, 1987 đã lai cây cái A. chinensis var. 

chinensis CK01 với phấn hoa của cây A. chinensis var. chinensis CK15-01 và được 

đặt tên là A. chinensis var. chinensis - “Hort16A” [1].  

“Hort16A” là cây lưỡng bội, trọng lượng trái trung bình 95 - 100g. Thịt trái 

có màu vàng lục đến vàng nhạt tùy theo thời gian thu hoạch. Thời gian bảo quản 12 

- 16 tuần ở 0 ± 0,5°C. Nhiệt độ bảo quản tối ưu là 1,5 ± 0,5°C [14]. Trái được ra 

mắt trên thị trường quốc tế với tên Zespri ™ Gold Kiwi. Tuy nhiên giống này rất dễ 

bị nhiễm vi khuẩn. Kể từ đó, Carputo và cộng sự, 2000 đã sử dụng giống cây trồng 

“Hort16A” làm bố mẹ ban đầu tạo con lai “Zesy002”. Sau khi được cấp bằng sáng 

chế bởi US Plant Patent 22,355 P3, “Zesy002” có tên là Zespri® SunGold Kiwi [1]. 

Actinidia thường phân bố ở các vùng đất ẩm và tơi xốp với độ cao 800 - 

1.400 m đôi khi lên đến 1.950 m so với mực nước biển. A. chinensis var. chinensis 

có nhiều nhất ở những vùng có lượng mưa hàng năm là 1000 - 2000 mm và độ ẩm 

tương đối là 75 - 85% [1].  

Tất cả các loài trong chi Actinidia xuất hiện đều có cây đực và cây cái hiếm 

khi có các biến thể không phù hợp về giới tính xảy ra. Sự khác biệt về giải phẫu và 

hình thái của lá và cuống lá kiwi có thể đóng một vai trò quan trọng trong việc xác 

định giới tính. Không có sự khác biệt quan trọng giữa cây đực và cây cái trong cấu 

trúc của hệ thống mạch ở lá và cuống lá. Vì vậy, độ dày của lá và hình thái bề mặt 
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của biểu bì trên lá có thể được coi là những thông số cấu trúc quan trọng để xác định 

giới tính. Hoa cái chủ yếu mọc đơn độc hay thành cụm có hai đến ba hoa. Hoa đực 

mọc thành cụm gồm hai đến ba hoa một cụm, hoa nhỏ hơn hoa cái, bao phấn có màu 

vàng, bầu nhụy tiêu giảm. Về mặt hình thái, cả hoa đực và hoa cái đều hoàn chỉnh 

(hữu thụ) và lưỡng tính. Tuy nhiên, việc rụng phấn hoa đối với hoa cây cái và thoái 

hóa bầu nhụy với hoa cây đực làm cho cây leo thể hiện chức năng đơn tính [1]. 

Nhân giống Kiwi bằng phương pháp truyền thống như cắt cành, ghép cành 

thường không có hiệu quả cao do phải trồng lâu dài và hạn chế về sự hình thành 

rễ [15]. Phương pháp vi nhân giống Kiwi hiện nay đã đạt được một số kết quả 

như tái sinh chồi [16], phát sinh cơ quan [17], phát sinh phôi soma [18] và tái 

sinh cây [17] ở Việt Nam.  

Hiện nay, ở Việt Nam, chưa có vùng nào trồng thành công Kiwi cho trái thu 

hoạch mà chủ yếu đang trồng thử nghiệm ở một số vùng núi phía Bắc và Kỳ Sơn 

thuộc tỉnh Nghệ An. Cho đến nay, theo các tài liệu khoa học đã công bố có một số 

đề tài nghiên cứu một số đặc tính như sự hình thành mô sẹo và ảnh hưởng của chất 

điều hoà sinh trưởng, pH môi trường, nồng độ đường và thể tích môi trường đến 

việc nuôi cấy tế bào đơn cây A. deliciosa [19], nghiên cứu giâm hom và gieo hạt 

trên cây A. latifolia và A. deliciosa [20]. Ở Lâm Đồng có khí hậu nhiệt đới gió mùa 

biến thiên theo độ cao. Nhiệt độ thay đổi rõ rệt giữa các khu vực, càng lên cao nhiệt 

độ càng giảm. Nhiệt độ trung bình năm từ 18 - 25°C. Lượng mưa trung bình 1.750 - 

3.150 mm/năm, độ ẩm tương đối trung bình cả năm đạt 85 - 87%, thuận lợi cho phát 

triển các loại cây trồng có nguồn gốc ôn đới. Ở nhiệt độ này tương đối phù hợp cho 

cây Kiwi phát triển khi vùng Lâm đồng có cùng độ cao, lượng mưa hằng năm so 

với vùng phân bố của Kiwi ở miền Nam Trung Quốc.  

Tuy nhiên, cây Kiwi được xem là một loại cây rất khó phát triển nên ở Lâm 

Đồng chưa có sản xuất giống cây này. Một số nhà cung cấp giống ở Việt Nam như 

Trung tâm cây giống - Viện nông nghiệp Việt Nam chủ yếu nhập khẩu cây ghép từ 

các nước Trung Quốc, Đài Loan. 
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Hình 1.1. Phạm vi phân bố tự nhiên của Kiwi. 

1.1.2. Giá trị dinh dưỡng của trái Kiwi 

Kiwi là một loại trái cây giàu chất dinh dưỡng. Kiwi có hàm lượng vitamin C 

đặc biệt cao và chứa một loạt các chất dinh dưỡng khác liên quan đến chất xơ, kali, 

vitamin E và folate, cũng như các thành phần hoạt tính sinh học khác nhau, bao 

gồm một loạt các chất chống oxy hóa, dinh dưỡng thực vật và enzyme để cung cấp 

các lợi ích về chức năng và trao đổi chất.  

Cơ sở dữ liệu dinh dưỡng quốc gia USDA cho thấy tổng hàm lượng acid 

ascorbic trong giống Kiwi xanh (có tên gọi thương mại là Hayward) là 92,7 mg/100 

g thịt trái Kiwi, thấp hơn so với Kiwi vàng là 161,3 mg/100g và cao gần gấp ba lần 

lượng acid ascorbic có trong cam và dâu tây tính theo trọng lượng thịt trái có thể ăn 

được (Bảng 1.1) [21].  
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Bảng 1.1. So sánh thành phần dinh dưỡng của trái Kiwi xanh và Kiwi vàng 

Dinh dưỡng Đơn vị/100g 

Kiwi xanh 

(Actinidia 

deliciosa- 

Hayward)  

Kiwi vàng 

(Actinidia 

chinensis- 

SunGold) 

Khoáng chất    

Canxi, Ca mg 34 17,0 

Sắt, Fe mg 0,31 0,21 

Mg mg 17 12,0 

P mg 34 25 

K mg 312 315 

Na mg 3 3 

Vitamins    

Vitamin C  mg 92,7 161,3 

Vitamin B1 mg 0,027 < 0,01 

Vitamin B2 mg 0,025 0,074 

Vitamin B3 mg 0,341 0,231 

Vitamin B5 mg 0,183 0,12 

Vitamin B6 mg 0,063 0,079 

Vitamin B9 µg, DFE 25 31,0 

Vitamin B12 µg 0 0,08 

Vitamin A IU 87 23 

Vitamin E (α-tocopherol) mg 1,46 1,51 

Vitamin K µg 40,3 6,1 

USDA NDB No  09148 09520 

(Nguồn: Trích cở sở dữ liệu quốc gia để tham khảo tiêu chuẩn cho mỗi trái Kiwi 

xanh và Kiwi vàng trong 100g, USDA, 2018). 

Trái Kiwi cũng chứa hàm lượng vitamin E tương đối cao, so với các loại trái 

cây được tiêu thụ khác, α-tocopherol có trong thịt trái, có hàm lượng lần lượt là 1,40 

và 1,5 mg trên 100 g trái vàng và trái xanh tương ứng. Ngoài ra, δ-tocomonoenol 

trong trái Kiwi cũng có khả năng chống oxy hóa [21].  
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  Trái Kiwi còn là nguồn cung cấp axit folic tốt cho chế độ ăn uống. Theo 

Richardson và cộng sự (2018) hàm lượng folate trong trái Kiwi cao hơn một số loại trái 

cây như chuối, nho, táo; hàm lượng folate trong trái Kiwi xanh là 25 µg/100g thịt trái 

còn ở trái Kiwi vàng là 31 µg/100g. Vì folate rất bền ở dạng tươi và dễ bị phá hủy khi 

nấu chín trong các loại rau xanh nên folate có trong trái Kiwi tươi có thể đóng góp một 

phần hữu ích vào tổng chế độ ăn uống và được xem là thực phẩm bổ sung [21]. 

1.1.3. Giá trị kinh tế  

Trái Kiwi mặc dù có nguồn gốc từ Trung Quốc nhưng khi du nhập vào New 

Zealand những năm 1920, nó mới được đánh giá cao trên thị trường New Zealand 

vì hình dáng và hương vị mới lạ, đặc trưng. Ngoài giá trị dinh dưỡng thì trái Kiwi 

còn có khả năng kháng khuẩn, kháng nấm và chống oxy hóa, có thể được sử dụng 

như một loại trái cây dược liệu tiềm năng.  

Với giá trị kinh tế cao như vậy, nên các đồn điền thương mại đầu tiên được 

thành lập vào năm 1937 [22] và đến nay New Zealand là nước thứ hai sản xuất trái 

Kiwi cao nhất thế giới sau Trung Quốc với hơn 14.000 ha. Theo nghiên cứu của 

Mapu và cộng sự năm 2019, giá trị kinh tế của trái Kiwi xanh chỉ đạt khoảng 300 

nghìn - 450 nghìn USD/ha trong khi đó vườn Kiwi vàng đạt khoảng 800 nghìn - 

1.000 nghìn USD/ha [23], cao gấp 2,5 lần giá trị so với Kiwi xanh. Năm 2020, các 

quốc gia xuất khẩu Kiwi tươi hàng đầu là New Zealand (54%), Ý (16,4%), Bỉ 

(6,9%), Hy Lạp (6,1%) và Chile (5,7%) [24]. 

1.2. Các kỹ thuật nhân giống Kiwi  

1.2.1. Nhân giống bằng phương pháp truyền thống  

1.2.1.1. Gieo hạt  

Các nhà khoa học nghiên cứu đã xác định đặc điểm của hạt Kiwi ở trạng thái 

ngủ và nảy mầm trong phản ứng với các yếu tố môi trường như nhiệt độ và ánh sáng 

[25]. Các phương pháp phổ biến để phá vỡ tình trạng ngủ đông là xử lý bằng nhiệt và 

xử lý hormone. Tỷ lệ nảy mầm có thể được cải thiện đáng kể bằng cách giữ hạt ở 

4,4°C trong 6 - 8 tuần và sau đó điều chỉnh nhiệt độ 10°C vào ban đêm và 20°C vào 

ban ngày. Ngoài ra, hạt giống có thể được lưu trữ trong một túi nhựa ở 4°C trong 5 

tuần và sau đó để nhiệt độ 21°C trong 16 giờ và 10°C trong 8 giờ. Phương pháp này 
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làm cho tỷ lệ nảy mầm trên 90% [26]. Hiệu quả tương tự có thể đạt được bằng cách 

ngâm hạt trong GA3 ở nồng độ 6.000 ppm ở 35°C trước khi gieo [27]. 

1.2.1.2. Ghép  

Ghép là cách thông thường để sản xuất cây Kiwi nhằm giữ đặc tính di truyền 

của cây trồng. Có nhiều phương pháp ghép cây Kiwi bao gồm ghép khe, ghép lưỡi, 

ghép vỏ hoặc màng, ghép cành chồi bên và những phương pháp ghép chồi khác. 

Thời gian tốt nhất để ghép là mùa xuân trước thời kỳ chảy nhựa cây. Ở Trung Quốc, 

các kỹ thuật được sử dụng phổ biến nhất là ghép cành chồi bên hoặc ghép thân. Bất 

kể phương pháp nào được sử dụng, các điểm chính để ghép thành công là vết cắt 

phải sắc nét; định vị chính xác vị trí của cành ghép trong việc tiếp xúc với tầng sinh 

gỗ; liên kết chặt chẽ giữa các vết cắt và dán kín, giữ cho mối ghép cũng như giữ cho 

gốc ghép được tưới nước tốt [1,27,28]. 

Cây con dùng làm gốc ghép được trồng từ A. chinensis var. chinensis và var. 

deliciosa được coi là tốt hơn bởi vì chúng khỏe hơn và dễ thích nghi hơn [1]. Các 

gốc ghép khác nhau ảnh hưởng đến sự khởi đầu và phát triển sinh lý của nụ hoa. 

Gốc ghép được lựa chọn có khả năng chịu stress và kháng bệnh cho chất lượng tốt 

và năng suất trái Kiwi cao [29].  

Hình 1.2. Vườn ươm cây Kiwi 

1.2.1.3. Giâm cành bánh tẻ  

Phương pháp này sử dụng cành giâm từ các cành bánh tẻ để nhân giống [1]. 

Cành giâm có đường kính 0,4 - 1,0 cm và dài 10 - 15 cm với hai hoặc ba chồi. Việc 

cắt cành phải thực hiện trong nhà hoặc ở nơi có mái che, râm mát. Chúng được 
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kiểm soát bằng hormone tăng trưởng (thường bằng cách nhúng vào dung dịch IBA, 

6000-8000 ppm) trước khi trồng trên luống/giá thể. Cành giâm được giữ ẩm bằng 

cách thường xuyên điều chỉnh độ ẩm và che ánh sáng nhưng cần thông gió tốt.  

Nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng giâm cành từ cây Kiwi được đặc trưng 

bởi khả năng ra rễ thay đổi. Các yêu cầu về biện pháp xử lý bằng hệ thống sưởi, 

phun sương, kiểm soát nhiệt độ, chất tăng trưởng trong giâm cành cho thấy Kiwi 

một trong những loài khó ra rễ nhất. Ngoài ra, kiểu cắt và thời gian cắt cành ảnh 

hưởng mạnh mẽ đến sự ra rễ của cành giâm Kiwi [30]. 

Ngoài ra, người ta còn có thể lấy các chồi non Kiwi một năm tuổi để giâm 

cành. Nhiều nhà khoa học đã nghiên cứu bổ sung IBA vào dung dịch ngâm cành 

Kiwi cho thấy tỉ lệ ra rễ của cành giâm đạt 81,34% [31]. 

1.2.2. Vi nhân giống cây Kiwi 

1.2.2.1. Giới thiệu chung 

Các cây Kiwi vi nhân giống đôi khi được báo cáo là khó trồng trong vườn hơn 

so với cây được cắt cành hoặc ghép nhưng so sánh lâu dài giữa các cây Kiwi được 

nhân giống bằng các phương pháp khác nhau chỉ ra rằng các cây thu được bằng cách 

nhân giống trong ống nghiệm cho năng suất như những cây được nhân giống từ giâm 

hom hoặc nhân giống từ ghép [32]. Để nâng cao hiệu quả nhân giống in vitro cần chú 

ý sử dụng các chồi tái sinh từ mô sẹo vì Actinidia sp. tái sinh dễ dàng từ các tế bào 

chưa biệt hóa và có khả năng biến dị soma cao [33]. Ngoài ra, trong quá trình nhân 

giống in vitro, việc tăng sinh cụm chồi đã được nhiều tác giả quan tâm nghiên cứu vì 

các hợp chất hữu cơ có tác dụng thúc đẩy quá trình sinh trưởng và phát triển của cây, 

đặc biệt là những cây thân gỗ khó nhân giống như Kiwi [34]. Các hợp chất hữu cơ 

được dùng phổ biến trong nuôi cấy in vitro như nước dừa, dịch chiết chuối, cà rốt, 

khoai tây, peptone và triptone, đây là những nhân tố đóng vai trò không kém phần 

quan trọng trong quá trình nhân giống in vitro [35,36].  
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Hình 1.3. Nuôi cấy mô và sản xuất cây con Kiwi 

1.2.2.2. Ứng dụng vi nhân giống một số đối tượng Kiwi  

Phương pháp nhân giống đầu tiên cho A. deliciosa đã được đề xuất bởi Harada 

(1975). Các mô thực vật được sử dụng như là vật liệu ban đầu là các chồi mầm, các 

mô phân sinh, hạt, lá, cuống lá, thân và rễ [37], cây con in vitro [38]; bao phấn, phấn 

hoa [39], nội nhũ [40] (Hình 1.3). Ở A. deliciosa, mô phân sinh chồi đã được chứng 

minh là nguyên liệu khởi đầu thích hợp cho vi nhân giống, vì đột biến gen bị hạn chế 

và không có vi rút. Kỹ thuật nuôi cấy lỏng lắc chồi mầm của A. deliciosa cho thấy 

hiệu quả sự gia tăng trọng lượng tươi và số lượng chồi được tạo ra nhiều hơn so với 

khi nuôi cấy trong môi trường thạch đông đặc [41]. Năm 1999, một giống cây A. 

chinensis tên là 'Hort16A', được phát triển ở New Zealand bởi Hort Research (nay là 

Trung tâm Nghiên cứu thực vật và thực phẩm), đã phát triển trên thị trường quốc tế, 

với trái được bán dưới tên trái Kiwi ZESPRI® GOLD, trái cây có màu vàng, vị ngọt 

và cây Kiwi này có tính cận nhiệt đới hơn Kiwi xanh. Sau đó, một loạt các giống cây 

trồng mới đã được thương mại hóa ở Trung Quốc và Nhật Bản, Ý… [42]. Các nghiên 

cứu vi nhân giống Kiwi vàng gần đây chủ yếu liên quan đến quá trình tăng sinh cụm 

chồi từ các chất điều hoà tăng trưởng BAP hoặc zeatin [38], chưa có nhiều nghiên 

cứu vi nhân giống trên đối tượng này, nhất là chưa có nghiên cứu nào sử dụng kỹ 

thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào trong vi nhân giống cây Kiwi vàng. 
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 Bảng 1.2. Ứng dụng vi nhân giống một số đối tượng Kiwi 

Chi, loài, giống 
Môi trường nuôi cấy, PGRs, các điều kiện 

khác 

Nhận xét, kết quả, sự thích nghi và 

biến đổi 

Tài liệu 

tham 

khảo 

A. deliciosa - MS + 30 g/L sucrose, 8 g/L agar, 0,02 mg/L 

NAA và 0,5 mg/L TDZ 

- MS + kinetin. 

- MS + BA 

- Chồi tái sinh cao nhất (13,33 chồi/ 

mẫu) 

- Mẫu cấy chỉ tạo mô sẹo 

- Mẫu cấy tái sinh chồi ở nồng độ BA 

cao 

[43] 

A. arguta MS, Standardi (St) và (B5) + BAP (0, 0,5; 

1,0; 1,5; 2,0 và 2,5 mg/L) và GA3 (0; 0,1; 

0,5 và 1,0 mg/L) 

- Số lượng chồi cao nhất ở BAP > 0,6 

mg/L) 

- Tạo chồi dài: BAP 0-0,3 mg/L và 

GA3 (0,5-1 mg/L)  

[44] 

A.deliciosa - MS bổ sung BA (9 µM) và sucrose (3%) 

- MS với sucrose (3%) và BA (3µM) 

- MS bổ sung BA (9µM) 

- 50,5% lá nguyên hình thành 5 chồi. 

41,7 và 41,6% các đoạn lá và các đoạn 

lá hình thành 7 chồi 

- 58,3% chồi phát thành cụm chồi 

- Tỷ lệ ra rễ từ chồi 50 và 56,25%  

[15] 

A. deliciosa 

 

- Sucrose (3%, w/v), Polyvinylpyrrolidone 

(300 mg/L), benzyl adenine (BA) (6 µM) 

- Sucrose (3%), benzyl adenine (BA) (3 µM) 

- Bổ sung axit indole butyric (9 μM) 

- 75% các mô phát sinh hình thái 

- Các mô phát sinh tạo chồi 56,3 %  

- Các chồi hình thành rễ, có 5-7 rễ/chồi 

 [45] 

 

A. chinensis var. 

chinensis ‘Zes006’ 

 

- Bổ sung 0,2% N 6 (3-hydroxybenzyl) 

adenine (meta –Topolin-m T) 

- Bổ sung 0,4% N 6-benzylaminopurine 

Số chồi, trọng lượng chồi, số lá và 

diện tích lá ở môi trường bổ sung mT 

cao hơn đáng kể so với BAP hoặc 

[38] 
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Chi, loài, giống 
Môi trường nuôi cấy, PGRs, các điều kiện 

khác 

Nhận xét, kết quả, sự thích nghi và 

biến đổi 

Tài liệu 

tham 

khảo 

(BAP) 

- Bổ sung 1,04% zeatin 

zeatin. Khi được chuyển sang môi 

trường tạo rễ, cây con đã được nhân 

giống trong môi trường bổ sung mT dễ 

dàng tạo rễ, dễ thích nghi với nhà kính. 

A. chinensis 'Yangshi 

Jinhong 50' 

- MS + 4,0 mg/L 6-BA + 0,1 mg/L NAA 

- MS + 3,0 mg/L 6-BA + 0,3 mg/L NAA 

- MS + 4,0 mg/L 6-BA + 0,4 mg/L NAA 

Sự kết hợp các chất tăng trưởng thực 

vật tốt nhất trong việc tạo rễ nuôi cấy 

là 1/2 MS + 0,9 mg/L IBA, tạo cây con 

đạt tỷ lệ sống 96% 

 [46] 

A.chinensis var. 

deliciosa, A. chinensis 

var. chinensis và 

A.arguta  

 

 

- Hạt được rửa sạch, làm khô và bảo quản ở 

4°C; ngâm trong dung dịch 2 mg/L thuốc 

diệt nấm (Maxim XL 035) trong 1 phút  

 

- Tỷ lệ nảy mầm và độ đồng đều phụ 

thuộc vào kiểu gen của trái Kiwi và 

thời kỳ phân tầng ẩm lạnh. 

- Tỉ lệ nảy mầm của hạt A. chinensis 

var. deliciosa cao hơn A. chinensis var. 

chinensis 

Ảnh hưởng của phân tầng ẩm lạnh (3, 

4 và 5 tuần ở 4°C) và thành phần chất 

nền đang phát triển (than bùn, đá trân 

châu và mụn dừa) đến sự nảy mầm của 

hạt và sự phát triển của cây con 

 [47] 

A. chinensis var. 

deliciosa 

Fe-EDDHSA/CaCO3 

Môi trường Murashige and Skoog, FeSO4, 

Na2EDTA 

2,5 µM indole-3-butyric acid 

Sự thiếu FeSO4 trong môi trường làm 

giảm sự phát triển của cây con. Việc 

bổ sung Fe-EDDHSA/CaCO3 làm tăng 

số lượng chồi. Khả năng giải phóng sắt 

chậm của Fe-EDDHSA /CaCO3 

 [48] 
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1.2.3. Kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào 

1.2.3.1. Giới thiệu chung 

Sau gần 50 năm kể từ khi khái niệm lớp tế bào mỏng (TCL) được đề xuất [41], 

có hơn 77 loài thực vật hoặc cây lai khác nhau đã được vi nhân giống thành công bằng 

phương pháp TCL [49,50]. Các loài được nghiên cứu bao gồm 50% cây cảnh, 25% cây 

nông nghiệp hoặc rau, 8% cây thuốc, v.v. Khái niệm, thành công và tiềm năng của 

phương pháp TCL đã được thảo luận [49,50] và cho thấy nuôi cấy lát mỏng có nhiều 

ưu điểm. Việc lấy mẫu các cơ quan và mô thích hợp được thực hiện nhanh chóng sau 

khi khử nhiễm bề mặt. Điều này cho phép lựa chọn cơ quan nào phù hợp nhất để tái 

sinh. Độ dày tiết diện, vị trí và tuổi tối ưu của mẫu có thể được xác định bằng cách nuôi 

cấy mẫu dọc theo trục. Đối với các mặt cắt ngang mỏng (tTCL), các loại tế bào và mô 

chịu trách nhiệm tái sinh có thể được nghiên cứu bằng cách sử dụng các phương pháp 

mô học. Tác động của cực trục dọc, nếu có, đối với sự tái sinh có thể được khảo sát 

bằng cách sử dụng các đoạn mỏng cắt dọc (lTCL). Hơn nữa, các “tiềm năng vẫn chưa 

được khai thác của các lớp tế bào mỏng thực vật” vì “các phân tử đánh dấu/gen biệt 

hóa có thể dễ dàng khu trú tại chỗ trong tế bào đích/tế bào chịu trách nhiệm” [51]. Mặt 

khác, trong hệ thống TCL, các yếu tố nội sinh thường không lớn và quá trình vận 

chuyển ít phức tạp hơn so với khi sử dụng các mẫu cấy lớn. Tế bào đích/tế bào đáp ứng 

thường tiếp xúc với các tế bào bị thương do cắt ra khỏi cơ quan thông qua những mảnh 

thành tế bào hoặc oligosaccharide, một dạng của oligogalacturonides [52].  

Nuôi cấy lớp mỏng tế bào cũng được ứng dụng trong kỹ thuật di truyền, TCL 

sẽ giảm được sự có mặt của các tế bào không nhận gen chuyển bởi vì tất cả các tế 

bào nằm trên lớp mỏng đều được đưa gen vào và tiếp xúc với môi trường chứa các 

tác nhân kiểm soát. Chỉ có các tế bào chứa các gen chọn lọc trong hệ gen mới có thể 

tăng sinh trên môi trường chọn lọc, đặc biệt là những cơ quan chỉ có một lớp tế bào 

và vì vậy đã loại bỏ được sự tạo thành các cơ quan không mong muốn. TCL cũng 

đã thành công như một phương pháp hiệu quả để tăng cường sản xuất chất chuyển 

hóa thứ cấp và dược phẩm thông qua nuôi cấy cơ quan chuyển gen, chẳng hạn như 

những thứ do vi khuẩn Agrobacterium rhizogenes tạo ra [53].  

  Đối với chi Actinidia, nghiên cứu vi nhân giống sử dụng các vật liệu như hạt 

nảy mầm hoặc toàn bộ lá [19], nội nhũ [54], ngọn chồi [55], các đoạn thân [56], nhị 
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hoa màu mỡ hoặc vô sinh [57] cây con [38], v.v… Tuy nhiên, những nghiên cứu đó 

chủ yếu tập trung vào A. deliciosa, A. Polygama [58], v.v. Ngoài ra, trong nhân 

giống ống nghiệm của Actinidia spp. với số lượng lớn các loại cây phục vụ cho 

ngành công nghiệp đã được áp dụng ở nhiều nước như New Zealand, Ý, Pháp,… 

[59] Hơn nữa, có rất ít nghiên cứu về vi nhân giống của A. chinensis [17,38] đặc 

biệt là ứng dụng kỹ thuật TCL trên cây A. chinensis hiện nay chưa được nghiên cứu. 

1.2.3.2. Ứng dụng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào trong vi nhân giống một 

số đối tượng cây trồng. 

Sự thành công của hệ thống TCL được chứng minh ở cả loài cây một lá mầm 

và cây hai lá mầm, bao gồm sự phát sinh mô sẹo, phôi, các cơ quan, sự ra hoa in 

vitro ở các loài trong cây cảnh, cây họ đậu và cây lấy gỗ, ngũ cốc và cỏ. 

Hiện nay, đã có nhiều công bố nghiên cứu về nuôi cấy lớp mỏng tế bào trong 

vi nhân giống ở nhiều loài thực vật khác nhau, chưa có công bố nghiên cứu nào về 

nuôi cấy lớp mỏng tế bào trong vi nhân giống chi Actinidia. 
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Bảng 1.3. Một số thành tựu nghiên cứu sử dụng kỹ thuật TCL trong vi nhân giống 

Chi, loài, giống 
Môi trường nuôi cấy, PGRs, các điều 

kiện khác 
Nhận xét, kết quả, sự thích nghi và biến đổi 

Tài liệu 

tham 

khảo 

Nicotiana tabacum MS + Auxin và cytokinin 
Sự hình thành mô sẹo, hình thành rễ, hình 

thành chồi sinh dưỡng và hình thành chồi hoa 
[41] 

Bambusa spp.; Dendrocalamus 

spp.; Musa sp. 

 Manihot esculenta 

Citrus spp.; Ponciris trifoliata;  

Cocos nucifora… 

Hệ thống nuôi cấy lớp mỏng tế bào: 

Tái sinh và ứng dụng chuyển đổi 

Một số nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật TCL trên 

một đối tượng thực vật. 
[11] 

Begonia tuberous 
TCL từ cuống lá, thân cây, hoa dày 

0,2–1,0 mm. MS + BA NAA và TDZ 
Tái sinh chồi trực tiếp từ mẫu cấy TCL [52] 

Begonia tuberous 

AgNPs khử trùng cho cuống lá, cuống 

hoa và thân. Cảm ứng hình thành phôi 

soma trong mẫu cấy TCL 

AgNPs loại bỏ 4 loài nấm (Fusarium sp., 

Aspergillus aculeatus, Trichoderma sp. và 

Penicillium sp.), 1 loài vi khuẩn 

(Pseudomonas sp.) Hiệu quả hình thành phôi 

soma từ cuống lá, cuống hoa và thân cây TCL 

đạt 40,00% 

 [60] 

Blackberry   tTCL thân, MS + BA + KIN 
Phát sinh phôi soma từ mẫu cấy TCL cắt 

ngang thân  
[61] 

Hedychium coronarium  TCL từ gốc của cây con 

Tạo cây tứ bội; chiều cao cây, số lượng thân 

rễ, kích thước khí khổng của cây tứ bội đều 

cao và lớn hơn của cây lưỡng bội 

[62]  
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Chi, loài, giống 
Môi trường nuôi cấy, PGRs, các điều 

kiện khác 
Nhận xét, kết quả, sự thích nghi và biến đổi 

Tài liệu 

tham 

khảo 

Cattleya forbesii Lindl.  tTCL-PLB dày 0,5–1,5 mm 
Ứng dụng kỹ thuật TCL tái sinh phôi PLB để 

nhân giống số lượng lớn cây giống 
[63] 

Ficus carica L. 

‘Sabz’ và ‘Torsh’   

TCL đoạn thân (10 mm) cắt ngang 

(0,5–0,8 mm) 

Tái sinh chồi tối đa (45%). Phép đo dòng 

chảy tế bào và phân tích chỉ thị phân tử 

ISSR: sự ổn định đơn bội và đặc điểm di 

truyền của cây tái sinh 

[64] 

Ceropegia bulbosa 

Roxb. 

 

Các tTCL được khử trùng bề mặt 

(dày 1-4 mm) từ các đoạn chồi của 

cây ex vitro. MS + 4,5 µM 2,4-D + 

2,2 µM BA (CIM). MS + 8,8 µM BA 

+ 0,27 µM NAA (SIM); ½MS (RIM) 

không có PGR; pH 5,6; 3% đường; 

0,8% thạch 

95% tTCL hình thành mô sẹo trong CIM. 

22,2 chồi/ tTCL trên SIM. 89% cây con sống 

ngoài vườn ươm. Không có sự khác biệt giữa 

các cây con có nguồn gốc từ tTCL được 

ISSR đánh giá 

[65] 

Cymbidium Twilight Moon 

‘Day Light’ 

tTCL (dày 1-2 mm) từ PLBs; TC + 

1/2 mg/L 2,4-D hoặc 1 mg/L TDZ 

(CIM). TC + 1 mg/L AdS hoặc 1/2/4 

mg/L BA hoặc 1/2 mg/L Kin hoặc 1 

mg/L ZR hoặc 1 mg/L 2iP (PIM); 2 

mg/L tryptone; pH 5,3; 2% đường; 

0,8% thạch Bacto 

26 PGR đã được thử nghiệm. Ánh sáng tốt 

hơn bóng tối cho sự hình thành PLB. Các 

biện pháp kiểm soát hình thành 8,3 

PLB/tTCL mới nhưng tất cả PIM cho kết quả 

tối đa 1,1 PLB/tTCL mới 

[66] 
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1.2.4. Phát sinh phôi soma  

1.2.4.1. Giới thiệu chung 

Trong quá trình nhân giống in vitro, có một số tế bào có hiện tượng tạo phôi, 

mẫu cấy có thể trải qua quá trình phản biệt hóa hoặc phân hóa để bước vào một quy 

trình sinh học mới tạo ra phôi soma. Phát sinh phôi soma là một quá trình trong đó 

các cấu trúc giống như phôi được hình thành từ các mô soma và phát triển thành 

một cây hoàn chỉnh [67]. Sự phát sinh phôi soma xảy ra thông qua một số giai đoạn 

tương tự như phôi hữu tính. Phôi vô tính có thể biệt hóa trực tiếp từ mẫu cấy hoặc 

gián tiếp thông qua giai đoạn tạo mô sẹo [68]. Đến nay, hơn 200 loài thực vật đã 

được nhân giống thành công bằng công nghệ phôi soma. Phôi soma có thể bảo quản 

được lâu và nảy mầm vào thời vụ thích hợp. Công nghệ tạo phôi soma vẫn là một 

công nghệ tiên tiến trong lĩnh vực nhân giống cây trồng trên toàn thế giới [69]. 

Khả năng hình thành phôi soma được biểu hiện chủ yếu ở cấp độ kiểu gen. Mặc 

dù các điều kiện tạo phôi đã được thiết lập cho nhiều loài thực vật, nhưng vẫn còn một 

số lượng lớn các loài chưa thể hình thành phôi soma [70]. Ngay trong cùng một loài, có 

kiểu gen dễ phát sinh phôi, nhưng cũng có kiểu gen ngăn cản quá trình phát sinh phôi. 

Tuy nhiên, cần nhấn mạnh rằng trong nhiều trường hợp, sự ức chế hình thành phôi có 

thể được giải quyết bằng cách tối ưu hóa các điều kiện sinh trưởng của cây hoặc bằng 

cách chọn mẫu cấy thích hợp. Khả năng hình thành phôi soma trong tế bào soma chỉ 

được thể hiện khi các tế bào này được đặt trong môi trường nuôi cấy in vitro và được 

xác định thông qua chu trình tăng trưởng thực vật cũng như các dấu hiệu môi trường. 

Tế bào phôi được đặc trưng bởi một nhân nằm ở trung tâm, với các vi ống 

nổi bật gần nhân và các sợi actin [71]. Bên cạnh đó, chúng còn có cấu trúc thành tế 

bào đặc biệt với tế bào vừa có nguồn gốc từ mô phân sinh (hay mô phát sinh phôi) 

vừa có thể sinh ra từ tế bào có không bào lớn trong những điều kiện thích hợp nhất 

định; chẳng hạn như sau khi xử lý bằng 2,4-D. Nhiều hệ thống nuôi cấy mô đã sử 

dụng 2,4-D làm chất cảm ứng hiệu quả cho SE. Tuy nhiên, phải mất 2-3 tuần sau 

khi cảm ứng trước khi có thể quan sát thấy những phôi đầu tiên trên bề mặt mô sẹo. 

Những nghiên cứu này đã chỉ ra rằng 2,4-D rất cần thiết để bắt đầu chương trình 

hình thành phôi. Việc cấy chuyền sang môi trường không chứa 2,4-D có vai trò 

quan trọng trong việc thiết lập tính phân cực của tế bào, đây được coi là một trong 
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những sự kiện đầu tiên của sự phát triển phôi [72]. 

Tái sinh thông qua hình thành phôi soma trong công nghệ sinh học hiện đại 

có thể được sử dụng không chỉ để nhân giống cây trồng, mà còn để ổn định thực vật 

di truyền bởi vì thực vật có nguồn gốc từ tế bào soma [73].  

Từ năm 1992, Oliveira và cộng sự [74] đã nghiên cứu trên chồi nách của 

Actinidia deliciosa var. cv deliciosa (Hayward) được đưa vào nhiệt độ lạnh ở 4°C 

và không cung cấp dinh dưỡng trong 1,5 tháng. Các lá phát triển ở điều kiện này có 

khả năng tạo phôi. Sau đó những chiếc lá này, được nuôi trong bóng tối trong 1,5 

tháng trên môi trường có chứa zeatin như một chất điều hòa sinh trưởng duy nhất, 

tạo ra các cấu trúc nhỏ gọn mà từ đó phôi phát triển. Sự phân chia của lá ảnh hưởng 

mạnh đến sự biểu hiện của tiềm năng tạo phôi. Một phần chọn lọc của các tế bào 

trần được phân lập từ những lá này có thể phát triển theo cách tạo phôi. 

Mặc dù sự đa dạng di truyền của Actinidia cung cấp tiềm năng to lớn cho 

việc cải thiện giống cây trồng, nhưng có những đặc điểm (bao gồm đặc tính mạnh 

về dây leo, bản chất đơn bội và cấu trúc đa bội hoá dạng lưới) khiến Actinidia hạn 

chế trong việc nhân giống so với nhiều loại cây trồng khác. Nuôi cấy mô thực vật, 

thao tác in vitro của tế bào, mô và cơ quan thực vật, là một kỹ thuật quan trọng của 

công nghệ sinh học thực vật và một số kỹ thuật nuôi cấy mô thực vật đã được sử 

dụng để khắc phục một số hạn chế mà Actinidia gây ra đối với nhân giống cổ điển 

[75]. Do đó, việc nghiên cứu sự phát sinh hình thái lên vi nhân giống Actinidia góp 

phần tìm hiểu về sự phát sinh phôi của cây A. chinensis nhằm cung cấp nguồn vật 

liệu cho quá trình nhân giống cây A. chinensis đáp ứng một phần cho quá trình 

thương mại của A. chinensis ở Việt Nam. 

1.2.4.2. Ứng dụng phát sinh phôi soma trong vi nhân giống một số đối tượng cây 

trồng 

Quá trình phát sinh phôi soma đóng một vai trò quan trọng trong việc nhân 

giống hàng loạt trong ống nghiệm, bảo tồn nguồn mầm và cải thiện di truyền của cây 

thân gỗ [76]. Mặc dù quá trình tạo phôi soma đã được sử dụng rộng rãi ở một số loài 

thân gỗ, tuy nhiên việc nhân giống cây thân gỗ trưởng thành vẫn còn khó khăn [77]. 
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 Bảng 1.4. Ứng dụng nghiên cứu phát sinh soma 

Chi, loài, giống Môi trường nuôi cấy, PGRs, các 

điều kiện khác 

Nhận xét, kết quả, sự thích nghi và biến đổi Tài liệu 

tham khảo 

A. kolomikta - Hạt, lá, cuống lá, thân và rễ chưa 

trưởng thành, MS + 2,4-D và KIN 

Phân tích tế bào dòng chảy: cây con thu được là 

lưỡng bội, dường như có nguồn gốc phôi 
[37] 

Sapindus trifoliatus  MS chứa 5,0 mg/L 2, 4-D và 0,1 

mg/L KIN  

MS + l-glutamine 

MS chứa 200 mg/L l -glutamine tạo ra số lượng tối 

đa phôi soma giai đoạn hình cầu, tim và lá mầm [78] 

Vaccinium 

corymbosum L. ×  V. 

angustifoliumAit 

MS + TDZ (0; 2,3; 4,5; 6,9) hoặc 9 

µM. 

TDZ (9 µM) cho kết quả sự hình thành phôi soma 

hiệu quả nhất [79] 

Album Santalum (L.) 

bạch đàn 

MS + 2,4-D và NAA, BAP và KIN, 

30 g/L sucrose và 7,5 g/L agar, pH = 

5,8 

MS + 2,0 mg/L; 2,4-D + 0,5 mg/L BA và 30 g/L 

sucrose thích hợp sinh trưởng phôi [80] 

Cyathea delgadii 

Sternb 

dương xỉ thân gỗ 

MS + 1% (w/v) sucrose: mẫu cấy 

đơn bào, đa bào 

Maltose, 1-kestose, ABA, GA3, axit phenolic hình 

thành phôi soma đơn bào. 

Tinh bột, callose, kinetin riboside, arginine và 

ethylene thúc đẩy hình thành phôi soma đa bào 

[81] 

A. deliciosa var. Cv 

deliciosa. 

Môi trường tối 1,5 tháng có bổ sung 

2mg/L zeatin. 

Toàn bộ lá đã phát triển thành phôi từ các gân lá nằm 

dưới bề mặt nuôi cấy [74] 

Litchi chinensis Sonn. - Môi trường Murashige và Skoog 

(MS) bổ sung 1,0 mg/L 2,4 axit 

dichlorophenoxyacetic (2,4-D) và 

MS bổ sung 45 g/L sucrose có hiệu quả trên kích 

thước của phôi soma trưởng thành (8,00 > 0,5 cm SE 

và 6,33 < 0,5 cm SE) so với môi trường B5 (4,33 > 

[82] 
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Chi, loài, giống Môi trường nuôi cấy, PGRs, các 

điều kiện khác 

Nhận xét, kết quả, sự thích nghi và biến đổi Tài liệu 

tham khảo 

0,5 mg/L 6-benzylaminopurine 

(BA). 

- Hai loại muối môi trường (MS và 

Gamborg’s B5) với các nồng độ 

đường sucrose khác nhau 

0,5 cm SE và 4,66 < 0,5 cm SE) trên cùng nồng độ 

sucrose. Sự phát triển của phôi soma xảy ra trên môi 

trường không có chất điều hòa sinh trưởng, phôi 

soma giai đoạn tim 

Cnidium officinale 

Makino 

- MS có bổ sung các chất điều hòa 

sinh trưởng thực vật (PGRs) như 2,4-

D và BA 

- MS chứa 1,5 mg/L 2,4-D và 0,5 

mg/L BA 

Các mô sẹo sinh phôi, màu trắng mờ được quan sát ở 

giai đoạn tim và lá mầm dưới kính hiển vi soi nổi. 

Các phôi soma riêng lẻ được chuyển sang môi trường 

MS không có PGRs (MS0) và 100% chồi nảy mầm 

[83] 

Pulsatilla 

tongkangensis Y.N. 

Lee & T.C. Lee 

MS có bổ sung zeatin (Zn) và IAA Mẫu cấy sau 6 - 7 tuần nuôi cấy, nhiều chồi phát triển 

từ các chồi nách. Tuy nhiên, phân tích hình thái mô 

học của các cấu trúc hình cầu màu xanh lục nhạt, 

hình trái tim giống như phôi soma cho thấy rằng 

chúng là những cơ quan phát sinh phôi, với các nhu 

mô không bào được bao quanh bởi một lớp tế bào 

biểu sinh và các quản bào, nhưng không có cực rễ. 

Các mô sẹo màu trắng sữa cũng phát triển xung 

quanh chồi nách sau 4 - 6 tuần. Các giai đoạn hình 

cầu, hình tim và hình ngư lôi có trong mô sẹo đã cho 

thấy sự phát triển của phôi soma trong cấu trúc màu 

trắng sữa, các tế bào nhỏ với nhiều tế bào chất, rất ít 

mô mạch trong các phôi đang phát triển, và không có 

kết nối mạch dẫn với mô sẹo xung quanh.  

[84] 
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1.3. Đánh giá đa dạng di truyền và xác định giới tính thực vật 

1.3.1. Giới thiệu chung 

Có nhiều phương pháp nghiên cứu khác nhau trong phân loại và xác định loài ở 

thực vật và hầu hết các phương pháp này đều dựa trên nguyên tắc như những loài có 

chung nguồn gốc. Sự giống nhau có thể dựa trên đặc điểm hình thái học của các loài 

thực vật qua nhận biết hình thái lá, hoa, quả, cách thức phân cành…có ưu điểm dễ 

quan sát trực tiếp bằng trực quan nhưng chỉ dựa vào thống kê phân tích một hoặc 

nhiều tính trạng được thể hiện ra bên ngoài nên hiệu quả thấp. Điều này thật sự gặp 

nhiều khó khăn khi các mẫu vật cần giám định không còn nguyên vẹn, mất hình thái 

bên ngoài. Do vậy, việc định danh dựa trên quan sát hình thái và kinh nghiệm dân gian 

sẽ được hỗ trợ chính xác hơn nếu sử dụng các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại [85]. 

Các phương pháp phân loại học phân tử và xác định loài là hướng nghiên 

cứu được phát triển mạnh trên thế giới hiện nay, được xây dựng dựa trên việc nhận 

biết thành phần và cấu trúc của các gen đặc hữu của các taxon sinh vật. Hiện nay, 

các kỹ thuật dựa trên phân tích DNA là phương pháp có hiệu quả cao trong việc 

định danh và giám định loài. Năm 2003, Paul Hebert, nhà nghiên cứu tại Đại học 

Guelph ở Ontario, Canada, đề nghị "DNA barcode" như một cách để xác định loài 

So với chỉ thị hình thái và chỉ thị hoá học, chỉ thị DNA cho độ chính xác cao hơn 

mà không lệ thuộc vào bất cứ yếu tố khách quan nào [86]. 

Hai vùng gen phổ biến được dùng trong nghiên cứu DNA barcode là rbcL ở 

lục lạp và COI ở ty thể. Đoạn DNA rbcL nằm trên hệ gen lục lạp, là một phần của 

gen mã hóa cho rubisco tiểu đơn vị lớn. Enzyme Rubisco xúc tác bước đầu tiên cho 

carbon cố định. Ngoài ra, matK là một trong những ứng cử viên hứa hẹn nhất cho mã 

vạch thực vật. Gen matK có chiều dài khoảng 1570 bp và mã hóa cho một protein 

maturase. Vùng mã hóa của matK thường nằm trong một intron của gen trnK của lục 

lạp, tốc độ tiến hóa rất cao của matK đã làm cho nó có thể được sử dụng trong việc 

phân loại phát sinh loài ở cấp độ phân loài cao như Thứ tự hoặc Họ, và đôi khi cũng ở 

các cấp độ phân loài thấp như Chi hoặc Loài [87]. Năm 2009, Hiệp hội Mã vạch Sự 

sống đã phê duyệt các lạp thể gồm matK và rbcL là vùng mã vạch để sử dụng cho các 

loài thực vật trên cạn [88]. Gần đây, ITS cũng đã được khuyến nghị đưa vào mã vạch 

cốt lõi cho cây giống [89,90]. Bộ đệm phiên mã bên trong (ITS) của hạt nhân 18S - 
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5,8S - 26S của ribosome là vùng mục tiêu phổ biến nhất trong bộ gen nhân, mặt khác 

kích thước vừa phải của ITS (dưới 700bp) thường cho phép khuếch đại và giải trình 

tự mà không cần mồi bên trong. [91]. Ngoài ra, rất ít trong số các locus này đủ để xác 

định hoặc phân biệt giữa các loài thực vật khi sử dụng một mình, dẫn đến việc đề 

xuất sử dụng kết hợp một số locus để tăng khả năng xác định hoặc phân biệt giữa các 

loài thực vật. Khó khăn trong việc chọn các gen cụ thể để làm mã vạch thực vật là do 

sự không hoàn hảo của bất kỳ gen nào từ hệ gen lục lạp, ty thể hoặc hạt nhân. Các 

gen ty thể thực vật tiến hóa chậm và do đó không hiệu quả để phân biệt giữa các loài 

thực vật khác nhau. CBOL (2009) đã đề xuất matK + rbcL kết hợp để sử dụng làm 

mã vạch. Nhân thường xuất hiện ở nhiều bản sao và có tính bảo tồn không cao, làm 

cho việc thiết kế các đoạn gen gặp nhiều khó khăn [92]. 

Ismail và cộng sự (2020), đã nghiên cứu thành công khi chọn hai DNA 

marker gốc lục lạp (rbcL và matK) để xác định loài A. albida, A. ampliceps, A. 

catechu, A. coriacea và A. tortilis. Phát hiện này nhấn mạnh tiềm năng của mã vạch 

DNA để xác định hiệu quả và có thể nhân giống các loài [93]. 

Theo phương pháp dựa trên DNA barcode, các trình tự của các đoạn DNA 

barcode được sử dụng để tìm kiếm và so sánh trên một cơ sở dữ liệu trình tự DNA 

(ví dụ như trên NCBI). Dựa trên kết quả so sánh với các trình tự sẵn có trên cơ sở 

dữ liệu, việc nhận dạng một loài nhanh chóng được xác định và giúp dự đoán được 

nguồn gốc của các loài lai tạo. 

Ở thực vật, giới tính được xác định ở cấp độ mô-đun, mô hoặc tế bào [94]. 

Các loài đơn bội có nhiễm sắc thể giới tính đóng một vai trò quan trọng trong quá 

trình tổng hợp, đặc biệt là đối với sự di truyền giới tính.  

Hầu hết các loài trong họ Actinidia (Actinidiaceae) là đơn bội. Cây đực rất cần 

thiết cho quá trình thụ phấn và tạo quả trên cây cái. Thông thường, một cây đực được 

trồng xen với 6 đến 10 cây cái để tăng năng suất tạo quả [95]. Giới tính ở Actinidia 

được kiểm soát về mặt di truyền, với giới tính đực là XY và giới tính cái là XX. Các cá 

thể mang ít nhất một bản sao của nhiễm sắc thể Y là cây đực, không phụ thuộc vào 

mức độ dị bội, cho thấy rằng locus xác định giới tính bao gồm một yếu tố quyết định 

giới tính đực. Các phân tích tế bào học trước đây và lập bản đồ di truyền xung quanh 

vùng xác định giới tính cho thấy rằng các nhiễm sắc thể giới tính ở trạng thái ban đầu 
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và tương đồng, với một vùng xác định giới tính nhỏ về mặt vật lý. Bản thảo trình tự hệ 

gen của trái Kiwi gần đây đã được tạo ra từ một giống cây cái [96], nhưng trình tự cụ 

thể Y và bối cảnh hệ gen xung quanh các yếu tố quyết định giới tính tiềm năng vẫn 

chưa được biết đến nhiều [2,97]. Năm 2014, Atak đã xác định SmY là đoạn mồi nhiều 

thông tin nhất để xác định giới tính của cây con ở A. chinensis trong quần thể sinh sản. 

1.3.2. Ứng dụng sinh học phân tử và phương pháp xác định giới tính ở một số 

đối tượng cây trồng 
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 Bảng 1.5. Một số thành tựu nghiên cứu sinh học phân tử  

Chi, loài, giống Phuơng pháp Kết quả 
Tài liệu 

tham khảo 

Thực vật trong hệ 

thực vật ôn đới  

Sử dụng mã vạch DNA rbcL + matK Phân biệt 436 loài trong 269 chi thực vật trên 

cạn. 

[98] 

A. chinensis  

A. deliciosa 

Sử dụng các điểm đánh dấu: RAPD, SSR, 

SCAR và mồi: OPM 12; SMY f; SMY r; 

SMX f; SMX r; SMY1 f; SMY1 r… 

SMY1 giúp xác định giới tính đực [99] 

Physalis L.   psbA - trnH của lục lạp, MEGA V6.0 psbA - trnH - DNA barcode hiệu quả để xác 

định mối quan hệ giữa các loài Physalis và 

các loài có quan hệ họ hàng gần 

[100] 

A. chinensis DNA barcode khuếch đại vùng lục lạp 

psbA-trnH, rbcL, matK, rpoB, rpoC1, 

ycf1b, trnL và rpl32_trnL, vùng hạt nhân 

At103 và vùng giữa gen ITS2  

Chỉ thị phân tử matK, ITS2 và rpL32_trnL 

(UAG) xác định được các giống CuiYu, 

JinYan, HuaYou, XuXiang, HuangJinGuo, 

ChuanHuangJin, YaTe và HongYang  

[101] 

Carica papaya L.  Cá thể đu đủ dại đực (XY) và cái (XX) 

được giải trình tự và so sánh trên NCBI 

với 2 NST giới tính đực, MSY và Yh 

lưỡng tính 

NST Yh thể hiện sự đa dạng nucleotide thấp 

hơn Y, Yh có khả năng là sản phẩm của quá 

trình thuần hóa của con người, không xuất 

hiện ở cây hoang dại. 

[102] 

A. chinensis var 

deliciosa.  

- Sử dụng kỹ thuật RAPD 

- Các cặp mồi PCR: SMYf1 và SMYr1 

(SmY); SMXf và SMXr; SyGl-F và SyGl-

R 

Chỉ thị SmY, SyGl đều phù hợp để xác định 

giới tính. SMYf1 và SMYr1, SyGl: cũng có 

mặt trong tất cả các mẫu đực nhưng không có 

trong các mẫu cái 

[42] 

Actinidia - Chiết xuất DNA bằng phương pháp 

CTAB. 

- ITS có tỷ lệ giải trình tự là 72% và tỷ lệ 

phân biệt các loài là 60,7% 
[90] 
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Chi, loài, giống Phuơng pháp Kết quả 
Tài liệu 

tham khảo 

- Sử dụng phương pháp khuyếch đại DNA 

của các vùng (ITS), rbcL, matK và trnH - 

psbA.  

 - Tỷ lệ giải trình tự thành công cho matK  +  

rbcL là 97,4% và 48,3% số loài được phân 

biệt 

- Mã vạch trnH - psbA chỉ có thể xác định 

Actinidia eriantha 

Actinidia 

chinensis var. cv 

chinensis. 

Hongyang 

- Tách chiết ARN và tổng hợp cDNA 

- Sự sắp xếp nhiều trình tự và phân tích 

phát sinh loài của các gen bZIP của trái 

Kiwi 

- Phân tích cấu trúc exon-intron, phân bố 

gen bZIP của trái Kiwi 

- 80 gen AcbZIP đã được xác định trong hệ 

gen, phân tích được chức năng của các gen 

này và cung cấp thông tin quan trọng về cơ sở 

phân tử của sự phát triển và khả năng chống 

chịu stress ở Kiwi  

- Các phân đoạn trùng lặp đã góp phần vào 

việc mở rộng họ AcbZIP của Kiwi, en 

AcbZIP có chung nguồn gốc tổ tiên 

[103] 

 

Diospyros kaki 

Thunb. 

Sử dụng đánh dấu locus OGI và đánh dấu 

DISx-AF4S phân tích biểu hiện giới tính 

của hoa cho 1.186 đối tượng 

Điểm đánh dấu DISx-AF4S cho kết quả 889 

mẫu vật sống từ các tổ hợp chéo khác nhau, 

636 cá thể đã được chọn. Kết quả phân tích 

chỉ thị và biểu hiện giới tính hoa nhận thấy sự 

khác biệt ở 247 cá thể 

[104] 

 

Actinidia arguta 

và A. kolomikta 

- Tách chiết DNA bằng phương pháp 

CTAB và xác định liên kết giới tính bằng 

phân tích giải trình tự theo trình tự (GBS) 

và PCR dựa trên gel và điểm đánh dấu 

Mã đánh dấu 161 bp cho A. kolomikta được 

thiết kế với đoạn mồi dành riêng cho alen đực 

dựa trên indel 3 bp trong đoạn GBS 270 bp. 

Cả hai dấu hiệu đã được xác nhận trong các 

quần thể độc lập và hiện đang được sử dụng 

cho các xét nghiệm sàng lọc giới tính hiệu 

quả cao của các quần thể cây con 

[105] 
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VẬT LIỆU, NỘI DUNG 

VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 
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2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Vật liệu thực vật 

Mẫu lá của 20 cây Kiwi (Actinidia sp.) được lấy ở vị trí cách ngọn 10 cm từ 

cây ngoài tự nhiên và các nguồn thương mại (1 năm tuổi) để đánh giá mối quan hệ 

di truyền và nhận diện loài (Hình 2.1; Phụ lục 1) bao gồm: 

+ 01 mẫu tự nhiên thu được ở xã Đắk Long, huyện Kon Plông, tỉnh Kontum. 

+ 01 mẫu tự nhiên thu được ở Thôn Măng ling, phường 7, Đà Lạt, tỉnh Lâm 

Đồng. 

+ 18 mẫu Kiwi nhập nội mua tại Trung tâm phát triển giống cây trồng mới 

Đại học nông nghiệp 1 Hà Nội – Trang trại cây giống Xuân Khương, thị trấn Trâu 

Quỳ, huyện Gia Lâm, Hà Nội. 

 

 

Hình 2.1. Hình thái lá của 20 mẫu Kiwi 
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2.1.2. Thiết bị, dụng cụ, hoá chất 

2.1.2.1. Thiết bị và dụng cụ  

Máy ly tâm nhiệt độ thường (Eppendorf Centrifuge), máy ly tâm làm lạnh 

(Eppendorf Centrifuge), máy vortex (Cleaver-Scientific-Anh), cân điện tử (Denver 

Instrument), lò vi sóng (Electrolux), nanoDrop OneC (Thermo ScientificTM), máy điện 

di (Mupid-exu takara), bồn ủ nhiệt (Stuart, SBH200D), máy chụp gel (GelDoc-

It®2315 imager UVP-Mỹ), máy PCR (Eppendof), máy ủ heat block techne (Dri-block 

DB-2D), máy đo quang phổ, tủ ủ 37°C, tủ âm -80°C, -20°C, cân phân tích (Satorius, 

Max 220.000mg), máy cất nước 2 lần (Jencons), máy đo pH (WTW), nồi hấp vô trùng 

(Human Lab®), kính hiển vi soi nổi [106], kính hiển vi quang học (Optika –B192 – Ý). 

Các loại cốc thủy tinh, Micropipet (200-1000µl, 20-200µl, 2-20µl), đầu típ 

(10µl, 200µl, 1000µl), găng tay, khẩu trang, dây thun, nylon, giá để Eppendof, cối 

chày bằng sứ, Eppendorf (0,5mL; 1,5mL; 2mL). Dao cấy, đĩa cấy, panh cấy, kéo, 

bình nuôi cấy 350 ml và 500ml. Ống nhỏ giọt, đèn cồn, lam kính, lamel, dao lam, 

kẹp nhọn và kim mũi giáo, bộ dụng cụ nhuộm mẫu. Dụng cụ được khử trùng bằng 

autoclave ở 121°C, 1 atm trong 20 phút. 

2.1.2.2. Hóa chất  

Hoá chất xác định đa dạng di truyền và xác định giới tính cây Kiwi: Cetyl 

Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (Merck KgaA, Đức); Tris (Merck KgaA, 

Đức); Chloroform (Merck KgaA, Đức); Isoamyl alcohol (Merck KgaA, Đức); Natri 

Clorua (Merck KgaA, Đức); Ethanol tuyệt đối (Merck KgaA, Đức); β-

mercaptoethanol (Merck KgaA, Đức); Acid acetic (Merck KgaA, Đức); Agarose 

(Thermo ScientificTM); EDTA (pH 8) (Merck KgaA, Đức); Thang DNA ladder 

(Generuler) 100bp (Thermos ScientificTM); Ethidium bromide (Thermos ScientificTM); 

DNA loading Dye (Thermo ScientificTM); RNAase (Thermo ScientificTM); DreamTaq 

Green PCR Master Mix (2X) (#K1082); Nitơ lỏng; Nước cất hai lần hấp khử trùng. 

Hoá chất nuôi cấy in vitro: Môi trường MS (Murasin Skoog) bao gồm các 

khoáng đa lượng, vi lượng và vitamin (Merck Đức). Các chất điều hòa sinh trưởng 

thực vật (NAA, BA và TDZ) (Duchefa Hà Lan). Nguồn carbohydrate (sucrose) (Công 

ty đường Biên Hòa Việt Nam), agar (Công ty TNHH Nam Hạ Long Việt Nam).  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1082
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1082
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Hóa chất trong giải phẫu: Javel (Việt Nam), acid acetic (Trung Quốc) và 

phẩm nhuộm hai màu đỏ carmin - xanh iod (Merck Đức), glycerin (Việt Nam).  

Hoá chất khử trùng: Dung dịch nano bạc (AgNPs) với các hạt có kích thước 

trung bình ≤ 20 nm được thiết lập theo tỷ lệ: AgNO3 = 700 - 1000 ppm; β- 

chitosan= 250 - 300 ppm; NaBH4= 200 ppm; Tỷ lệ mol NaBH4/AgNO3= ¼; Tốc độ 

nhỏ giọt NaBH4= 10 - 12 giọt/phút [107]. 

Dung dịch nano bạc được cung cấp bởi Viện Công nghệ Môi trường (VAST). 

2.2. Nội dung nghiên cứu 

2.2.1. Nhận diện các loài Kiwi tại Việt Nam và xác định giới tính cây Kiwi dựa 

trên chỉ thị phân tử  

+ Thu thập các cây Kiwi tự nhiên ở Việt Nam và thương mại. 

+ Tách chiết và giải trình tự DNA của các mẫu. 

+ Đánh giá mức độ tương đồng và độ bao phủ của các trình tự DNA với các trình tự 

có sẵn. 

+ Xây dựng cây phát sinh loài dựa trên trình tự DNA các vùng rbcL, matK, ITS. 

+ Xác định giới tính cây Kiwi dựa trên chỉ thị phân tử với cặp primer SmY1_F và 

SmY1_R. 

2.2.2. Ứng dụng vi nhân giống cây Kiwi phục vụ công tác nhân giống 

- Tạo nguồn mẫu in vitro: Khử trùng bề mặt mẫu cấy và tái sinh chồi; Tăng sinh 

cụm chồi. 

- Nghiên cứu ảnh hưởng của kiểu cắt và kích thước mẫu đến quá trình phát sinh 

phôi soma thông qua nuôi cấy lớp mỏng tế bào của gân lá chính và cuống lá. 

- Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng thực vật đơn lẻ lên khả năng tái sinh 

chồi của phôi soma Kiwi. 

- Ảnh hưởng của NAA lên khả năng ra rễ và thích nghi của cây con trong ống 

nghiệm. 

- Ảnh hưởng của giá thể lên sự sinh trưởng cây Kiwi trong nhà kính. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 
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2.3.1. Phương pháp bố trí thí nghiệm 

2.3.1.1. Nhận diện các loài Kiwi tại Việt Nam và xác định giới tính cây Kiwi dựa 

trên chỉ thị phân tử 

* Cặp mồi khuếch đại DNA 

Bảng 2.1. Các cặp primer khuếch đại vùng rbcL, matK, ITS 

Tên primer Trình tự 5’ – 3’ 

Chiều dài 

sản phẩm 

(bp) 

Nguồn 

rbcL1-F 

rbcL 724-R 

ATG TCA CCA CAA ACA GAA AC  

TCG CAT GTA CCT GCA GTA GC 

700-800 [108] 

matK-KIM3-F 

matK-KIM1-R 

CGT ACA GTA CTT TTG TGT TTA CGA G 

ACC CAG TCC ATC TGG AAA TCT TGG 

TTC 

900 - 950 [109] 

ITS1-5F 

ITS4-R 

GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 

TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 

750 - 800 [110] 

Thiết kế dựa trên các trình tự gen rbcL, matK và ITS của một số loài được công bố 

trên ngân hàng gen NCBI, kiểm tra vùng trình tự bằng công cụ BLAST.  

a. Đánh giá đa dạng di truyền 

* Ly trích DNA tổng số 

Dựa trên quy trình CTAB cơ bản được thay đổi một số điều kiện [111]. Các 

mẫu Kiwi thu thập ngoài tự nhiên và cây thương mại được giải trình tự thông qua việc 

sử dụng DNA tổng số của các mẫu cây để nghiền 50 mg mẫu lá trong 500 μl CTAB 

2% + PVP 2% ở nhiệt độ phòng. Hỗn hợp mẫu/CTAB được ủ ở 65°C trong 60 phút, 

ly tâm hỗn hợp mẫu/CTAB ở 14.000 rpm trong 10 phút. Chuyển dịch nổi sang ống 

mới, bổ sung 4 µl RNAase, ủ ở 37°C trong thời gian 5 phút, bổ sung 500 μl hỗn hợp 

chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1), lắc đều, ly tâm ở tốc độ 14.000 rpm trong 10 

phút. Thu dịch nổi (chứa DNA) sang ống mới (khoảng 450 – 500 µl), bổ sung ethanol 

tuyệt đối (tỷ lệ 1 : 1 so với thể tích thu được) và ½ thể tích NaCl 5M so với thể tích thu 

được. Hỗn hợp được ủ trên đá trong 1 giờ, ly tâm 13.000 rpm trong 10 phút. Hỗn hợp 

sau ly tâm được loại bỏ dịch nổi và thu tủa, bổ sung 500 μl ethanol 70% lạnh và đảo 

ống, ly tâm 13.000 rpm trong 5 phút (lặp lại 2 lần), loại bỏ dịch nổi, thu tủa. Để khô 

kết tủa ở nhiệt độ phòng. Hòa DNA trong 200 µl nước khử trùng hai lần.  
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* Phương pháp PCR  

Các phản ứng PCR được thực hiện nhằm khuếch đại vùng rbcL, matK, ITS 

với các cặp primer tương ứng rbcL1-F (5’- ATG TCA CCA CAA ACA GAA AC -

3’) và rbcL 724-R(5’- TCG CAT GTA CCT GCA GTA GC -3’) [108], matK-KIM3-

F (5’- CGT ACA GTA CTT TTG TGT TTA CGA G -3’) và matK-KIM1-R (5’- 

ACC CAG TCC ATC TGG AAA TCT TGG TTC -3’) [109], ITS1-5F (5’- GGA 

AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3’) và ITS4-R (5’- TCC TCC GCT TAT TGA 

TAT GC -3’) [110]. Thành phần cơ bản cho 1 phản ứng PCR 20 µl: 0,2 mM dNTP 

mix, enzyme DreamTaq polymerase 1U, dream taq buffer 10X, 0,4 µM primer xuôi, 

0,4 µM primer ngược, nước cất 2 lần khử trùng, 1 µl mẫu với nồng độ DNA từ 100 – 

500 ng/µl. Chu kỳ PCR tiền biến tính 95°C trong 1 phút; 30 chu kỳ (biến tính ở 95°C 

trong 30 giây; bắt cặp (Ta: rbcL (53°C), matK (49°C), ITS (54°C)) trong 30 giây; 

72°C trong 40 giây); chu kỳ hoàn thành 72°C trong 10 phút. Kết quả PCR được phân 

tích đánh giá trên gel agarose 1,2%, hiệu điện thế 100V, thời gian 30-45 phút, nhuộm 

với ethidium bromide và chụp hình trên máy chụp gel (GelDoc-It®2315 imager 

UVP-Mỹ). Mã vạch DNA thực vật dành cho DNA lạp thể chủ yếu bao gồm maturase 

K (matK) và ribulose-bisphosphate carboxylase (rbcL) [112]. Một số gen như rpoB, 

rpoC1 và rbcL có tốc độ tiến hóa nhanh, đã được đề xuất làm vùng mã vạch [113]. 

Tương tự như vậy, các bộ đệm giữa các gen như trnH-psbA, atpF-atpH và psbK-psbI 

đã được sử dụng làm vùng mã vạch [114] và sử dụng kết hợp hai locus của rbcL và 

matK làm vùng lõi mã vạch, do tỷ lệ thu hồi rbcL cao và độ phân giải của matK. Đối 

với một trình tự cặp mồi đơn, matK rất khó sử dụng [115], trong khi đó, mặc dù độ 

phân giải hạn chế của nó, rbcL của matK được xem xét về khả năng khuếch đại, giải 

trình tự và liên kết từ đó tạo bộ dữ liệu mã vạch DNA thực vật [116]. 

* Đánh giá mức độ tương đồng và độ bao phủ của các trình tự DNA với các trình tự 

có sẵn 

Trên cơ sở phân tích khả năng khuếch đại thành công của các cặp primer với 

các vùng gen tương ứng cho tỷ lệ khuếch đại thành công cao nhất cho tất cả các 

mẫu sẽ được chọn để giải trình tự DNA. Sản phẩm PCR được giải trình tự tại công 

ty Macrogen (10F, 254 Beotkkot-ro geumcheon-gu, Soul 08511, Rep. of Korea). 

Các trình tự được hiệu chỉnh bằng phần mềm ATGC và kiểm tra các sai lệch. 
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Đánh giá mức độ tương đồng và độ bao phủ của các trình tự DNA với các trình tự 

có sẵn trên cơ sở dữ liệu NCBI bằng BLAST.  

* Xây dựng cây phát sinh loài dựa trên trình tự DNA các vùng rbcL, matK, ITS 

Cây phát sinh loài được xây dựng bằng phần mềm MEGA 7.0 (The 

Molecular Evolution Genetics Analysis) với hệ số boottrap 1000. 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ khuếch đại các vùng DNA barcode rbcL, matK, ITS của 

các mẫu Kiwi nghiên cứu, sản phẩm PCR, kích thước DNA (bp); vị trí biến đổi, vị trí 

sai khác của ba vùng; cây phát sinh chủng loài và trình tự tham chiếu trên NCBI. 

b. Xác định giới tính cây Kiwi dựa trên chỉ thị phân tử 

* Cặp mồi khuếch đại DNA 

Bảng 2.2. Cặp primer khuếch đại vùng SmY 

Tên 

primer 
Trình tự 5’ – 3’ 

Chiều 

dài sản 

phẩm 

(bp) 

Nguồn 

SmY1_F TCG CAA TTC GTT AGG GAT GAT GCG 
770 

 [92] 

SmY1_R CAT AAT CAA CCA TCC ATA AAA ACC AT 

Các mẫu lá của cây Kiwi (Actinidia sp.) sau khi đánh giá mối quan hệ di 

truyền và nhận diện loài được lấy đại diện ở các loài A. deliciosa, A. latifolia, 

A.chinensis. Mẫu lá của 8 cây Kiwi bao gồm A. deliciosa (1), A. latifolia (2), A. 

chinensis (3), A. chinensis (4), A. chinensis (5), A. chinensis (6), A.chinensis (7) và 

A.chinensis (8) được thu nhận nhằm xác định giới tính (Phụ lục 2).  

* Ly trích DNA tổng số  

Dựa trên quy trình CTAB cơ bản được thay đổi một số điều kiện [111]. 

* Kiểm tra độ tinh sạch DNA 

  DNA trong hệ gen của các mẫu Kiwi được kiểm tra nồng độ và độ tinh sạch 

bằng phương pháp đo mật độ quang ở bước sóng 260 nm và 280 nm trên máy 

quang phổ BioDrop™ µLITE (Anh Quốc).  

* Phương pháp PCR 

Phản ứng PCR được thực hiện với cặp primer SmY1_F (5'-TCG CAA TTC 
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GTT AGG GAT GAT GCG-3') và SmY1_R (5'- CAT AAT CAA CCA TCC ATA 

AAA ACC AT-3') khếch đại vùng gen nằm trên nhiễm sắc thể Y có kích thước 

770bp. Thành phần của một phản ứng PCR với tổng thể tích 25 µL bao gồm: 12,5 µL 

MyTaq Mix (Bioline); 0,5µl mỗi primer (nồng độ 10 µM); 9,5 µL nước khử ion và 2 

µL DNA hệ gen. Chu trình nhiệt của phản ứng PCR là: 94°C trong 4 phút ; 35 chu 

kỳ: 94°C trong 50 giây, 55°C trong 55 giây, 72°C trong 50 giây; 72°C trong 7 phút. 

* Điện di sản phẩm PCR và đọc kết quả 

Sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1,5% trong dung dịch đệm 

TAE 0,5X, dưới hiệu điện thế 100V trong thời gian 30 phút. Gel được nhuộm bằng 

Gelred và quan sát kết quả dưới đèn UV, chụp hình trên máy chụp gel (GelDoc-

It®2315 imager UVP-Mỹ). 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Nồng độ và độ tinh sạch của DNA; điểm đánh dấu ở kích 

thước 770 bp trên điện di agarose. 

2.3.1.2. Ứng dụng vi nhân giống cây Kiwi phục vụ công tác nhân giống 

a. Tạo nguồn mẫu in vitro 

* Khử trùng bề mặt mẫu cấy và tái sinh chồi 

Từ thí nghiệm xác định giới tính, lựa chọn mẫu lá A. chinensis (7) được lấy ở vị 

trí cách ngọn 10cm được thu nhận từ cây đã xác định giới tính và rửa dưới vòi nước 

chảy trong 30 phút. Sau đó, mẫu lá được ngâm trong dung dịch nước rửa chén Sunlight 

(Unilever, thành phố Hồ Chí Minh, Việt Nam) 20% trong 10 phút và rửa lại bằng nước 

máy nhiều lần. Mẫu lá được rửa sạch bằng nước cất vô trùng trước khi đưa mẫu lá vào 

tủ cấy. Trong tủ cấy, mẫu lá được rửa với nước cất vô trùng 3 lần, mỗi lần 5 phút. Tiếp 

theo, mẫu được khử trùng sơ bộ bằng Ethanol 70% trong 30 giây, rồi rửa lại bằng nước 

cất vô trùng 3 lần. Sau đó, mẫu lá được khử trùng bằng 1 g/L HgCl2, [117]; 10 g/L 

NaOCl [42] và AgNPs ở các nồng độ khác nhau (100 ppm, 200 ppm, 300 ppm và 500 

ppm) có bổ sung vài giọt Tween-80 trong thời gian 8 phút. Cuối cùng, mẫu được rửa 

lại 5 lần bằng nước cất vô trùng trước khi cắt mẫu và cấy vào môi trường nuôi cấy.  

Mẫu lá sau khi được khử trùng được cắt thành hình chữ nhật (0,5 cm × 1 cm) 

có chứa gân chính và được cấy lên môi trường cảm ứng mô sẹo (môi trường MS có 

bổ sung 0,8 mg/L 2,4-D) [10] làm nguồn vật liệu ban đầu cho nuôi cấy in vitro. Sau 
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4 tuần nuôi cấy ghi nhận số liệu. Những mẫu cấy này tiếp tục theo dõi đến tuần thứ 

8 và thu nhận số liệu. 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ mẫu nhiễm (%), tỷ lệ mẫu hoại tử/chết và tỷ lệ mẫu 

sống và cảm ứng mô sẹo (%). Số chồi/mẫu, chiều cao chồi (cm), khối lượng tươi 

(mg) và khối lượng khô (mg). 

* Tăng sinh cụm chồi 

Các cụm chồi có nguồn gốc từ mẫu lá được cắt thành các cụm chồi nhỏ chứa 3 

chồi mẫu; sau đó, các cụm chồi được cấy lên môi trường có bổ sung các dịch chiết 

hữu cơ nhằm tăng sinh cụm chồi. Dịch chiết chuối xanh được tạo ra bằng cách nấu 

chín 20g, xay nhuyễn trong 1000 mL nước cất và dịch chiết khoai tây cũng được tạo 

ra bằng cách nấu chín 20g, xay nhuyễn trong 1000 mL nước cất. Cả ba dịch chiết 

được bổ sung với các nồng độ khác nhau về thể tích (v/v) là (5%, 10%, 15% và 20%). 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Chiều cao chồi (cm), số lá/chồi, khối lượng tươi (g) và hình 

thái chồi. 

b. Nghiên cứu ảnh hưởng của kiểu cắt và kích thước mẫu đến quá trình phát sinh 

phôi soma thông qua TCL của gân lá chính và cuống lá 

Thí nghiệm này được thực hiện để nghiên cứu các kiểu cắt TCL và kích 

thước mẫu gân chính lá, cuống lá cây Kiwi tác động lên sự hình thành phôi soma. 

Mẫu cấy có gân lá chính in vitro hình chữ nhật (1 mm × 10 mm) và cuống lá 

hình chữ nhật (1 mm × 10 mm) được cắt lát mỏng theo chiều ngang và chiều dọc (mv-

tTCL và mv-lTCL đối với mẫu cấy có gân lá chính; p-tTCL và p-lTCL đối với mẫu 

cấy ở cuống lá) với các kích thước khác nhau. Mẫu cắt lát dọc được cắt bằng cách dùng 

đầu kẹp panh giữ theo chiều dọc của mẫu và sử dụng mũi dao nhọn, sắc để cắt từ ngoài 

vào trong một đường thẳng (Hình 2.2). Các mẫu được nuôi cấy trên môi trường MS có 

bổ sung 0,02 mg/L NAA; 0,5 mg/L TDZ; 30 g/L đường và 8 g/L agar - môi trường 

MSE [10]. Toàn bộ gân chính của lá (1 mm × 10 mm) hoặc toàn bộ cuống lá (1 mm × 

10 mm) được nuôi cấy trên môi trường MSE được sử dụng làm đối chứng.  
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Hình 2.2. Sơ đồ minh họa ứng dụng của kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào để tạo ra các mẫu cấy khác nhau từ gân chính của lá (mv) và 

cuống lá (p) của Kiwi. 
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Đối với phương pháp cắt tTCL, cuống lá (p) và gân lá chính (mv) có kích 

thước 1 mm × 10 mm (rộng × dài) được cắt ngang thành 2 mẫu (½ mv-tTCL và ½ 

p-tTCL), cắt thành 3 mẫu cấy (⅓ mv-tTCL và ⅓ p-tTCL và 4 mẫu cấy (¼ mv-tTCL 

và ¼ p-tTCL). Trong khi đối với mẫu cắt lTCL, mẫu p và mv có kích thước 1 mm × 

10 mm (rộng × dài) được cắt dọc thành 2 mẫu (½ mv-lTCL và ½ p-lTCL). Mỗi mẫu 

½ mv-lTCL và ½ p-lTCL được cắt ngang thành 2 mẫu (¼ mv-lTCL và ¼ p-lTCL) 

hoặc cắt ngang thành 3 mẫu (1/6 mv-lTCL và 1/6 p-lTCL) hoặc cắt ngang thành 4 

mẫu (⅛ mv-lTCL và ⅛ p-lTCL) (Hình 2.2). Sau đó, mẫu p-TCL và mv-TCL được 

đặt trên bề mặt môi trường nuôi cấy sao cho tất cả các vết thương của mẫu đều tiếp 

xúc với môi trường nuôi cấy. 

Hiệu quả của SEM từ mẫu cấy cuống lá (p-tTCL và p-lTCL) và mẫu cấy gân 

chính của lá (mv-tTCL và mv-lTCL) được so sánh dựa trên tổng số SE. Sau đó, các 

mẫu cấy cho SEM cao nhất được chọn để tái sinh chồi của A. chinensis. Cảm ứng 

SE (ngày) được định nghĩa là lần cảm ứng SE lần đầu tiên xảy ra. 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ SEM (%), số lượng SE trên một mẫu, tổng số SE, 

trọng lượng tươi của cụm SE (mg), và hình thái của các SE được ghi lại sau 8 tuần 

nuôi cấy. 

c. Khảo sát ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng thực vật đơn lẻ lên khả năng 

tái sinh chồi của phôi soma Kiwi 

Các phôi soma có hình dạng lá mầm (chiều cao 2 cm) có nguồn gốc từ mẫu 

p-TCL và mv-TCL được nuôi cấy trên môi trường MS với các nồng độ khác nhau 

của BA (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 mg/L) hoặc TDZ (0,01; 0,03; 0,05; 0,07 mg/L) để xác 

định được nồng độ phù hợp trong giai đoạn tái sinh chồi Kiwi. Đối chứng là phôi 

được nuôi cấy trên môi trường MS không có BA hoặc TDZ. Thí nghiệm được lặp 

lại 3 lần với mỗi nghiệm thức. Mỗi bình thủy tinh 350 mL chứa 40 mL môi trường 

nuôi cấy và mỗi bình chứa 3 mẫu. 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Trọng lượng tươi (g), số chồi trên mỗi mẫu, chiều cao chồi 

(cm) và số lá trên mỗi chồi thu được sau 6 tuần nuôi cấy. 

d. Khảo sát ảnh hưởng của NAA lên khả năng ra rễ và thích nghi của cây con trong 

ống nghiệm 
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Các chồi 6 tuần tuổi (cao 4 cm) được nuôi cấy trên môi trường MS với các 

nồng độ NAA khác nhau (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/L) để xác định được nồng độ 

phù hợp tạo rễ in vitro. Đối chứng là chồi được nuôi cấy trên môi trường không có 

NAA. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần với mỗi nghiệm thức. Mỗi bình thủy tinh 350 

mL chứa 40 mL môi trường nuôi cấy và mỗi bình chứa 3 mẫu. 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Trọng lượng tươi (g), chiều cao cây con (cm), số rễ trên mỗi 

cây con, chiều dài rễ (cm), số lá trên mỗi cây con, chiều dài lá (cm), chiều rộng lá 

(cm) và chỉ số SPAD (được đo bởi máy SPAD 502 Minolta, Nhật Bản) được ghi lại 

sau 8 tuần nuôi cấy. 

e. Khảo sát ảnh hưởng của giá thể lên khả năng thích nghi của cây con trong nhà 

kính 

Các cây con sau 8 tuần nuôi cấy (cao 6 cm) lấy từ chồi được nuôi cấy trên môi 

trường MS có bổ sung nồng độ NAA tối ưu đã được rửa sạch thạch và trồng trong chậu 

nhựa (kích thước 15 cm x 12 cm x 8 cm) với tỷ lệ giá thể gồm đất mùn và xơ dừa, (Công 

ty TNHH Nguồn Sinh Thái, Việt Nam), phân bón vi sinh (Công ty TNHH Trang Trại 

Việt, Việt Nam): 1: 0: 0; 1: 3: 1; 2: 4: 1; 2: 3: 1; 2: 2: 1 và được đặt trong nhà kính (Bảng 

2.5). Cây con được tưới ngày 2 lần trong tuần đầu, sau đó tưới ngày 1 lần vào sáng sớm. 

Cây con được tưới ngày 2 lần trong tuần đầu, sau đó tưới ngày 1 lần vào sáng sớm. 

* Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ sống sót (%), chiều cao cây con (cm), số lá mới, chiều 

dài lá (cm) và chiều rộng lá (cm) được thu thập sau 6 tuần. 

Bảng 2.3. Tỷ lệ phối trộn giá thể đất mùn, xơ dừa và phân bón vi sinh  

Giá thể 
Đất mùn 

(HM) 
Xơ dừa (CF) Phân bón vi sinh (BF) 

Tỷ lệ 

1 0 0 

1 3 1 

2 4 1 

2 3 1 

2 2 1 

2.3.2. Phương pháp quan sát giải phẫu hình thái phát sinh phôi soma 
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Các mẫu phôi 6 tuần tuổi và 8 tuần tuổi được cắt, nhuộm màu và quan sát 

dưới kính hiển vi soi nổi [106] theo các bước sau: (1) Phôi được cắt thành từng lát 

mỏng (30 - 40 µm). (2) Ngâm các mẫu đã cắt trong dung dịch Javel 10% trong 15 

phút. (3) Rửa sạch mẫu bằng nước cất sau đó mẫu được ngâm trong axit axetic 10% 

trong 10 phút. (4) Rửa sạch mẫu bằng nước cất khoảng 3 lần. (5) Nhuộm mẫu bằng 

dung dịch thuốc nhuộm 2 màu (đỏ carmine - xanh iodine) trong 5 phút. (6) Rửa lại 

mẫu bằng nước cất cho đến khi mẫu không còn màu phẩm nhuộm. (7) Đặt mẫu lên 

lam kính nhỏ thêm 1 giọt nước hoặc glycerin và đậy bằng lamen. (8) Quan sát, chụp 

hình và ghi kết quả dưới kính hiển vi quang học có vật kính 10X và 40X. (9) Quan 

sát sự phát sinh phôi soma: Quá trình phát sinh phôi soma được theo dõi hằng ngày, 

ghi nhận các dạng hình thái của phôi vô tính và chụp ảnh bằng kính hiển vi soi nổi 

và kính hiển vi quang học có vật kính 10X và 40X.  

2.3.3. Phương pháp ghi nhận số liệu 

Xác định thời gian cảm ứng phát sinh phôi soma: Thời gian cảm ứng phát 

sinh phôi soma được ghi nhận bắt đầu từ ngày mẫu có hiện tượng phát sinh phôi ở 

các vết thương của mẫu. 

Tỷ lệ phát sinh phôi (%): Tỉ lệ phát sinh phôi (%) = Tổng mẫu cấy có SE 

/Tổng số mẫu ban đầu *100  

Xác định số lượng phôi soma trên mỗi mẫu cấy: phôi soma được thu thập 

trên mẫu cấy có phát sinh phôi soma, đếm trên kính lúp sau 8 tuần nuôi cấy. 

Công thức hệ số hiệu chỉnh tăng trưởng (GCF): GCF được đưa vào để đánh 

giá ảnh hưởng của từng loại TCL được cắt so với đối chứng (toàn bộ mẫu) dựa trên 

“số lượng phôi soma trên mỗi mẫu” và “hệ số mẫu”. GCF của các SE được thu thập 

được tính theo công thức sau đây bởi Teixeira da Silva và Dobránszki (2011) [118]: 

Đối với mẫu cấy thông thường (đối chứng): GCFĐC = N × (R%ĐC × SEN ĐC)/100 

Đối với mẫu cấy TCL: GCFTCL = N × (R%TCL x SENTCL)/100 

R% = tỷ lệ phần trăm mẫu SEM; SEN = Số lượng SEs trên mỗi mẫu; N: Hệ số mẫu 

TCL. 

  Xác định khối lượng tươi của cụm phôi soma: bằng cách thấm nước cụm phôi 

trên giấy thấm. Sau đó cân cụm phôi trên cân điện tử có giới hạn 500 g với độ chia 
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nhỏ nhất là 2 g và cân phân tích có giới hạn 200 g với độ chia nhỏ nhất 0,0001g. 

Xác định khối lượng khô của mẫu : Thu thập các mẫu tươi (cụm phôi soma, mô sẹo, 

v.v…) sau khi đã xác định khối lượng tươi và gói các mẫu trong các túi giấy, ký hiệu 

mẫu và đặt hộp chứa mẫu vào tủ sấy, mở nắp và sấy trong ít nhất 72 giờ với điều kiện 

áp suất là 1,3kPa và nhiệt độ 70°C trong tủ sấy chân không. Đậy nắp hộp trước khi 

lấy ra khỏi tủ sấy, làm nguội trong bình hút ẩm trong 30 phút và cân với độ chính xác 

1mg. Lặp lại thao tác sấy đến khi sự khác biệt giữa hai lần cân liên tiếp không đổi. 

2.3.4. Môi trường nuôi cấy/trồng 

 Môi trường nuôi cấy in vitro: Môi trường được sử dụng trong các thí nghiệm là 

môi trường MS (Murashige và Skoog, 1962) bổ sung 30 g/l sucrose, 8 g/l agar; môi 

trường phát sinh phôi soma (MSE). Bố trí thí nghiệm với các chất điều hòa sinh 

trưởng thực vật gồm NAA(0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/L), BA (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 mg/L) 

hoặc TDZ (0,01; 0,03; 0,05; 0,07 mg/L)bổ sung riêng lẻ ở các nồng độ khác nhau. 

Môi trường trong nhà kính: Giá thể trồng cây con Kiwi ở giai đoạn vườn 

ươm gồm có xơ dừa, đất mùn (Công ty TNHH Nguồn Sinh Thái, Việt Nam), và 

phân vi sinh (Công ty TNHH Trang Trại Việt, Việt Nam) được phối trộn với tỷ lệ 

khác nhau trước khi trồng. 

2.3.5. Điều kiện nuôi cấy 

In vitro: Các thí nghiệm được thực hiện trong điều kiện phòng nuôi cấy với nhiệt độ 

25 ± 2°C, độ ẩm 55 - 60%, sử dụng đèn huỳnh quang cường độ 40 - 45 µmol m2 s-1, 

quang chu kỳ 16 h/ngày. 

Ex vitro: Cây con trồng trong nhà kính với nhiệt độ ban ngày 25 ± 2°C, nhiệt độ ban 

đêm 15 ± 2°C, độ ẩm trung bình 75 – 80%, độ che sáng 50%, pH đất 6,5. 

2.3.6. Phân tích thống kê 

Trên cơ sở phân tích khả năng khuếch đại thành công của các cặp primer với 

các vùng gen tương ứng cho tỷ lệ khuếch đại thành công cao nhất cho tất cả các 

mẫu sẽ được chọn để giải trình tự DNA. Sản phẩm PCR được giải trình tự tại công 

ty Macrogen (10F, 254 Beotkkot-ro geumcheon-gu, Soul 08511, Rep. of Korea). 

Các trình tự được hiệu chỉnh bằng phần mềm ATGC và kiểm tra các sai lệch. 

Đánh giá mức độ tương đồng và độ bao phủ của các trình tự DNA với các trình tự 
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có sẵn trên cơ sở dữ liệu NCBI bằng BLAST. Cây phát sinh loài được xây dựng 

bằng phần mềm MEGA 7.0 với hệ số bootstrap 1000. 

Các dữ liệu về thí nghiệm trong ống nghiệm được xử lý bằng phần mềm 

Microsoft Excel® 2010 và phần mềm SPSS 20.0 với phép thử Duncan ở p < 0,05 [119]. 

2.3.7. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 

Địa điểm nghiên cứu: Phòng sinh học phân tử và chọn tạo giống cây trồng, 

Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên; Viện Nghiên cứu CNSH & MT thuộc 

Trường Đại học Nông Lâm thành phố Hồ Chí Minh; Trung tâm Công nghệ Sinh 

học TP. HCM; Phòng Công nghệ sinh học thuộc Trường Đại học Khoa học Tự 

nhiên thành phố Hồ Chí Minh; Trường Cao đẳng Nghề Đà Lạt. 

Thời gian nghiên cứu 

Thời gian thực hiện đề tài: 5/2017 - 5/2022.  

Thí nghiệm khảo sát về sinh học phân tử từ tháng 7/2017 - 7/2019. 

Thí nghiệm khảo sát về phát sinh hình thái, phát sinh phôi từ tháng 7/2019 - 9/2020. 

Thí nghiệm khảo sát về nhân giống từ tháng 10/2020 - 6/2021. 

Thí nghiệm khảo sát sự thích nghi của cây con ngoài vườn ươm từ tháng 6/2021 - 

12/2021. 
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CHƯƠNG 3 

KẾT QUẢ 

VÀ THẢO LUẬN 
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3.1. Đánh giá đa dạng di truyền và xác định giới tính cây Kiwi dựa trên chỉ 

thị phân tử  

3.1.1. PCR và giải trình tự DNA 

Kết quả kiểm tra độ tinh sạch DNA cho thấy các mẫu có độ tinh sạch cao với 

OD260/OD280 nằm trong khoảng 1,8 - 2,0. Nồng độ DNA tổng số ở các mẫu nằm 

trong khoảng 111,2 - 280 ng/µl đảm bảo tiêu chuẩn và chất lượng (Phụ lục 3). 

Kết quả PCR của 20 mẫu Kiwi được nghiên cứu (trong đó mẫu Actinidia 1 

và Actinidia 2 là hai mẫu tự nhiên được thu trong nước và 18 mẫu còn lại là các 

mẫu nhập nội) dựa trên các vùng rbcL, matK, ITS với các primer tương ứng rbcL1-

F và rbcL 724-R; matK-KIM3-F và matK-KIM1-R; ITS1-5F và ITS4-R cho thấy 

các băng xuất hiện rõ. Tỷ lệ khuếch đại của các vùng DNA barcode khác nhau với 

primer chuyên biệt cho từng barcode cho tỷ lệ khuếch đại khác nhau. Sản phẩm 

PCR của các mẫu Kiwi khuếch đại thành công dựa trên các vùng rbcL, matK, ITS 

được giải trình tự tại công ty Macrogen (10F, 254 Beotkkot-ro geumcheon-gu, Soul 

08511, Rep. of Korea). Các trình tự DNA sau khi được hiệu chỉnh trình tự bằng 

phần mềm ATGC có kích thước lần lượt rbcL (701 -720 bp), matK (773 - 858 bp), 

ITS (706 - 715 bp) (Bảng 3.1). 

Bảng 3.1. Tỷ lệ khuếch đại các vùng DNA barcode rbcL, matK, ITS của 20 mẫu 

Kiwi nghiên cứu 

TT 

 rbcL matK ITS 

Mẫu 

Sản 

phẩm 

PCR 

Kích 

thước 

DNA 

(bp) 

Sản 

phẩm 

PCR 

Kích 

thước 

DNA 

(bp) 

Sản 

phẩm 

PCR 

Kích 

thước 

DNA 

(bp) 

1 Actinidia 1 x 712 x 855 x 706 

2 Actinidia 2 x 710 x 853 x 707 

3 Actinidia 3 x 710 x 773 x 717 

4 Actinidia 4 x 718 - - - - 

5 Actinidia 5 x 707 x 850 x 722 
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TT 

 rbcL matK ITS 

Mẫu 

Sản 

phẩm 

PCR 

Kích 

thước 

DNA 

(bp) 

Sản 

phẩm 

PCR 

Kích 

thước 

DNA 

(bp) 

Sản 

phẩm 

PCR 

Kích 

thước 

DNA 

(bp) 

6 Actinidia 6 x 708 x 858 x 708 

7 Actinidia 7 x 706 x 850 x 711 

8 Actinidia 8 x 706 x 779 x 711 

9 Actinidia 9 x 701 x 773 x 712 

10 Actinidia 10 x 720 x 800 x 715 

11 Actinidia 11 x 701 - - - - 

12 Actinidia 12 x 708 x 775 x 706 

13 Actinidia 13 x 711 x 774 x 710 

14 Actinidia 14 x 710 x 776 - - 

15 Actinidia 15 x 701 x 773 x 709 

16 Actinidia 16 x 701 - - - - 

17 Actinidia 17 - - - - x 708 

18 Actinidia 18 x 712 x 773 - - 

19 Actinidia 19 x 715 x 773 x 706 

20 Actinidia 20 x 701 x 775 x 706 

Tỷ lệ khuếch đại 

và giải trình tự 

DNA (%) 

19/20 

(95%) 

19/19 

(100%) 

16/20 

(80%) 

16/16 

(100%) 

15/20 

(75%) 

15/15 

(100%) 

 ‘-‘: là ký hiệu tại vị trí của trình tự DNA bị mất nucleotide so với các trình tự 

DNA còn lại. 

Kết quả khuếch đại vùng rbcL, matK, ITS với các cặp mồi đặc trưng trên 20 

mẫu Kiwi cho thấy tỷ lệ khuếch đại giữa các vùng có sự khác nhau lần lượt là 95%, 
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80% và 75%. Tỷ lệ giải trình tự của các vùng gen này đạt 100% trên các mẫu 

khuếch đại thành công. Một số nghiên cứu trước đây lại cho tỷ lệ khuếch đại đạt 

100% nhưng tỷ lệ giải trình tự thành công chỉ đạt từ 72 - 99,3% [90]. Theo Huang, 

các loài Actinidia có sự biến đổi về mặt sinh học rất lớn khi trồng ở các vùng khí 

hậu và địa lý khác nhau, đồng thời chúng dễ dàng lai với nhau trong tự nhiên và tạo 

ra giống lai trong tự nhiên [1]. Điều này chứng tỏ có sự biến đổi về mặt di truyền 

của một số loài trong chi Actinidia. 

3.1.2. Đánh giá, định danh, phân tích mối quan hệ di truyền của các mẫu cây 

Kiwi 

Các trình tự sau khi hiệu chỉnh bằng BLAST trên NCBI và cây phát sinh loài 

được xây dựng bằng phần mềm MEGA 7.0 với hệ số bootstrap là 1000 cho kết quả 

cho thấy trình tự tương đồng và mức độ bao phủ của các DNA barcode nghiên cứu và 

trình tự trên NCBI của các mẫu Kiwi nghiên cứu là vùng rbcL (99% - 100%, 97,7 - 

100%), matK (99,7% - 100%, 99 - 100%), ITS (87% - 100%, 95,6 - 100%). Điều này 

cho thấy các trình tự vùng rbcL, matK, ITS khuếch đại của các mẫu nghiên cứu có 

mức độ tương đồng cao so với các trình tự đã được công bố trên NCBI.  

Kết quả phân tích trình tự DNA của các mẫu Kiwi bằng phần mềm MEGA 

7.0 cho kết quả vùng bảo tồn của rbcL là 694/701, vùng biến đổi là 7/701, chỉ số Pi 

là 6/701; vùng bảo tồn của matK là 766/773, vùng biến đổi là 7/773, chỉ số Pi là 

3/773 và vùng bảo tồn của ITS2 675/706, vùng biến đổi là 68/706, chỉ số Pi là 

22/706 (Phụ lục 3; Phụ lục 4; Phụ lục 5). 

Từ kết quả trên chúng tôi xây dựng cây phát sinh loài dựa trên trình tự DNA 

các vùng rbcL, matK, ITS của các mẫu Kiwi bằng phần mềm MEGA 7.0 để phân 

tích mối quan hệ di truyền. 

3.1.2.1. Kết quả phân tích sự khác biệt giữa các trình tự rbcL của 19 mẫu Kiwi thu 

thập 

Trình tự DNA vùng rbcL giữa 19 mẫu Kiwi có sự khác nhau tại các vị trí 47 

(T/A), 272 (G/A), 388 (A/G), 640 (G/A), 661 (T/A), 673 (T/A/C), 675 (T/C) (Phụ lục 4). 
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Hình 3.1. Cây phát sinh chủng loài của 19 mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA 

của vùng rbcL và trình tự tham chiếu trên NCBI 

Dựa trên kết quả khuếch đại và giải trình tự thành công vùng rbcL của 19/20 

mẫu Kiwi thu thập, mối quan hệ di truyền giữa các mẫu này và 9 mẫu tham chiếu trên 

GeneBank được xây dựng (Hình 3.1). Kết quả thiết lập cây phát sinh chủng loài chia 

các mẫu Kiwi phân tích thành bốn nhóm chính. Trong đó, 10 mẫu Kiwi thu thập 
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thuộc nhóm I, cùng nhóm với các mẫu tham chiếu thuộc các loài như A. eriantha, A. 

venosa, A. latifolia, A. rufa và 9 mẫu Kiwi còn lại thuộc nhóm III, cùng nhóm với các 

mẫu tham chiếu thuộc các loài như A. deliciosa, A. chinesis. Đối với nhóm II chỉ gồm 

các mẫu tham chiếu thuộc các loài A. arguta, A. kolomika và nhóm IV chỉ gồm một 

mẫu tham chiếu thuộc loài A. valvata. Kết quả phân tích dựa trên trình tự vùng rbcL 

của 19 mẫu Kiwi cho thấy rằng nguồn gốc di truyền của các mẫu Kiwi thu thập chỉ 

tập trung ở một số loài nhất định và có sự phân chia thành 2 nhóm rõ rệt (Phụ lục 4). 

3.1.2.2. Kết quả phân tích sự khác biệt giữa các trình tự matK của 16 mẫu Kiwi thu 

thập 

 Dựa trên kết quả khuếch đại và giải trình tự thành công vùng matK của 16/20 

mẫu Kiwi thu thập, mối quan hệ di truyền giữa các mẫu này và 9 mẫu tham chiếu trên 

GeneBank được xây dựng (Hình 3.2). Cây phát sinh chủng loài của 16 mẫu Kiwi và 9 

trình tự tham chiếu chia làm 2 nhóm chính. Trong đó, nhóm II gồm 3 trình tự tham 

chiếu thuộc 3 loài A. arguta, A. kolomika, A. valvata, nhóm I gồm 16 mẫu Kiwi và 6 

trình tự tham chiếu thuộc các loài A. eriantha, A. venosa, A. latifolia, A. rufa, A. 

deliciosa và A. chinensis. Nhóm I chia làm 2 phân nhóm IA và IB, chỉ mẫu Actinidia 

2 thuộc nhóm IB, còn 15 mẫu Kiwi còn lại thuộc nhóm IA. Kết quả phân tích nhóm 

IA cho thấy 15 mẫu Kiwi thuộc chung một nhóm di truyền và tách riêng với nhóm 

còn lại gồm chỉ một mẫu tham chiếu thuộc loài A. rufa. Điểm đáng chú ý trong 15 

mẫu Kiwi này cho thấy 2 mẫu Actinidia 3 và Actinidia 5 không có sự khác biệt và 

tách riêng với nhóm kia gồm 13 mẫu Kiwi còn lại. Kết quả phân tích dựa trên trình tự 

vùng matK của 16 mẫu Kiwi cho thấy rằng nguồn gốc di truyền của 15/16 mẫu Kiwi 

thu thập có mối quan hệ gần với 2 loài A. deliciosa và A. chinensis, trong khi đó mẫu 

Actinidia 2 còn lại có thể có mối quan hệ gần với loài A. erianth hoặc A. latifolia. 

Trình tự DNA vùng matK giữa 16 mẫu Kiwi có 7 vị trí sai khác giữa các 

trình tự với nhau. Trong đó, ở vị trí sai khác 457 có sự thay đổi giữa nucleotide G 

hoặc A và một số trình tự mất một số nucleotide ở vị trí này (Phụ lục 5). 

Kết quả phân tích tỉ lệ phân nhóm di truyền của các mẫu Kiwi thu thập dựa 

trên vùng matK cho thấy chỉ có mẫu Kiwi thu thập từ nguồn tự nhiên Việt Nam thuộc 

một nhóm, tách riêng với các mẫu còn lại. Trong đó, mẫu cây Kiwi thu thập từ nguồn 

tự nhiên Việt Nam có mối quan hệ di truyền gần với 12 mẫu Kiwi thương mại.  
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Hình 3.2. Cây phát sinh chủng loài của 16 mẫu Kiwi dựa trên trình 

tự DNA của vùng matK 

3.1.2.3. Kết quả phân tích sự khác biệt giữa các trình tự ITS của 15 mẫu Kiwi thu 

thập 

Phân tích trình tự DNA vùng ITS của 15 mẫu Kiwi cho thấy có sự khác nhau 

ở 68 vị trí của các trình tự nghiên cứu. Vùng ITS nằm trong nhân nên trong quá 

trình lai tạo đã làm biến đổi một số vị trí nucleotide trên trình tự DNA do đó có 

nhiều sự biến đổi hơn so với các trình tự DNA các vùng gen trong lục lạp. 
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Hình 3.3. Cây phát sinh chủng loài của 15 mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA của 

vùng ITS 
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Dựa trên kết quả khuếch đại và giải trình tự thành công vùng ITS của 15/20 

mẫu Kiwi thu thập, mối quan hệ di truyền giữa các mẫu này và 10 mẫu tham chiếu trên 

GeneBank được xây dựng (Hình 3.3). Cây phát sinh chủng loài của 15 mẫu Kiwi và 10 

trình tự tham chiếu chia làm 7 nhóm chính. Trong đó, nhóm IV, V, VI, VII bao gồm 

các trình tự tham chiếu thuộc các loài A. kolomika, A. valvata, A. lasioclada, A. arguta. 

Nhóm III gồm mẫu Actinidia 2 và trình tự tham chiếu của loài A. latifolia. Nhóm II 

gồm 3 mẫu Actinidia 12, Actinidia 19 và 20 và 2 trình tự tham chiếu thuộc loài A. 

callosa và A. rufa. Kết quả phân nhóm 11 mẫu Kiwi còn lại cùng nhóm với 2 trình tự 

tham chiếu thuộc 2 loài A. deliciosa và A. chinensis. Kết quả phân tích dựa trên trình tự 

vùng ITS của 15 mẫu Kiwi cho thấy rằng nguồn gốc di truyền của chúng có thể từ 3 

nhóm di truyền khác nhau như sau: nhóm thứ nhất gồm 11 mẫu Kiwi có quan hệ di 

truyền gần gũi, nhóm 2 gồm 3 mẫu Actinidia 12, Actinidia 19 và Actinidia 20, nhóm 

còn lại chỉ có mẫu Actinidia 2 và tương đối tách biệt với 2 nhóm kia (Phụ lục 6). 

Kết quả cho thấy, trình tự DNA vùng rbcL và matK trong lục lạp có 7 vị trí 

sai khác trong khi đó vùng ITS trong nhân có 68 vị trí sai khác. Điều này cho thấy, 

vùng gen trong lục lạp có sự bảo tồn và ít biến đổi hơn so với vùng gen trong nhân. 

Do các vùng trong nhân bị biến đổi trong quá trình lai tạo nên giữa các vùng DNA 

trong nhân có sự sai khác nhiều. 

Dựa trên kết quả phân tích mối quan hệ di truyền của 20 mẫu Kiwi thu thập 

dựa trên từng vùng trình tự như rbcL, matK, ITS riêng rẽ cho thấy đa số các mẫu thu 

thập có quan hệ di truyền gần với hai loài Actinidia deliciosa và Actinidia chinesis. 

Trong đó mẫu Actinidia 2 có nguồn gốc gần với loài Actinidia latifolia và có nguồn 

gốc tương đối tách biệt so với các mẫu Kiwi còn lại. Kết quả phân tích mối quan hệ di 

truyền dựa trên từng vùng trình tự cũng cho thấy có sự khác nhau nhất định giữa các 

cây phát sinh loài. Điều này có thể giải thích do một số nguyên nhân: (1) khả năng lai 

tạo tự do giữa các loài thuộc chi Actinidia với nhau từ đó dẫn đến nguồn gốc loài 

thường phức tạp khi phân tích dựa trên di truyền DNA [120,7]; (2) sự phức tạp trong 

di truyền lục lạp ở các loài thuộc chi này, trong đó lục lạp được di truyền từ bố còn ty 

thể di truyền từ mẹ [121]; (3) mức độ đa bội ở các loài tự nhiên và lai tạo ở Kiwi là 

tương đối khác biệt từ nhị bội đến lục bội, một số loài có thể có bát bội thập bội hay 

nhiều hơn [40,8] Đây cũng là một phần lý do sự phức tạp trong phân tích giới tính 

đực/cái ở cây Kiwi cũng như việc phân tích nguồn gốc của các loài trong tự nhiên. 
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3.1.2.4. Vùng matK + ITS 

Hình 3.4. Cây phát sinh chủng loài của 14 mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA của 

vùng matK + ITS 

Cây phát sinh chủng loài của 14 mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA kết hợp 

các vùng matK+ ITS chia làm 3 nhóm chính (Hình 3.4). Nhóm I chia làm 2 nhóm 

nhỏ gồm nhóm IA gồm các mẫu Actinidia 1, 6, 7, 8, 10 và nhóm IB gồm các mẫu 

Kiwi 9, 13, 15, nhóm IC gồm các mẫu Actinidia 3, 5. Nhóm II gồm 3 mẫu Actinidia 

12, 19, 20. Nhóm III gồm các mẫu Actinidia 2 (Hình 3.4). Songzhi Xu và cộng sự 

(2015) đã nghiên cứu trên Dendrobium, một trong những chi lớn nhất của thực vật 

có hoa, chứa nhiều loài quan trọng trong bảo tồn đa dạng sinh học. Dendrobium là 

một nhóm nổi tiếng khó xác định loài nên nhóm tác giả này đã kết hợp hai vùng 

matK + ITS để xác định 184 loài Dendrobium. ITS + matK là mã vạch tối ưu dựa 

trên tất cả các phương pháp đánh giá. Hơn nữa, hiệu quả của ITS + matK đã được 

xác minh trong bốn chi lớn khác bao gồm Ficus, Lysimachia, Paphiopedilum và 

Pedicularis trong nghiên cứu này. Do đó, CBOL đã đề xuất kết hợp ITS + matK 

làm mã vạch DNA cốt lõi cho các chi thực vật có hoa lớn [122]. 
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3.1.2.5. Vùng rbcL + matK + ITS 

Cây phát sinh chủng loài của 14 mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA kết hợp 

các vùng rbcL + matK + ITS chia làm 3 nhóm chính. (Hình 3.5). Nhóm I chia làm 3 

nhóm nhỏ gồm nhóm IA gồm các mẫu Actinidia 6, 7, 8, 1, 10, nhóm IB gồm các 

mẫu Actinidia 9, 13, 15, nhóm IC gồm các mẫu Actinidia 3, 5. Nhóm II gồm 3 mẫu 

Actinidia 12, 19, 20. Nhóm III gồm mẫu Actinidia 2. 

Hình 3.5. Cây phát sinh chủng loài của 14 mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA 

của vùng rbcL + matK + ITS 

Từ các kết quả nghiên cứu trên cho thấy, các vùng gen khác nhau có hiệu quả 

đánh giá mối quan hệ di truyền và xác định giống khác nhau. Trong nghiên cứu này cho 

thấy vùng gen trong lục lạp có sự bảo tồn cao hơn trong nhân. Trong đó khi sử dụng hai 

vùng gen rbcL và matK cho sự khác biệt của các trình tự nghiên cứu là 7 vị trí trong khi 

đó vùng ITS trong nhân cho sự khác biệt giữa các trình tự với 68 vị trí khác biệt. 

Vùng ITS trong nhân cho nhiều vị trí sai khác như vậy do trong quá trình sinh 

trưởng và phát triển đã xảy ra quá trình lai tạo dẫn đến trình tự DNA trong nhân có sự 

biến đổi đồng thời đặc điểm di truyền của cây Kiwi dễ ảnh hưởng bởi điều kiện môi 
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trường bên ngoài. Đồng thời khi kết hợp nhiều trình tự DNA của các vùng gen cho thấy 

có hiệu quả hơn trong việc sử dụng từng vùng gen riêng lẻ (Hình 3.5). Zang (2012) cho 

rằng rbcL và matK là mã vạch cốt lõi trong thực vật, nhưng chúng không đủ mạnh để 

phân biệt giữa các nhóm thực vật có quan hệ họ hàng gần. Mã vạch kết hợp cần được 

đánh giá để cải thiện mức độ phân biệt giữa các loài thực vật. Kết quả nghiên cứu ở lan 

hồ điệp Paphiopedilum, cho thấy khi kết hợp hai vùng ITS + matK cho kết quả khoảng 

cách trung bình giữa các loài lớn hơn so với khi sử dụng vùng riêng lẻ matK là (0,8%) 

và khi kết hợp ITS + matK + rbcL làm mã vạch cốt lõi ở Lysimachia, kết quả cho thấy 

có sự phân kỳ giữa các vùng đặc hiệu là (4,4%) [123]. Như vậy, khi đánh giá các kết 

quả phân tích di truyền các mẫu nghiên cứu dựa trên từng vùng gen riêng lẻ và kết hợp 

cho thấy sự kết hợp giữa 2 vùng gen matK+ ITS hay 3 vùng gen rbcL+matK+ITS có 

hiệu quả hơn khi phân tích dựa trên từng vùng gen đơn lẻ. 

3.1.3. Xác định giới tính Kiwi dựa trên chỉ thị phân tử 

 Kết quả kiểm tra nồng độ và độ tinh sạch của DNA hệ gen sau khi ly trích 

được (Bảng 3.5) cho thấy DNA của 8 mẫu Kiwi đều được ly trích thành công. DNA 

thu được có độ tinh sạch cao (OD260/OD280 nằm trong khoảng 1,8 - 2,0). 

Bảng 3.2. Kết quả ly trích DNA tổng số 

Mẫu 1 2 3 4 5 6 7 8 

Nồng độ 

(ng/µl) 
99,76 51,57 127,8 38,74 36,38 31,20 53,19 41,44 

OD260/280 2,046 2,017 1,942 1,962 1,877 1,926 1,956 1,933 

Kết quả điện di và kiểm tra sản phẩm PCR cho thấy tất cả mẫu cái (1, 2, 3, 4, 

5 và 6) đều không cho băng. Trong khi đó, kết quả khuếch đại đã thành công trên 

đoạn gen có kích thước 770 bp trên nhiễm sắc thể Y giúp nhận diện 2 mẫu đực cây 

số 7 và cây số 8 (Hình 3.6). 

Nghiên cứu của Akagi (2019) [124] đã chỉ ra rằng, nhiễm sắc thể Y ngăn 

chặn sự phát triển của các cơ quan hoa cái và thúc đẩy sự phát triển hoa đực và sự 

biểu hiện của nó ở cây Kiwi dẫn đến sự phát triển cây đơn tính; Điều này xuất hiện 

ở tất cả các loài trên các cá thể riêng biệt và cơ chế này đã phát triển trước khi hình 

loài và trước khi đa bội hóa. Cây cái tạo ra những hoa hoàn hảo về mặt hình thái với 



56 
  

nhụy và nhị hoa phát triển tốt, tuy nhiên, nhị của chúng tạo ra phấn hoa không thể 

sống được; trong khi đó hoa của cây đực có bầu noãn nhỏ, không có noãn nhưng 

nhị của chúng có phấn hoa. Sự phát triển nhị ở hoa dừng lại ở giai đoạn đầu trong 

khi sự phát triển của hạt phấn trong nhụy hoa dừng lại ở giai đoạn phát triển rất 

muộn [99]. Vì vậy, việc phát hiện ra nhiễm sắc thể Y nhằm xác định giới tính của 

cây Kiwi có ý nghĩa rất quan trọng trong công tác nhân giống và bảo tồn nguồn gen. 

Ngoài ra, cây Kiwi cần 4 - 8 năm trồng ngoài tự nhiên mới có thể xác định được 

giới tính là một vấn đề lớn [8]. Vì vậy, chỉ thị phân tử rất hữu ích để xác định giới 

tính ở giai đoạn phát triển ban đầu. Hơn nữa, giới tính của cây rất khó phân biệt ở 

giai đoạn đầu của quá trình phát triển và trước khi ra hoa. Do đó việc xác định cây 

đực và cây cái đang trở thành ưu tiên của các nhà chọn giống, đặc biệt là trước khi 

nhân giống, vì điều này sẽ giúp cải thiện mùa vụ và tăng lợi nhuận [125]. Đối với 

cây Kiwi, do thời gian sinh trưởng dài từ 6-8 năm, nên việc xác định giới tính ở giai 

đoạn đầu quá trình phát triển là tiềm năng trong sản xuất giống cây trồng.  

Hình 3.6. Kết quả điện di và kiểm tra sản phẩm PCR 

Marker (-): Đối chứng âm mẫu nước cất; (+): Đối chứng 

dương cây đực chứa nhiễm sắc thể Y; (1): Actinidia 1; (2): 

Actinidia 2; (3): Actinidia 5; (4): Actinidia 7; (5): Actinidia 8; 

(6): Actinidia 9; (7): Actinidia 10; (8): Actinidia 13 

Dựa trên kết quả xác định giới tính của 8 mẫu cây Kiwi thuộc 03 loài A. 

deliciosa; A. latifolia; A. chinensis; chỉ có 02 mẫu thuộc loài A. chinensis có giới 

tính đực là mẫu Actinidia 7 và mẫu Actinidia 8. Do đó, mẫu đực của cây Actinidia 7 

được sử dụng làm nguồn vật liệu để nhân giống in vitro trong thí nghiệm tiếp theo. 
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3.2. Ứng dụng vi nhân giống cây Kiwi phục vụ công tác nhân giống 

3.2.1. Tạo nguồn mẫu in vitro 

3.2.1.1. Khử trùng bề mặt mẫu cấy và tái sinh chồi 

Kết quả ghi nhận được cho thấy, các chất khử trùng mẫu cấy khác nhau 

(AgNPs, HgCl2 và NaOCl) ảnh hưởng khác nhau lên khả năng khử trùng bề mặt 

mẫu cấy và cảm ứng mô sẹo sau 4 tuần nuôi cấy (Bảng 3.3). Kết quả ghi nhận được 

cho thấy rằng AgNPs và các chất khử trùng thông dụng có hiệu quả trong khử trùng 

bề mặt mẫu lá và cảm ứng mô sẹo sau 4 tuần nuôi cấy (Bảng 3.3). Tuy nhiên, nồng 

độ AgNPs tăng từ 100 ppm đến 500 ppm thì tỷ lệ mẫu nhiễm càng giảm (53,33% 

giảm xuống 15,56%) và tỷ lệ mẫu hoại tử càng tăng (6,67% tăng lên 60,00%) sau 4 

tuần nuôi cấy. Ngoài ra, những mẫu lá được khử trùng bề mặt với AgNPs, HgCl2 và 

NaOCl đều cho cảm ứng mô sẹo và tỷ lệ cảm ứng mô sẹo đạt cao nhất là 51,11% 

đối với mẫu lá được khử trùng bề mặt với 200 ppm AgNPs (Bảng 3.3). Quan sát sự 

sinh trưởng của mẫu cấy đến tuần thứ 8 cho thấy, mẫu lá có nguồn gốc khử trùng 

bằng AgNPs cho khả năng tái sinh chồi cũng như sinh trưởng của chồi tốt hơn so 

với 2 chất khử trùng còn lại (Bảng 3.4 và Hình 3.7 a, b). 

Bảng 3.3. Ảnh hưởng của các chất khử trùng lên khả năng khử trùng bề mặt mẫu 

cấy và cảm ứng mô sẹo sau 4 tuần nuôi cấy 

Chất khử 

trùng 
Nồng độ 

Tỷ lệ mẫu 

nhiễm 

(%) 

Tỷ lệ mẫu 

hoại tử 

(%) 

Tỷ lệ mẫu sống 

và cảm ứng mô 

sẹo (%) 

Hình thái mẫu 

AgNPs 

100 ppm 53,33a 6,67d 40,00b 
Mẫu cấy hầu hết bị 

nhiễm 

200 ppm 35,56b 13,33cd 51,11a 
Mẫu cấy xanh và ít 

tổn thương  

300 ppm 33,33b 31,11b 35,56b 

Mẫu cấy chuyển sang 

màu nâu và bị tổn 

thương nhiều 

500 ppm 15,56c 60,00a 24,44c 
Mẫu cấy hầu hết bị 

hoại tử hoặc chết 
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Chất khử 

trùng 
Nồng độ 

Tỷ lệ mẫu 

nhiễm 

(%) 

Tỷ lệ mẫu 

hoại tử 

(%) 

Tỷ lệ mẫu sống 

và cảm ứng mô 

sẹo (%) 

Hình thái mẫu 

HgCl2 1 g/L 22,22c 40,00b 37,78b 

Mẫu cấy hầu hết 

chuyển sang màu 

trắng và bị tổn thương 

NaOCl 10 g/L 48,89a 17,78c 33,33b 
Mẫu cấy bị nhiễm 

nhiều 

* Những chữ cái khác nhau trên cùng 1 cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa ở p < 

0,05 theo phép thử Duncan. 

Bảng 3.4. Sự tái sinh chồi từ mẫu cấy lá Kiwi được khử trùng bằng AgNPs, HgCl2 

và NaOCl sau 8 tuần nuôi cấy 

Nguồn gốc mẫu cấy Số chồi/mẫu Khối lượng tươi (g) Khối lượng khô (g) 

HgCl2 3,33b 2,33b 0,60b 

NaOCl 4,66ab 3,02ab 0,85ab 

AgNPs 6,33a 3,82a 1,46a 

* Những chữ cái khác nhau trên cùng 1 cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa ở p < 

0,05 theo phép thử Duncan. 

Khi nghiên cứu về khả năng khử trùng bề mặt mẫu cấy của các chất khử 

trùng, các nhà khoa học thường sử dụng AgNPs, HgCl2 và NaOCl để khử trùng các 

loại mẫu cấy khác nhau (lá, đốt thân, chồi ngủ,…) [60,126]. Trong lĩnh vực sinh 

học - nông nghiệp, đặc biệt là nuôi cấy mô, tế bào và cơ quan thực vật AgNPs được 

sử dụng như là một chất bổ sung vào môi trường nuôi cấy nhằm gia tăng sinh 

trưởng, phát triển, tích lũy hoạt chất thứ cấp, khắc phục các hiện tượng bất 

thường,... [127,128]. Gần đây, AgNPs được sử dụng như là tác nhân khử trùng mẫu 

cấy cây African violet [129], Rong bắp sú [130], cây Cúc [126], cây Dâu tây [131], 

cây sâm Ngọc Linh [132]. Trong nghiên cứu này, 200 ppm AgNPs không những có 

vai trò trong khử trùng mẫu cấy mà AgNPs còn có tác dụng ít làm tổn thương mẫu 

cấy như chất khử trùng HgCl2 và NaOCl. Kết quả của nghiên cứu này một lần nữa 

chứng minh hiệu quả của AgNPs trong khử trùng bề mặt mẫu cấy lá của cây Kiwi 

và có thể thay thế chất khử trùng truyền thống. 
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3.2.1.2. Tăng sinh cụm chồi 

Kết quả ghi nhận được cho thấy, các dịch chiết hữu cơ có hiệu quả lên khả 

năng tăng sinh cụm chồi sau 8 tuần nuôi cấy (Bảng 3.5). 

Bảng 3.5. Ảnh hưởng của dịch chiết hữu cơ lên khả năng tăng sinh cụm chồi Kiwi 

sau 8 tuần nuôi cấy 

Dịch 

chiết 

hữu cơ 

Nồng 

độ (%) 

Chiều 

cao chồi 

(cm) 

Số 

lá/chồi 

Khối 

lượng tươi 

(g) 

Hình thái chồi 

ĐC 0 3,05bc 2,67bcd 1,65c Các chồi nhỏ 

Nước 

dừa 

5 2,90bcd 2,33cd 1,83bc Chồi khỏe, lá thật và nhỏ được 

bao phủ bởi những sợi lông 

ngắn, màu trắng 
10 3,27b 3,33abc 2,40b 

15 3,30b 3,33abc 2,46b Chồi khỏe, lá thật và lớn được 

bao phủ bởi những sợi lông 

ngắn, màu trắng 
20 3,89a 4,33a 3,33a 

Chuối 

xanh 

5 2,80cd 2,67bcd 1,59e Chồi nhỏ và không đều, lá nhỏ 

10 3,02bc 4,00ab 2,36b Chồi khỏe, lá thật và nhỏ được 

bao phủ bởi những sợi lông 

ngắn, màu trắng 15 2,61de 3,33abc 2,27bc 

20 2,28ef 2,00cd 1,76cde Chồi nhỏ, lá thật và nhỏ bao 

phủ bởi những sợi lông ngắn, 

màu trắng 

Khoai 

tây 

5 2,27ef 2,00cd 1,57e 

10 2,66cde 3,33abc 2,14bcd Chồi nhỏ, lá thật và lớn bao phủ 

bởi những sợi lông ngắn, màu 

trắng 
15 1,94g 2,33cd 1,69de 

20 1,44h 1,67d 1,50e 

Chồi nhỏ, lá thật và nhỏ bao 

phủ bởi những sợi lông ngắn, 

màu trắng 

* Các chữ cái khác nhau được hiển thị trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt 
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đáng kể ở mức p < 0,05 trong phép thử Duncan. 

Môi trường nuôi cấy bổ sung 20% (v/v) nước dừa cho hiệu quả tăng sinh cụm 

chồi tối ưu hơn các nồng độ nước dừa khác và dịch chiết khoai tây và chuối xanh 

(Bảng 3.5 và hình 3.7c, d). Cúc và cộng sự (2014) [35] đã nghiên cứu ảnh hưởng của 

một số hợp chất hữu cơ như chuối, khoai tây, nước dừa trên Paphiopedilum delenatii, 

kết quả cho thấy cả ba nhóm hợp chất hữu cơ đều có tác dụng làm gia tăng số lượng 

chồi. Trong đó, chuối có tác động mạnh lên quá trình tạo chồi và số chồi đạt cao nhất 

ở nồng độ 20 g/L với 3,8 chồi/mẫu cấy. Chen (1998) [128] ghi nhận môi trường có 

chứa dịch chiết của chuối, cà rốt, khoai tây, nước dừa giúp cây lan Oncidium phát 

triển tốt nhất với chiều cao, số lá, số rễ, chiều dài rễ, trọng lượng tươi và trọng lượng 

khô cao hơn đáng kể so với đối chứng. Islam và cộng sự (2000) [133] báo cáo chiết 

xuất khoai tây và chuối chứa niacin và các vitamin khác, trong đó niacin và thiamine 

giúp tăng cường sự phát triển của chồi và cây con [134]. 

Hình 3.7. Tạo nguồn mẫu in vitro cây Kiwi 

A, B: Tái sinh chồi từ mẫu lá khử trùng bằng HgCl2 và AgNPs sau 8 tuần 
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nuôi cấy (Thước đo: 1 cm) 

C, D: Tăng sinh cụm chồi trên môi trường không bổ sung dịch chiết hữu cơ 

và bổ sung 20% nước dừa sau 8 tuần nuôi cấy (Thước đo: 2 cm). 

3.2.2. Hiệu quả sự hình thành và phát sinh phôi soma của Kiwi từ gân lá chính 

và cuống lá thông qua công nghệ nuôi cấy lớp mỏng tế bào (TCL) 

3.2.2.1. Phát sinh phôi vô tính thông qua nuôi cấy gân lá chính mv-tTCL và mv-

lTCL  

Kết quả cho thấy mẫu cấy gân lá chính của Kiwi được cắt bằng kỹ thuật TCL 

(mv-tTCL và mv-lTCL) ảnh hưởng đáng kể đến phát sinh phôi vô tính (Bảng 3.6 và 

Hình 3.8 a-x). Cảm ứng phát sinh phôi cho thấy, số phôi vô tính phát sinh trên mỗi 

mẫu cấy là khác nhau và có ý nghĩa giữa các mẫu cấy tTCL và lTCL (Bảng 3.6). 

Cảm ứng phôi vô tính (14,00 - 14,66 ngày) thể hiện trong các mẫu ¼ mv-lTCL và ½ 

mv-tTCL được nuôi cấy trên môi trường cảm ứng phôi bổ sung 0,02 mg/L NAA, 

0,5 mg/L TDZ, 30 g/L đường và 8 g/L agar sớm hơn so với những loại khác. 

Các phôi vô tính chủ yếu hình thành theo chiều dọc của vết thương ở gân chính 

của lá, có màu trắng và xanh nhạt. Số lượng phôi soma trên mỗi mẫu cao nhất (10,66 

phôi) và GCFTCL (21,04) được ghi nhận trên mẫu ½ mv-tTCL. Trong khi đó, ở mẫu 

cấy 1/8 mv-lTCL trên môi trường cảm ứng phôi cho thấy cảm ứng phát sinh phôi vô 

tính muộn nhất (20,66 ngày) (Bảng 3.6). Đối với mẫu ½ mv-tTCL được nuôi cấy trên 

môi trường cảm ứng phôi, cảm ứng phôi vô tính là 98,67% (Bảng 3.6 và Hình 3.8f). 

Kết quả cũng cho thấy mẫu cấy có kích thước nhỏ hơn, số lượng phôi soma trên mỗi 

mẫu được hình thành thấp hơn trên cả mẫu mv-tTCL và mv-lTCL (Bảng 3.6). Trọng 

lượng tươi của các cụm phát sinh phôi cũng được ghi nhận là có sự khác biệt đáng kể, 

kích thước mẫu cấy nhỏ hơn, trọng lượng tươi của cụm thấp hơn. Đối với toàn bộ gân 

lá chính (đối chứng), khối lượng tươi của các cụm phôi vô tính (1568,00 mg) là lớn 

nhất. Tóm lại, phát sinh phôi vô tính từ nuôi cấy mẫu ½ mv-tTCL là tối ưu khi các gân 

chính của lá được sử dụng làm mẫu cấy trong quá trình cảm ứng phôi soma. 

3.2.2.2. Phát sinh phôi vô tính thông qua nuôi cấy cuống lá p-tTCL và p-lTCL  

Đối với mẫu cấy cuống lá, phát sinh phôi vô tính cũng được ghi nhận trong 

tất cả các mẫu TCL. Các mẫu p-tTCL và p-lTCL được nuôi cấy trên môi trường 

cảm ứng phôi ảnh hưởng đáng kể đến cảm ứng phôi vô tính, phát sinh phôi vô tính, 

số lượng phôi vô tính trên mỗi mẫu, tổng số phôi vô tính và trọng lượng tươi của 
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cụm phôi soma cũng như hình thái phôi vô tính (Bảng 3.7). 

Cảm ứng phát sinh phôi vô tính (15,33 - 16,33 ngày) được ghi lại trong mẫu ½ 

p-tTCL, p, ¼ p-lTCL, 1/6 p-lTCL và 1/8 p-lTCL sớm hơn trong mẫu ½ p-lTCL, mẫu 1/3 

p-tTCL và ¼ p-tTCL được nuôi cấy trên môi trường phát sinh phôi (Bảng 3.7). Mẫu ½ 

p-tTCL cho thấy số lượng phôi vô tính trên mỗi mẫu cao nhất (8,66 phôi) và GCFTCL 

thu được là 15,2. Đối với mẫu p-lTCL có kích thước nhỏ hơn như ¼ p-lTCL và 1/8 p-

lTCL, cảm ứng phôi vô tính sớm hơn là 16 ngày, trong khi đối với mẫu p-tTCL có kích 

thước lớn hơn như ½ p -tTCL, cảm ứng SE cũng sớm hơn là 15,33 ngày (Bảng 3.7). 

Phát sinh phôi vô tính (92,33%) là cao nhất ở mẫu 1/6 p-lTCL (Bảng 3.7). Kết quả cũng 

cho thấy khối lượng tươi của mẫu cấy tỷ lệ thuận với kích thước mẫu cấy, mẫu p-lTCL 

có kích thước từ ½ p-lTCL đến 1/8 p-lTCL cho kích thước giảm dần từ 977,66 mg 

xuống 459,66mg; tương tự đối với mẫu p -tTCL có kích thước từ ½ p -tTCL đến ¼ p-

tTCL cho kích thước giảm dần từ 954,33mg xuống 493,66mg. Hơn nữa, trọng lượng 

tươi của SE là cao nhất (1658,66 mg) ở mẫu đối chứng. 
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Bảng 3.6. Sự phát sinh phôi soma của Kiwi thông qua nuôi cấy lớp mỏng tế bào của mẫu gân chính lá (mv) sau 8 tuần nuôi cấy 

Mẫu TCL 

Cảm ứng phát 

sinh phôi soma 

(ngày) 

Tỷ lệ phát 

sinh phôi (%) 

Số lượng phôi 

soma trên mỗi 

mẫu cấy ** 

GCFTCL 

Khối lượng 

tươi của cụm 

phôi soma (mg) 

Hình thái của phôi soma 

mv (ĐC) 19,66b* 92,00b 10,00a 9,20cd 1568,00a 

Phôi soma với các hình dạng 

khác nhau (hình cầu, trái tim 

và ngư lôi) và màu sắc (trắng 

hoặc xanh lục nhạt) 

½ mv-lTCL 27,00a 72,33c 6,00b 8,68d 937,33b 

¼ mv-lTCL 14,00c 72,66c 6,66b 19,36ab 531,33d 

1/6 mv-lTCL 19,66b 54,00e 5,33b 17,27ab 419,66f 

1/8 mv-lTCL 20,66b 61,00d 2,66c 12,98bcd 412,33f 

½ mv-tTCL 14,66c 98,67a 10,66a 21,04a 945,00b Phôi soma với các hình dạng 

khác nhau (hình cầu, hình 

trái tim, hình ngư lôi và lá 

mầm) và màu sắc (trắng 

hoặc xanh đậm) 

1/3 mv-tTCL 19,66b 59,33d 6,00b 10,68cd 595,33c 

¼ mv-tTCL 20,00b 72,66c 5,33b 15,49abc 459,33e 

* Những chữ cái khác nhau được hiển thị trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa với độ tin cậy p < 0,05 trong phép 

phân tích Duncan. 

** Chỉ thu thập trên mẫu cấy có phát sinh phôi soma. 
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Nghiên cứu cho thấy mẫu cấy 1/8 p-lTCL được nuôi cấy trên môi trường phát 

sinh phôi cho kết quả phôi vô tính với tổng số phôi cao nhất (32,0 phôi). Tuy nhiên, 

các phôi vô tính được hình thành bởi mẫu cấy 1/8 p-lTCL có hình cầu, trái tim và hình 

ngư lôi trong khi mẫu cấy ½ p-tTCL ghi lại đầy đủ các hình dạng phát triển của các 

phôi vô tính (hình cầu, trái tim, ngư lôi và lá mầm), những phôi vô tính này có khả 

năng tái sinh chồi cao hơn so với các mẫu TCL khác. Bảng 3.7 cũng cho thấy rằng 

kích thước của mẫu cấy cũng ảnh hưởng đến sự phát triển của các phôi vô tính. Đối 

với mẫu cuống lá nguyên (1 × 10 mm) và ½ p-lTCL (Hình 3.8o), các phôi vô tính đạt 

đến giai đoạn hình quả ngư lôi; trong khi p-lTCL với TCL kích thước nhỏ hơn không 

cho thấy hình dạng ngư lôi và lá mầm sau 8 tuần nuôi cấy. 
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Hình 3.8. Phát sinh phôi soma từ gân chính của lá và cuống lá của Kiwi thông 

qua nuôi cấy lớp mỏng tế bào sau 8 tuần nuôi cấy 

a-h: Cụm phôi soma có nguồn gốc từ nuôi cấy lớp mỏng tế bào gân lá chính (mv); 
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(mv; ½ mv-lTCL; ¼ mv-lTCL; 1/6 mv-lTCL; 1/8 mv-lTCL; ½ mv-tTCL; 1/3 mv-

tTCL; ¼ mv-tTCL; từ trái sang phải) (Thước đo: 1 cm)  

i-q: Cụm phôi soma có nguồn gốc từ nuôi cấy lớp mỏng tế bào cuống lá (p); (p; ½ p-

lTCL; ¼ p-lTCL; 1/6 p-lTCL; 1/8 p-lTCL; ½ p -tTCL; 1/3 p-tTCL; ¼ p-tTCL; từ trái 

sang phải) (Thước đo: 1 cm)  

r, s, t: Phôi soma có hình cầu, hình ngư lôi và lá mầm được quan sát dưới kính hiển vi 

soi nổi (Bars: 1 mm); u, v x: Giải phẫu phôi soma hình cầu, hình tim và lá mầm được 

quan sát dưới kính hiển vi quang học (Thước đo: 40 µm). 
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Bảng 3.7. Sự phát sinh phôi soma của Kiwi thông qua nuôi cấy lớp mỏng tế bào của mẫu cuống lá (p) sau 8 tuần nuôi cấy 

Mẫu TCL 

Cảm ứng phát 

sinh phôi 

soma (ngày) 

Tỷ lệ phát 

sinh phôi (%) 

Số lượng 

phôi soma 

trên mỗi 

mẫu cấy ** 

GCFTCL 

Khối lượng 

tươi của cụm 

phôi soma 

(mg) 

Hình thái của phôi soma 

p (ĐC) 15,66c* 88,66ab 6,66b 5,90c 1658,66a 

Phôi soma với các hình dạng khác 

nhau (hình cầu, trái tim và ngư lôi) 

và màu sắc (trắng hoặc xanh lục 

nhạt) 

½ p-lTCL 19,33ab 87,33ab 4,33c 7,56c 977,66b 

¼ p-lTCL 16,00c 74,33c 5,00bc 14,87b 545,00e 

1/6 p-lTCL 16,33bc 92,33a 5,66bc 31,36a 464,66f 

1/8 p-lTCL 16,00c 66,66d 6,00bc 32,00a 459,66f 

½ p -tTCL 15,33c 87,66ab 8,66a 15,18b 954,33c 
Phôi soma với các hình dạng khác 

nhau (hình cầu, hình trái tim, hình 

ngư lôi và lá mầm) và màu sắc 

(trắng hoặc xanh đậm) 

1/3 p-tTCL 20,00a 75,66c 6,33b 14,37b 596,33d 

¼ p-tTCL 20,33a 78,00c 5,66bc 17,66b 493,66f 

* Những chữ cái khác nhau được hiển thị trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa với độ tin cậy p < 0,05 trong phép 

phân tích Duncan. 

** Chỉ thu thập trên mẫu cấy có phát sinh phôi soma. 
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3.2.2.3. Hệ số điều chỉnh tăng trưởng của phát sinh phôi vô tính 

Bảng 3.8. So sánh hệ số điều chỉnh tăng trưởng của các phôi vô tính 

Mẫu TCL 

Cảm ứng phát sinh 

phôi soma (ngày) 

Số lượng phôi soma 

trên mỗi mẫu cấy** 
Hệ số tái sinh 

mv p mv p mv p 

(ĐC) 19,66b* 15,66c* 10,00a 6,66b 9,20cd 5,90c 

½ lTCL 27,00a 19,33ab 6,00b 4,33c 8,68d 7,56c 

¼ lTCL 14,00c 16,00c 6,66b 5,00bc 19,36ab 14,87b 

1/6 lTCL 19,66b 16,33bc 5,33b 5,66bc 17,27ab 31,36a 

⅛ lTCL 20,66b 16,00c 2,66c 6,00bc 12,98bcd 32,00a 

½ tTCL 14,66c 15,33c 10,66a 8,66a 21,04a 15,18b 

⅓ tTCL 19,66b 20,00a 6,00b 6,33b 10,68cd 14,37b 

¼ tTCL 20,00b 20,33a 5,33b 5,66bc 15,49abc 17,66b 

* Những chữ cái khác nhau được hiển thị trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa với độ tin cậy p < 0,05 trong phép phân tích Duncan. 

** Chỉ thu thập trên mẫu cấy có phát sinh phôi soma. 

Khi so sánh hệ số điều chỉnh tăng trưởng của các phôi vô tính phát sinh, kết 

quả cho thấy, có sự khác biệt đáng kể về phát sinh phôi vô tính giữa các mẫu A. 

chinensis khác nhau sau 8 tuần nuôi cấy. Hệ số điều chỉnh tăng trưởng của phát sinh 

phôi vô tính giữa hai loại mv-tTCL và p-tTCL so với đối chứng cho thấy rằng số 

lượng phôi soma trên mỗi mẫu cao nhất được ghi nhận với mẫu ½ mv-tTCL (10,66 

phôi) và ½ p-tTCL (8,66 phôi) và GCFTCL thu được với ½ mv- tTCL và ½ p-tTCL 

lần lượt là 21,0 và 15,2; trong khi đó GCFĐC của toàn bộ mẫu gân lá nguyên là 9,2 

và GCFĐC của mẫu cuống lá nguyên là 5,9 (Bảng 3.8). Kết quả của nghiên cứu này 

cho thấy mẫu mv-tTCL và p-tTCL được nuôi cấy trên môi trường cảm ứng phôi cho 

cảm ứng phát sinh phôi lần đầu (từ ngày thứ 14 đến ngày thứ 16). Những phôi phát 

sinh này đã phát triển với hình dạng đầy đủ với hình cầu, trái tim, ngư lôi và lá mầm 

(Hình 3.8r-x) có tiềm năng tái sinh chồi cao. Ngược lại, các phôi đã phát sinh chỉ 

được quan sát ở dạng hình cầu, hình trái tim và hình ngư lôi đối với gân lá nguyên 

và cuống lá nguyên. Kết quả này cũng cho thấy rằng tTCL cho phát sinh phôi vô 
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tính hiệu quả hơn lTCL. Lý do cho sự khác biệt về số lượng phôi được ghi nhận từ 

mẫu tTCl và lTCL là do số lượng tế bào có khả năng hình thành phôi soma trên mỗi 

mẫu khác nhau [11]. Sabooni và Shekafandeh (2017) [61] báo cáo rằng tTCL mẫu 

thử nghiệm cho phát sinh phôi vô tính tối ưu hơn lTCL trong cây Dâu đen.  

Trong nghiên cứu này, kết quả cũng cho thấy tổng số phôi phát sinh được ghi 

nhận ở mẫu mv-tTCL được nuôi cấy trên môi trường cảm ứng phôi (môi trường MS 

bổ sung 0,02 mg/L NAA; 0,5 mg/L TDZ; 30 g/L đường và 8 g/L agar) cao hơn so 

với mẫu cấy p-tTCL. Bên cạnh đó, các mẫu cấy cuống lá (p) và gân lá (mv) được 

nuôi cấy trên môi trường này cũng thu được các phôi phát sinh; Tuy nhiên, những 

kết quả này cho thấy việc cắt mẫu cấy theo chiều ngang (tTCL) hoặc chiều dọc 

(lTCL) với các cách cắt khác nhau làm tăng hiệu quả tạo phôi soma cũng như hình 

dạng của phôi soma. Ngoài ra, Ramírez-Mosqueda và cộng sự (2019) [135] đã 

nghiên cứu cây Pinus patula Schl. et Cham cho thấy phát sinh phôi vô tính của mẫu 

cấy lTCL cao hơn so với mẫu cấy tTCL của mẫu trụ trên lá mầm và trụ dưới lá 

mầm. Theo Teixeira da Silva và Dobránszki (2019) [136], các mẫu cấy khác nhau 

có các con đường phát sinh hình thái, cơ quan hoặc phản ứng khác nhau trong cùng 

điều kiện nuôi cấy. Kết quả cho thấy rằng phát sinh phôi vô tính cao nhất của A. 

chinensis được ghi nhận qua nuôi cấy là mẫu ½ mv-TCL (98,67%) so với các mv-

TCL khác; trong khi đó, không có sự khác biệt đáng kể giữa các mẫu cấy cuống lá 

½ p-lTCL, 1/6 p-lTCL, ½ p-tTCL. Nghiên cứu hiện tại đã chỉ ra rằng quy trình lấy 

TCL - SEM của gân lá và cuống lá Kiwi là quy trình tối ưu. Một lượng lớn cảm ứng 

phát sinh phôi được quan sát từ mv-TCL và p-TCL, các phôi phát sinh có chất 

lượng, khoẻ và cho khả năng tái sinh chồi cao so với các phương pháp khác. 

Kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào từ lâu đã được chứng minh là một công cụ 

hiệu quả trong nuôi cấy mô tế bào thực vật, đặc biệt tạo ra các dạng hình thái, mô 

cơ quan khác nhau. Kỹ thuật TCL đã được ứng dụng thành công trên nhiều đối 

tượng cây trồng khác nhau bao gồm cây rừng, cây ăn trái, cây hoa, cây cảnh, cây 

dược liệu [11]. Các mẫu cấy TCL có đặc điểm chung là mỏng [41]. Khi cắt mẫu, 

mô thực vật bị tổn thương, nhiều enzyme hoặc các polysaccharide sinh ra rất cần 

cho quá trình cảm ứng sự sinh trưởng và phát triển của thực vật [41]. Lý do cơ bản 

của việc ứng dụng một vài tế bào trong hệ thống TCL là vì chúng có mối liên hệ 
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mật thiết với các tế bào bị tổn thương khi cắt và chất dinh dưỡng cùng với các yếu 

tố khác bên trong môi trường để kiểm soát sự phát sinh hình thái. Bên cạnh đó, dựa 

vào đặc tính mỏng nên mẫu dễ dàng hấp thu các chất dinh dưỡng từ môi trường. 

Hơn nữa, mẫu cũng dễ được định vị cho vùng phản ứng do chỉ có một loại lớp 

mỏng tế bào, mẫu nuôi cấy cũng đồng nhất và nhanh chóng phản ứng với môi 

trường nuôi cấy. Ngoài ra, lượng hormone nội sinh trong mẫu thấp vì thế các chất 

điều hòa sinh trưởng thực vật dễ tác động lên mẫu. Bên cạnh đó, hệ thống TCL có 

sự hình thành nhiều loại cấu trúc, kể cả những cấu trúc mới, phôi và các cơ quan sơ 

khởi được hình thành ở tần số cao (là do số lượng tế bào được cảm ứng phát sinh 

hình thái cao). Hiện nay trên thế giới chưa có nghiên cứu về kỹ thuật TCL trên đối 

tượng cây Kiwi, do đó việc ứng dụng thành công kỹ thuật TCL để phát sinh phôi 

soma cây Kiwi từ nguồn mẫu cuống lá và gân lá trong nghiên cứu này có ý nghĩa 

quan trọng trong công tác nhân giống vô tính đối tượng cây trồng này. 

3.2.3. Ảnh hưởng của BA và TDZ lên quá trình tái sinh chồi 

 Các phôi có hình dạng lá mầm với chiều cao 2 cm sau khi bổ sung BA và TDZ 

sau 6-8 tuần nuôi cấy cho thấy kết quả chất điều hoà tăng trưởng BA hiệu quả hơn 

TDZ trong việc tái sinh chồi và kéo dài chồi của A. chinensis (Bảng 3.9) và Hình 

3.9a-b). Tổng số chồi, trọng lượng tươi, số lá trên chồi và chiều cao chồi tăng tỷ lệ 

thuận với sự gia tăng của nồng độ BA từ 0,1 đến 1 mg/L trong khi nồng độ BA cao 

hơn 1 mg/L cho sự tái sinh chồi giảm đáng kể. Tuy nhiên, các chồi thu được trên 

môi trường chứa 1 mg/L BA là các chồi lớn và mạnh, khoẻ với các lá màu xanh lục 

nhạt và được bao phủ bởi lớp lông sáng bóng màu trắng (Hình 3.9b). Hiệu quả tái 

sinh chồi thấp hơn được quan sát thấy trong môi trường có chứa TDZ (Bảng 3.9). 

Sự hình thành chồi cao nhất (3,67 chồi) và chồi cao hơn 4 cm (2 chồi) thu được từ 

nghiệm thức 0,05 và 0,07 mg/L TDZ và thấp hơn so với nghiệm thức 1 mg/L BA. 

Các chồi được ghi nhận trên môi trường chứa 0,01 và 0,03 mg/L TDZ là các chồi 

mỏng và nhỏ với lá màu xanh lục nhạt; trong khi các chồi được tái sinh trên môi 

trường chứa 0,05 và 0,07 mg/L TDZ, các chồi lớn và khỏe, có lá màu vàng và được 

bao phủ bởi lớp lông sáng bóng màu trắng (Bảng 3.9). 
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Bảng 3.9. Ảnh hưởng của BA và TDZ đến sự tái sinh chồi của Kiwi sau 6 tuần nuôi cấy 

Cytokinin 

(mg/L) 

Số lượng chồi Chiều cao chồi 

(cm) 

Số 

lượng lá 

Trọng lượng tươi 

của chồi (g) 
Hình thái của chồi 

Tổng  ≥ 4 cm 

ĐC 
0 2,33d* 1,00d 3,30cd 2,67e 1,68g* 

 

Chồi mỏng và nhỏ có lá màu xanh lục nhạt 

BA 

0,1 3,33cd 2,67bc 4,16abc 3,33de 1,96f 

0,5 3,67bc 3,33b 4,18abc 4,67abc 2,21e 

Chồi lớn và khoẻ, lá màu xanh lục nhạt và 

được bao phủ bởi lớp lông sáng bóng màu 

trắng 

1,0 5,67ab 5,00a 4,86a 5,67a 3,75b 

Chồi lớn và khoẻ, lá màu xanh lục nhạt và 

được bao phủ bởi lớp lông sáng bóng màu 

trắng 

1,5 6,67a 3,33b 4,36ab 5,33ab 3,10d 
Chồi lớn và khoẻ, lá màu vàng và được bao 

phủ bởi lớp lông màu trắng 

TDZ 

0,01 2,33d 1,33cd 3,35bcd 3,33de 3,13d 

Chồi mỏng và nhỏ có lá màu xanh lục nhạt 

0,03 2,67cd 1,33cd 2,41d 3,67cde 3,16d 

0,05 3,67bc 2,00c 3,90bc 4,33bcd 3,94a 
Chồi lớn và khoẻ, lá màu vàng và được bao 

phủ bởi lớp lông màu trắng 
0,07 3,67bc 2,00c 2,87d 4,67abc 3,53c 

* Những chữ cái khác nhau được hiển thị trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa với độ tin cậy p < 0,05 trong phép 

phân tích Duncan. 
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 Theo Akbaş và cộng sự, (2007) [137], cytokinin có hiệu quả cao trong việc 

nhân chồi và kéo dài chồi của Kiwi vì lượng cytokinin nội sinh trong mẫu cấy không 

đủ để tái sinh chồi mới trong điều kiện in vitro. Seelye và cộng sự, (1991) [138] đã 

ghi nhận các chồi chất lượng cao thu được từ các mẫu lá của A. deliciosa trồng trên 

môi trường có bổ sung 5 - 45 µM TDZ. Trong khi đó, Purohit và cộng sự, (2021) 

[139] chỉ ra rằng lá A. deliciosa được nuôi cấy trên môi trường bổ sung 9 µM BA thu 

được các chồi tái sinh sau 5 tuần nuôi cấy. Ngoài ra, Chen và cộng sự, (2020) [140] 

đã chỉ ra rằng sự tái sinh chồi được ghi nhận trên thân của Euryodendron excelsum 

được nuôi cấy trên môi trường bổ sung 5,0 μM BA có hiệu quả cao nhất sau 2 tháng 

nuôi cấy. Trong nghiên cứu này, việc bổ sung BA hoặc TDZ vào môi trường nuôi cấy 

đã ảnh hưởng đáng kể đến sự tái sinh chồi ở A. chinensis; trong đó, môi trường tái 

sinh chồi bổ sung 1,0 mg/L BA cho số chồi trên mẫu cấy cao hơn (tổng số chồi và 

chồi có chiều cao lớn hơn 4 cm); hơn nữa, nồng độ BA này cũng cho hiệu quả kéo 

dài chồi cao hơn so với nghiệm thức TDZ (Bảng 3.9). 

3.2.4. Ảnh hưởng của NAA lên sự ra rễ in vitro  

 Tất cả các chồi được nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung hoặc không có 

NAA đều cho thấy sự ra rễ in vitro sau 8 tuần. Tuy nhiên, sự hình thành rễ cũng như 

chất lượng cây con phụ thuộc vào nồng độ NAA được thêm vào môi trường nuôi 

cấy (Bảng 3.10). Số rễ trên mỗi cây con và chiều dài rễ tăng tương ứng với sự gia 

tăng của nồng độ NAA từ 0,1 đến 0,4 và đạt giá trị tối ưu ở 0,4 mg/L (tương ứng là 

10,67 cm và 5,85 cm) (Bảng 3.10). Trong khi đó, số lượng rễ trên mỗi cây con và 

chiều dài rễ giảm ở nồng độ NAA cao hơn 0,4 mg/L. Ngoài ra, chồi được nuôi cấy 

trên môi trường bổ sung 0,4 mg/L NAA cho chất lượng cây con tốt hơn so với các 

chồi khác thông qua các thông số sinh trưởng như chiều cao cây (7,08 cm), số lá 

(7,67 lá), chiều dài lá (3,64 cm) và chỉ số SPAD (52,87). Bên cạnh đó, trọng lượng 

tươi và chiều rộng lá không cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các nồng 

độ NAA từ 0,3 đến 0,5 mg/L. Do đó, việc bổ sung 0,4 mg/L NAA vào môi trường 

nuôi cấy để tạo ra hiệu quả và chất lượng cây con là tối ưu trong nghiên cứu này. 
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Bảng 3.10. Ảnh hưởng của NAA lên sự ra rễ in vitro của chồi Kiwi sau 8 tuần nuôi cấy 

NAA 

(mg/L) 

Chiều cao cây con 

(cm) 

Số lượng 

rễ trên 

mỗi cây 

con 

Chiều dài rễ 

(cm) 

Số lượng 

lá trên 

mỗi cây 

con 

Chiều dài lá 

(cm) 

Chiều 

rộng lá 

(cm) 

Chỉ số 

SPAD 

Khối 

lượng tươi 

của cây 

con (g) 

0 5,03c* 2,33f 0,90e 5,67bc 2,16d 1,73d 39,42e 0,47c 

0,1 5,17c 4,67e 1,77d 6,67ab 2,48c 2,36c 42,70d 0,88b 

0,2 5,61b 6,33d 2,06d 6,67ab 2,78b 2,39c 48,47bc 0,92b 

0,3 5,30bc 8,33c 3,77c 6,33bc 2,76b 2,50ab 45,50c 1,29a 

0,4 7,08a 10,67a 5,85a 7,67a 3,64a 2,67a 52,87a 1,22a 

0,5 5,59b 9,33b 4,31b 5,33c 2,47c 2,52ab 47,00bc 1,31a 

* Những chữ cái khác nhau được hiển thị trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa với độ tin cậy p < 0,05 trong phép 

phân tích Duncan. 
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 Giai đoạn tạo rễ in vitro là giai đoạn quan trọng và cần thiết trong nuôi cấy mô 

thực vật. Nếu quá trình tạo rễ in vitro không hiệu quả, việc thích nghi của cây con với 

điều kiện ex vitro có thể rất khó khăn, làm giảm tỷ lệ sống và hiệu quả nhân giống 

của cây con [16]. Auxin đóng một vai trò quan trọng trong việc xác định hướng phân 

chia tế bào trước khi bắt đầu hình thành rễ bên cũng như ảnh hưởng đến tỷ lệ ra rễ, số 

lượng rễ, chiều dài rễ và sinh khối chồi. Akbaş và cộng sự, (2007) [137] chỉ ra rằng 

chồi Kiwi trên môi trường MS được bổ sung 1,0 mg/L NAA ra rễ in vitro tốt hơn và 

thích nghi tốt trong nhà kính. Bourrain và cộng sự, (2018) [16] cũng báo cáo rằng 0,5 

đến 1 mg/L NAA kích thích sự hình thành rễ ở A. rubricaulis Dunn. Ở D. salicifolia, 

sự hình thành rễ được quan sát thấy trên môi trường nuôi cấy bổ sung 0,5 mg/L NAA 

và 0,3 mg/L axit indole-3-butyric [141]. Bên cạnh đó, NAA ở các nồng độ khác nhau 

cũng được sử dụng trong việc tạo rễ của chồi Orthosiphon stamineus [142], Vitis 

vinifera L. [143], v.v. Những kết quả này đã chứng minh rằng NAA được sử dụng 

phổ biến khi tạo rễ trong ống nghiệm ở một số cây thân gỗ. 

Hình 3.9. Tái sinh và tạo rễ in vitro của Kiwi. 

 a: Tái sinh chồi trên môi trường MS chứa 30 g/L đường, 8 g/L agar; 

b: Tái sinh chồi trên môi trường MS chứa 30 g/L đường, 8 g/L agar và 1 mg/L BA; 

c: Tạo rễ in vitro trên môi trường MS có chứa 30 g/L đường, 8 g/L agar và các nồng 

độ khác nhau của NAA (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/L) 

(từ trái qua phải). 
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3.2.5. Sự thích nghi và sự phát triển cây trong nhà kính 

Các chồi ra rễ in vitro tốt nhất sau khi bổ sung NAA được đưa ra vườn ươm 

trong nhà kính sau 6 tuần cho thấy ở Bảng 3.13 cây con được trồng trên sự kết hợp 

của các giá thể HM, CF và BF (với tỷ lệ 2: 3: 1 về trọng lượng) cho tỷ lệ sống 

(93,67%), chiều cao cây con (10,36 cm), chiều dài lá (3,83 cm) và chiều rộng lá (2,92 

cm) là cao nhất trong số các tỷ lệ chất nền khác. Trong khi đó, số lượng lá của cây 

con trồng trên giá thể không khác biệt đáng kể. Sự thích nghi của cây con và sự phát 

triển của cây con trên các giá thể HM, CF và BF (với tỷ lệ 2: 3: 1 về trọng lượng) cho 

kết quả tối ưu sau 2 và 6 tuần trong nhà kính (Bảng 3.11 và Hình 3.10b-c). 

Giá thể mùn được hình thành bằng cách trộn đất hữu cơ gốc và các thành 

phần hữu cơ khác (mùn vi sinh, đá trân châu, trấu, v.v.); vì vậy mùn là môi trường 

tốt cho bộ rễ phát triển, giữ cho cây ổn định và giữ ẩm. Ngoài ra, xơ dừa là một loại 

giá thể rẻ và có khả năng tạo độ thông thoáng tốt cho sự phát triển của cây con. Tuy 

nhiên, bản thân nó chứa ít chất dinh dưỡng và một mình nó không thể là chất trồng 

đầy đủ nhưng xơ dừa có khả năng lưu giữ chất dinh dưỡng cao và cải thiện tổng thể 

chất lượng của đất. Vì vậy, việc phối trộn xơ dừa và đất mùn, phân bón vi sinh giúp 

bộ rễ cây phát triển tốt hơn [144]. 

Kết quả cho thấy tỷ lệ hỗn hợp chất nền HM, CF và BF đóng một vai trò 

quan trọng trong việc thích nghi và phát triển của cây con trong điều kiện nhà kính. 
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Hình 3.10. Cây con in vitro và ex vitro của Kiwi có nguồn gốc từ phôi soma 

a: Cây con in vitro tái sinh từ chồi có nguồn gốc từ phôi soma được nuôi cấy trên 

môi trường MS có chứa 0,4 mg/L NAA sau 8 tuần nuôi cấy (Thước đo: 5 cm) 

b: Cây con trồng trong chậu nhựa kết hợp giá thể mùn, xơ dừa và phân bón sinh học 

(2: 3: 1) sau 2 tuần trong nhà kính (Thước đo: 2 cm) 

c: Cây con trồng trong chậu nhựa kết hợp giá thể mùn, xơ dừa và phân bón sinh học 

(2: 3: 1) sau 6 tuần trong nhà kính (Thước đo: 3 cm) 
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 Các chất nền khác nhau có chứa tro trấu, CF, sợi dương xỉ (sợi Cibolium 

barometz và cây dương xỉ), rêu sphagnum, và rêu than bùn cũng đã được sử dụng 

cho các giai đoạn thích nghi và tăng trưởng ở Paphiopedilum, Epidendrum, v.v. 

[145,146,147,148]. Tuy nhiên, giá thể phải đáp ứng yêu cầu về độ thoáng khí và 

khả năng giữ nước (độ ẩm), hàm lượng dinh dưỡng cao. Kết quả của nghiên cứu 

này chỉ ra rằng sự kết hợp của các chất nền giúp cây thích nghi và phát triển tốt 

trong nhà kính. 

Bảng 3.11. Sự thích nghi và tăng trưởng của cây con Kiwi sau 6 tuần trong nhà kính 

Tỷ lệ giá thể 

(HM:CF:BF) 

Tỷ lệ 

sống (%) 

Chiều cao 

cây con (cm) 

Số lượng 

lá mới 

Chiều dài 

lá (cm) 

Chiều rộng 

lá (cm) 

1:0:0 76,00bc* 7,71c 0,67b 2,30bc 1,88c 

1:3:1 74,67c 8,00c 1,33ab 1,95c 1,88c 

2:4:1 88,67a 9,61b 1,67ab 2,80b 2,47b 

2:3:1 93,67a 10,36a 2,33a 3,83a 2,92a 

2:2:1 85,33ab 9,20b 1,67ab 2,57bc 2,15bc 

* Những chữ cái khác nhau được hiển thị trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa với độ tin cậy p < 0,05 trong phép phân tích Duncan. 

3.2.6. Sơ đồ quy trình vi nhân giống Kiwi thông qua phát sinh phôi vô tính của 

mẫu TCL (mv-tTCL và mv-lTCL) đối với mẫu cấy gân lá chính; (p-tTCL và p-

lTCL) đối với mẫu cấy cuống lá) 

Quy trình vi nhân giống Kiwi thông qua phát sinh phôi vô tính của mẫu TCL 

(mv-tTCL và mv-lTCL đối với mẫu cấy gân lá chính; p-tTCL và p-lTCL đối với 

mẫu cấy cuống lá) được mô tả như sau: 

Từ các kết quả thực nghiệm của luận án, một sơ đồ quy trình vi nhân giống 

Kiwi thông qua phát sinh phôi vô tính của mẫu TCL (mv-tTCL và mv-lTCL) đối 

với mẫu cấy gân lá chính; (p-tTCL và p-lTCL) đối với mẫu cấy cuống lá đã được 

xây dựng (Hình 3.11). Vật liệu được sử dụng ban đầu là lá của cây Actinidia 

chinensis exvitro sau khi được khử trùng bằng AgNO3 ở nồng độ 200ppm được cắt 

với kích thước (0,5 cm × 1 cm) có chứa gân chính và được cấy lên môi trường cảm 
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ứng mô sẹo. Sau 8 tuần nuôi cấy thì các các cụm chồi có nguồn gốc từ mẫu lá có 

Màu xanh và ít tổn thương được cắt thành các cụm chồi nhỏ chứa 3 chồi mẫu được 

chuyển vào môi trường tăng sinh cụm chồi với các dịch chiết hữu cơ được bổ sung 

gồm dịch chiết khoai tây và chuối xanh, nước dừa, trong đó nồng độ nước dừa 20% 

(v/v) cho hiệu quả tăng sinh cụm chồi tối ưu hơn các nồng độ khác. Các Mẫu cấy có 

gân lá chính in vitro hình chữ nhật (1 mm × 10 mm) và cuống lá hình chữ nhật (1 mm 

× 10 mm) từ thí nghiệm trên được cắt lát mỏng theo chiều ngang và chiều dọc (mv-

tTCL và mv-lTCL đối với mẫu cấy có gân lá chính; p-tTCL và p-lTCL đối với mẫu 

cấy ở cuống lá) với các kích thước khác nhau và được cấy vào môi trường cảm ứng 

phôi có bổ sung 0,02 mg/L NAA; 0,5 mg/L TDZ; 30 g/L đường và 8 g/L agar. Hiệu 

quả của phát sinh phôi vô tính từ mẫu cấy cuống lá (p-tTCL và p-lTCL) và mẫu cấy 

gân chính của lá (mv-tTCL và mv-lTCL) được so sánh dựa trên tổng số phôi. Sau 

đó, các mẫu cấy cho phôi vô tính cao nhất được chọn để tái sinh chồi trên môi 

trường có bổ sung BA hoặc TDZ. Các chồi 6 tuần tuổi được nuôi cấy trên môi 

trường MS với các nồng độ NAA khác nhau để tăng khả năng ra rễ và thích nghi 

của cây con trong ống nghiệm. Các cây con sau 8 tuần nuôi cấy được nuôi cấy trên môi 

trường MS có bổ sung nồng độ NAA tối ưu đã được rửa sạch thạch và trồng trong chậu 

nhựa (kích thước 15 cm x 12 cm x 8 cm) với tỷ lệ giá thể gồm đất mùn và xơ dừa, phân 

bón vi sinh và Cây con được đặt trong nhà kính để chăm sóc. 
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Hình 3.11. Quy trình vi nhân giống Kiwi thông qua phát sinh phôi vô tính của mẫu TCL (mv-tTCL và mv-lTCL đối với mẫu cấy 

gân lá chính; p-tTCL và p-lTCL đối với mẫu cấy cuống lá) 
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4.1. Kết luận 

 Nội dung 1: Nhận diện các loài Kiwi tại Việt Nam và xác định giới tính cây 

Kiwi dựa trên chỉ thị phân tử  

 - Nghiên cứu cho thấy dựa trên 3 vùng rbcL, matK, ITS có thể nhận diện được 

loài của 2 giống Kiwi tại Việt Nam từ các loài A. deliciosa và A. latifolia; các cây 

còn lại được nhận diện từ loài A. chinensis và từ loài A. callosa. Kết quả này cũng 

cho thấy khả năng xác định mối quan hệ di truyền của các vùng DNA barcode rbcL, 

matK và ITS là khác nhau, hơn nữa việc kết hợp giữa các vùng trình tự với nhau 

cho hiệu quả cao hơn khi sử dụng riêng lẻ trong việc đánh giá mối quan hệ di truyền 

cũng như xác định loài.  

- Bước đầu đã thành công xác định được giới tính của 6 giống Kiwi vàng 

nhập nội.  

Nội dung 2: Ứng dụng vi nhân giống cây Kiwi phục vụ công tác nhân giống 

- Những mẫu lá được khử trùng bề mặt với AgNPs cho tỷ lệ cảm ứng mô sẹo 

đạt cao nhất là 51,11% đối với mẫu lá được khử trùng bề mặt với 200 ppm AgNPs; 

Ngoài ra, môi trường nuôi cấy bổ sung 20% nước dừa cho hiệu quả tăng sinh cụm 

chồi là tối ưu nhất. 

- Nghiên cứu này đã xây dựng được một quy trình hiệu quả đối với vi nhân 

giống Kiwi thông qua phát sinh phôi vô tính của mẫu TCL (mv-tTCL và mv-lTCL) 

đối với mẫu cấy gân lá chính; (p-tTCL và p-lTCL) đối với mẫu cấy cuống lá.  

- Sự phát triển của chồi có nguồn gốc phát sinh phôi (với hình dạng một lá 

mầm) là tối ưu trên môi trường MS có chứa 1,0 mg/L BA.  

- Cây con có nguồn gốc từ chồi được nuôi cấy trên môi trường MS bổ sung 

0,4 mg/L NAA cho kết quả tối ưu nhất. 

- Cây con trồng trong chậu nhựa có kết hợp giá thể mùn, xơ dừa và phân bón 

sinh học (với tỷ lệ 2: 3: 1 về trọng lượng) cho thấy khả năng thích nghi cao hơn và 

tăng trưởng hơn so với các phương pháp xử lý khác trong nhà kính. 
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4.2. Kiến nghị 

Kết quả của luận án đã đánh giá đa dạng di truyền, xác định giới tính và xây 

dựng được quy trình nhân giống in vitro thông qua công nghệ nuôi cấy lớp mỏng tế 

bào. Chúng tôi kiến nghị cần thực hiện thêm một số nghiên cứu sau: 

- Dựa vào những hiểu biết về hệ gen cũng như việc đã giải trình tự hệ gen 

của Kiwi, nghiên cứu lai tạo những dòng hoặc giống mới để tạo cây lai phù hợp với 

điều kiện khí hậu tại Việt Nam. 

- Tiếp tục nghiên cứu và ứng dụng Kỹ thuật TCL để vi nhân giống cây Kiwi 

với số lượng lớn. Tiếp tục theo dõi khả năng sinh trưởng đến giai đoạn ra hoa và tạo 

quả của cây Kiwi trồng tại điều kiện khí hậu Lâm Đồng. 
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bằng chỉ thị phân tử và vi nhân giống cây kiwi vàng (Actinidia chinensis), Tạp chí 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam (Bản B), 64(7) 54-59. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1. Một số đặc tính hình thái của 20 mẫu Kiwi được sử dụng trong nghiên 

cứu. 

Ký hiệu 

Đặc điểm lá 

Đỉnh 

lá 
Hình dạng Mép lá Cuống lá 

Mặt 

phẳng 

Actinidia 1 

Nhọn 

dài. 

Lá: Dày, mặt trên màu 

xanh đậm và mặt dưới có 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 10-11 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng, bề mặt nhẵn, không 

lông. 

Không 

có răng 

cưa, có 

ít lông 

Màu đỏ 

sậm, nhiều 

lông. 

Dài: 2 cm. 

Đường 

kính: 3 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tim. 

Actinidia 2 

Lá: Mỏng, mặt trên màu 

xanh sáng và mặt dưới có 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng; bề mặt có lông 

nhưng rất ít. 

Màu đỏ 

sậm, nhiều 

lông.  

Dài 2cm. 

Đường 

kính: 

3mm.  

Actinidia 3 
Nhọn 

ngắn. 

Lá: Mỏng, mặt trên màu 

xanh hơi tối và mặt dưới có 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 9-11 cm và 

rộng 12-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng, bề mặt có lông 

nhưng rất ít; mép lá có lông 

ngắn. 

Màu đỏ 

nhạt, nhiều 

lông 

Dài: 2,5 

cm. 

Đường 

kính: 3 

mm. 

Actinidia 4 Hơi tù. 

Lá: Mỏng, mặt trên màu 

xanh hơi tối và mặt dưới có 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 9-11 cm và 

rộng 12-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng; bề mặt có lông 

nhưng rất ít; mép lá có lông 

ngắn. 

Màu xanh 

nhạt, 

không có 

lông 

Dài: 2,5 

cm. 

Đường 

kính: 3 

mm.  

Actinidia 5 
Nhọn 

bằng. 

Lá: Mỏng, mặt trên màu 

xanh hơi tối và mặt dưới có 

Màu xanh 

nhạt, 

Hình 

tròn 



 
  

Ký hiệu 

Đặc điểm lá 

Đỉnh 

lá 
Hình dạng Mép lá Cuống lá 

Mặt 

phẳng 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 8 -10 cm và 

rộng 12-14 cm.  

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng; bề mặt nhám không 

có lông; mép lá có lông 

ngắn. 

không có 

lông 

Dài: 4 cm, 

Đường 

kính: 2,5 

mm  

rộng. 

Actinidia 6 

 

Nhọn 

dài. 

Lá: Mỏng, mặt trên có màu 

xanh sáng và mặt dưới có 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt có 

lông nhưng rất ít. Có răng 

cưa. 

Màu xanh, 

không có 

lông.  

Dài: 1cm. 

Đường 

kính: 3 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tim. 

Actinidia 7 

Tù, 

tròn 

đều, 

đối 

xứng. 

Lá: Dày, mặt trên màu 

xanh đậm và mặt dưới màu 

xanh xám với những sợi 

lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-14 cm và 

rộng 9-11 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng hai bên và bề mặt 

nhám không có lông. 

Màu đỏ 

sậm, 

không có 

lông.  

Dài: 3 cm. 

Đường 

kính: 1,5 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tim. 

 

Actinidia 8 

Nhọn 

tròn 

đều, 

đối 

xứng. 

Lá: Dày, mặt trên màu 

xanh đậm và mặt dưới màu 

xanh xám phủ bởi những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 
Không 

có răng 

cưa, có 

ít lông. 

Màu xanh 

đậm và 

không có 

lông.  

Dài: 1,5 

cm. 

Đường 

kính: 2 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tròn. 

Actinidia 9 

Tù, 

tròn 

dài, 

đối 

xứng. 

Lá: Mỏng, mặt trên màu 

xanh sáng và mặt dưới màu 

xanh xám với những sợi 

lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng hai bên; bề mặt có ít 

lông. 

Màu xanh 

và không 

có lông.  

Dài: 1,5 

cm. 

Đường 

kính: 3 

mm. 

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tim. 



 
  

Ký hiệu 

Đặc điểm lá 

Đỉnh 

lá 
Hình dạng Mép lá Cuống lá 

Mặt 

phẳng 

Actinidia 10 
Nhọn 

dài. 

Lá: Dày, mặt trên màu 

xanh sáng và mặt dưới có 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, đối xứng 

hai bên, bề mặt có ít lông.  

Màu xanh 

đậm, 

không có 

lông. 

Dài: 2 cm. 

Đường 

kính: 3 

mm. 

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tim. 

Actinidia 11 

Nhọn 

tròn 

đều, 

đối 

xứng. 

Lá: hơi dày, mặt trên có 

màu xanh hơi tối và mặt 

dưới có màu xanh xám với 

những sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 

Có màu 

xanh, 

không có 

lông. 

Dài: 2,7 

cm. 

Đường 

kính: 1,5 

mm. 

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tròn. 

Actinidia 12 

Nhọn 

tròn, 

đối 

xứng. 

Lá: Hơi dày, mặt trên của 

lá có màu xanh và mặt dưới 

có màu xanh xám với 

những sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 

Màu xanh, 

không có 

lông. 

Dài: 2,7 

cm. 

Đường 

kính: 1,5 

mm.  

Actinidia 13 

Lõm 

tròn 

đều, 

đối 

xứng. 

Lá: Dày, mặt trên màu 

xanh đậm và mặt dưới màu 

xanh xám với những sợi 

lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp, không đối 

xứng hai bên, bề mặt ít 

lông.  

Màu xanh 

và không 

có lông. 

Dài: 2 cm. 

Đường 

kính: 3 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tim. 

Actinidia 14 

Nhọn 

tròn, 

đối 

xứng. 

Lá: Hơi dày, mặt trên của 

lá có màu xanh tố và mặt 

dưới có màu xanh xám, với 

những sợi lông màu trắng.  

Phiến lá: dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 

Màu xanh, 

không có 

lông. 

Dài: 2 cm.  

Đường 

kính: 2 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tròn. 



 
  

Ký hiệu 

Đặc điểm lá 

Đỉnh 

lá 
Hình dạng Mép lá Cuống lá 

Mặt 

phẳng 

Actinidia 15 

Nhọn 

tù, đối 

xứng. 

Lá: Dày, mặt trên của lá có 

màu xanh sáng và mặt dưới 

có màu xanh xám với 

những sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 

Màu xanh, 

có lông 

ngắn. 

Dài: 1 cm. 

Đường 

kính: 3 

mm.  

Hình 

oval 

dài, có 

dạng 

hình 

tim. 

Actinidia 16 

Nhọn 

tròn, 

đối 

xứng. 

Lá: Hơi dày, mặt trên có 

màu xanh hơi tối và mặt 

dưới có màu xanh xám với 

những sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 11-13 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 

Màu xanh 

đậm, 

không có 

lông.  

Dài: 1,5 

cm.  

Đường 

kính: 2 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tròn. 

Actinidia 17 
Nhọn 

dài. 

Lá: Dày, mặt trên có màu 

xanh đậm và tối và mặt 

dưới có màu xanh xám với 

những sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 10-11 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhẵn 

không có lông. 

Màu đỏ 

sậm, nhiều 

lông.  

Dài: 2 cm. 

Đường 

kính: 3 

mm.  

Hình 

oval 

rộng, 

có dạng 

hình 

tim. 

Actinidia 18 

Nhọn 

dài, 

đối 

xứng. 

Lá: Mỏng, mặt trên có màu 

xanh hơi tối. Mặt dưới có 

màu xanh xám với những 

sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 13-15 cm và 

rộng 9-11 cm.  

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 

Có răng 

cưa. 

Màu đỏ 

đậm, có 

nhiều lông. 

Dài: 1,7 

cm. 

 Đường 

kính: 2,5 

mm.  

Hình 

oval 

dài, có 

dạng 

hình 

tròn. 

Actinidia 19 

Nhọn 

tròn, 

đối 

xứng. 

Lá: Hơi dày, mặt trên có 

màu xanh hơi tối và mặt 

dưới có màu xanh xám với 

những sợi lông màu trắng. 

Phiến lá: Dài 9-11 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

Không 

có răng 

cưa, có 

ít lông. 

Màu đỏ 

đậm, nhiều 

lông.  

Dài: 3 cm. 

Đường 

kính: 2,6 

mm.  



 
  

Ký hiệu 

Đặc điểm lá 

Đỉnh 

lá 
Hình dạng Mép lá Cuống lá 

Mặt 

phẳng 

không có lông. 

Actinidia 20 

Nhọn 

tròn, 

đối 

xứng. 

Lá: Hơi dày, mặt trên có 

màu xanh hơi sáng. Mặt 

dưới có màu xanh xám với 

những sợi lông màu trắng 

Phiến lá: Dài 9 -10 cm và 

rộng 11-14 cm. 

Gân lá: Thứ cấp không đối 

xứng hai bên; bề mặt nhám 

không có lông. 

Không 

có răng 

cưa, có 

ít lông. 

Màu đỏ 

đậm, nhiều 

lông.  

Dài: 0,5 

cm. 

Đường 

kính: 2 

mm.  

 

Phụ lục 2. Ký hiệu 8 mẫu Kiwi được sử dụng để xác định giới tính 

Tên mẫu Tên loài Ký hiệu 

Actinidia 1 Actinidia deliosa  1 

Actinidia 2 Actinidia latifolia 2 

Actinidia 5 Actinidia chinensis 3 

Actinidia 7 Actinidia chinensis 4 

Actinidia 8 Actinidia chinensis 5 

Actinidia 9 Actinidia chinensis 6 

Actinidia 10 Actinidia chinensis 7 

Actinidia 13 Actinidia chinensis 8 

 

3.1.2. Đánh giá, định danh, phân tích mối quan hệ di truyền của các mẫu giống 

Kiwi 

 

Phụ lục 3. Kết quả ly trích DNA tổng số 

 

Tên mẫu Nồng độ DNA ng/µl OD 260/280 

Actinidia 1 267 1,97 

Actinidia 2 280 1,94 

Actinidia 3 139 2,02 



 
  

Actinidia 4 185 2,04 

Actinidia 5 268 1,96 

Actinidia 6 140 1,89 

Actinidia 7 178 2,01 

Actinidia 8 187 2,03 

Actinidia 9 184,5 2,01 

Actinidia 10 113,8 1,85 

Actinidia 11 114,3 1,87 

Actinidia 12 130,5 1,98 

Actinidia 13 159 2,04 

Actinidia 14 156,8 1,85 

Actinidia 15 191,7 1,98 

Actinidia 16 130,6 1,86 

Actinidia 17 115,8 1,97 

Actinidia 18 163,5 1,87 

Actinidia 19 162,7 1,98 

Actinidia 20 205,4 1,92 

 

3.1.2.1. Kết quả phân tích sự khác biệt giữa các trình tự rbcL của 19 mẫu Kiwi 

thu thập 

 

Phụ lục 4. Vị trí sai khác của các cây Kiwi dựa trên trình tự DNA vùng rbcL 

STT Mẫu 

Vị trí biến đổi 

47 272 388 640 661 673 675 

1 Actinidia 2 T G A G T T A 

2 Actinidia 3 T G A G T T A 

3 Actinidia 4 T G A G T T A 



 
  

STT Mẫu 

Vị trí biến đổi 

47 272 388 640 661 673 675 

4 Actinidia 5 T G A G T T A 

5 Actinidia 10 T A G A A T A 

6 Actinidia 13 T A G A A T A 

7 Actinidia 14 T A A A A T A 

8 Actinidia 15 T A A G A T C 

9 Actinidia 16 T G A G A T A 

10 Actinidia 20 T A A G A T A 

11 Actinidia 1 A G A G A T A 

12 Actinidia 6 A G A G A C A 

13 Actinidia 7 A G A G A C A 

14 Actinidia 8 A G A G A A A 

15 Actinidia 9 A G A G A A A 

16 Actinidia 11 A G A G A T A 

17 Actinidia 12 A G A G A T A 

18 Actinidia 18 A G A G A T A 

19 Actinidia 19 A G A G A T A 

3.1.2.2. Kết quả phân tích sự khác biệt giữa các trình tự matK của 16 mẫu Kiwi thu 

thập 

 

Phụ lục 5. Vị trí sai khác của các mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA vùng matK 

TT Mẫu 

Vị trí sai khác 

73 304 334 457 492 535 555 

01 Actinidia 2 G G C G T A G 



 
  

TT Mẫu 

Vị trí sai khác 

73 304 334 457 492 535 555 

02 Actinidia 3 T C A G T A A 

03 Actinidia 5  T C A G T A A 

04 Actinidia 1 T C A A A G A 

05 Actinidia 6 T C A A A G A 

06 Actinidia 7 T C A A A G A 

07 Actinidia 8  T C A A A G A 

08 Actinidia 9 T C A - A G A 

09 Actinidia 10 T C A - A G A 

10 Actinidia 12 T C A - A G A 

11 Actinidia 13 T C A - A G A 

12 Actinidia 14 T C A - A G A 

13 Actinidia 15 T C A - A G A 

14 Actinidia 18 T C A - A G A 

15 Actinidia 19 T C A - A G A 

16 Actinidia 20 T C A - A G A 

3.1.2.3. Kết quả phân tích sự khác biệt giữa các trình tự ITS của 15 mẫu Kiwi thu 

thập 

Phụ lục 6. Vị trí sai khác của các mẫu Kiwi dựa trên trình tự DNA vùng ITS 

Mẫu 

Vị trí sai khác 

37 40 48 49 50 57 73 74 79 80 81 83 86 92 93 

Actinidia 2 T A A C T C C T C T C C A A A 

Actinidia 3 T A A T A T A T C C A C G A A 

Actinidia 5  T A A T A T A T C C A C G A A 



 
  

Actinidia 9 T A A T A T A T C C A C G T G 

Actinidia 17 T A A T A T A T C C A C G A A 

Actinidia 1 T A A T A T A C C C A C G A A 

Actinidia 6 T A A T A T A C C C A C G A A 

Actinidia 7 T A A T A T A C C C A C G A A 

Actinidia 8  T A A T A T A C C C A C G A A 

Actinidia 12 T A C T A T C T T T C T G - A 

Actinidia 13 T A C T A T A T C C A C G A A 

Actinidia 15 T A C T A T A T C C A C G A A 

Actinidia 19 T A C T A T C T T T C T G - A 

Actinidia 20 T A C T A T C T T T C T G - A 

Actinidia 10 G G A T A T A C C C A C G A A 

Mẫu 

Vị trí sai khác 

97 109 110 114 117 153 164 177 179 182 189 198 210 220 221 

Actinidia 2 G G G C T C G C A C C G G C A 

Actinidia 3 T A G A T A T T G C C G G C A 

Actinidia 5  T A G A T A T T G C C G G C A 

Actinidia 9 T A G A C A T T G C C G T C A 

Actinidia 17 T A G A C A T T G C C G G C T 

Actinidia 1 T A G A T A T T G C C G G C T 

Actinidia 6 T A G A T A T T G C C G G C T 

Actinidia 7 T A G A T C T T A C C G G C T 

Actinidia 8  T A G A T A T T G C C G G C T 

Actinidia 12 T A A A C C T T A C T A G C A 

Actinidia 13 T A G A T A T T G C C G G C A 

Actinidia 15 T A G A T A T T G C C G G C A 



 
  

Actinidia 19 T A A A C C T T A C T A G C A 

Actinidia 20 T A A A C C T T A C T A G C A 

Actinidia 10 T A G A C A T T G T C G G A T 

Mẫu 

Vị trí sai khác 

236 279 280 295 322 502 529 538 546 479 487 518 519 532 542 

Actinidia 2 T C A A G C C G C G C C C G G 

Actinidia 3 A A G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 5  A C G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 9 A A G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 17 A C G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 1 A A G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 6 A C G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 7 A C G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 8  A C G A G C C A C A T T T G G 

Actinidia 12 A C G A G C T A T A T T T G A 

Actinidia 13 A A G A G T C A C A T T T G G 

Actinidia 15 A A G A G C C A C A T T T A G 

Actinidia 19 A C G A G C T A T A T T T G A 

Actinidia 20 A C G A G C T A T A T T T G A 

Actinidia 10 A C G T T C C A C A T T T G G 

Mẫu 

Vị trí sai khác 

551 579 606 609 614 617 621 630 631 632 637 641 646 650 651 

Actinidia 2 G T C T T C C T T G C C C G C 

Actinidia 3 G T T C T C T T T T C T C A T 



 
  

Actinidia 5  G T T C T C T T T T C T C A T 

Actinidia 9 G T T C T G T T T T C T C A T 

Actinidia 17 G T T C T C T T T T C T C A T 

Actinidia 1 G T T C T C T T T T C T C A T 

Actinidia 6 G T T C T C T T T T C T C A T 

Actinidia 7 G T T C T C T T T T C T C A T 

Actinidia 8  G T T C T C T T T T C T C A T 

Actinidia 12 A T T C T C T T T T C T T A T 

Actinidia 13 G T T C A A T A A T A T C A T 

Actinidia 15 G A T C T C T T T T C T C A T 

Actinidia 19 A T T C T C T T T T C T T A T 

Actinidia 20 A T T C T C T T T T C T T A T 

Actinidia 10 G T T C T C T T T T C T C A T 

Mẫu 

Vị trí sai khác 

653 654 661 662 664 671 673 679        

Actinidia 2 A C G A C C A G        

Actinidia 3 A C G A C C A G        

Actinidia 5  A C G A C C A G        

Actinidia 9 T C G A C T A G        

Actinidia 17 A C G A C C A G        

Actinidia 1 A C G A C C A G        

Actinidia 6 A C G A C C A G        

Actinidia 7 A C G A C C A G        

Actinidia 8  A C G A C C A G        



 
  

Actinidia 12 A C G A C C A G        

Actinidia 13 A T C G G T C G        

Actinidia 15 A T G A T T A G        

Actinidia 19 A C G A C C A G        

Actinidia 20 A C G A C C A G        

Actinidia 10 A C G A C C A C        

 

Bảng 3.3. Ảnh hưởng của các chất khử trùng lên khả năng khử trùng bề mặt mẫu 

cấy và cảm ứng mô sẹo sau 4 tuần nuôi cấy 

 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

TY LE MAU 

NHIEM 

.00 3 53.3333 6.66500 3.84804 36.7766 69.8901 

1.00 3 35.5533 3.85093 2.22333 25.9871 45.1196 

2.00 3 33.3300 .00000 .00000 33.3300 33.3300 

3.00 3 15.5533 3.85093 2.22333 5.9871 25.1196 

4.00 3 22.2233 3.85093 2.22333 12.6571 31.7896 

5.00 3 48.8900 3.84515 2.22000 39.3381 58.4419 

Total 18 34.8139 14.19907 3.34675 27.7529 41.8749 

TY LE MAU 

HOAI TU 

.00 3 6.6667 6.66500 3.84804 -9.8901 23.2234 

1.00 3 13.3333 6.66500 3.84804 -3.2234 29.8901 

2.00 3 31.1100 3.84515 2.22000 21.5581 40.6619 

3.00 3 60.0000 6.67000 3.85093 43.4308 76.5692 

4.00 3 40.0000 .00000 .00000 40.0000 40.0000 

5.00 3 17.7767 3.85093 2.22333 8.2104 27.3429 

Total 18 28.1478 19.07067 4.49500 18.6642 37.6314 

TY LE SONG 

.00 3 40.0000 .00000 .00000 40.0000 40.0000 

1.00 3 51.1100 3.84515 2.22000 41.5581 60.6619 

2.00 3 35.5533 3.85093 2.22333 25.9871 45.1196 

3.00 3 24.4467 3.85093 2.22333 14.8804 34.0129 

4.00 3 37.7767 3.85093 2.22333 28.2104 47.3429 

5.00 3 33.3333 6.66500 3.84804 16.7766 49.8901 

Total 18 37.0367 8.92065 2.10262 32.6005 41.4728 

 

Homogeneous Subsets 

TY LE MAU NHIEM 

 NGHIEM THUC 1 N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 



 
  

Duncana 

3.00 3 15.5533   

4.00 3 22.2233   

2.00 3  33.3300  

1.00 3  35.5533  

5.00 3   48.8900 

.00 3   53.3333 

Sig.  .073 .525 .215 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

TY LE MAU HOAI TU 

 NGHIEM THUC 

1 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

.00 3 6.6667    

1.00 3 13.3333 13.3333   

5.00 3  17.7767   

2.00 3   31.1100  

4.00 3   40.0000  

3.00 3    60.0000 

Sig.  .143 .317 .059 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

TY LE SONG 

NGHIEM THUC 1 N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

3.00 3 24.4467   

5.00 3  33.3333  

2.00 3  35.5533  

4.00 3  37.7767  

.00 3  40.0000  

1.00 3   51.1100 

Sig.  1.000 .093 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 



 
  

Bảng 3.4. Sự tái sinh chồi từ mẫu cấy lá cây Kiwi vàng được khử trùng bằng AgNPs, 

HgCl2 và NaOCl sau 8 tuần nuôi cấy 

 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Minimum 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

 

NGHIEM 

THUC 2 

.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 3.00 

1.00 3 4.6667 1.15470 .66667 1.7982 7.5351 4.00 

2.00 3 6.3333 1.52753 .88192 2.5388 10.1279 5.00 

Total 9 4.7778 1.64148 .54716 3.5160 6.0395 3.00 

NGHIEM 

THUC 3 

.00 3 2.3300 .46228 .26690 1.1816 3.4784 2.01 

1.00 3 3.0200 .35679 .20599 2.1337 3.9063 2.78 

2.00 3 3.8233 .65531 .37834 2.1954 5.4512 3.44 

Total 9 3.0578 .78201 .26067 2.4567 3.6589 2.01 

NGHIEM 

THUC 4 

.00 3 .6000 .24062 .13892 .0023 1.1977 .37 

1.00 3 .8467 .30072 .17362 .0996 1.5937 .63 

2.00 3 1.4633 .45545 .26295 .3319 2.5947 1.12 

Total 9 .9700 .48708 .16236 .5956 1.3444 .37 

 

Homogeneous Subsets 

 

NGHIEM THUC 2 

 NGHIEM THUC 1 N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Duncana 

.00 3 3.3333  

1.00 3 4.6667 4.6667 

2.00 3  6.3333 

Sig.  .207 .128 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

NGHIEM THUC 3 

 NGHIEM THUC 1 N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Duncana 

.00 3 2.3300  

1.00 3 3.0200 3.0200 

2.00 3  3.8233 

Sig.  .146 .100 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 



 
  

 

 

NGHIEM THUC 4 

 NGHIEM THUC 1 N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Duncana 

.00 3 .6000  

1.00 3 .8467 .8467 

2.00 3  1.4633 

Sig.  .414 .071 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

Bảng 3.5. Ảnh hưởng của dịch chiết hữu cơ lên khả năng tăng sinh cụm chồi cây Kiwi sau 

8 tuần nuôi cấy 

 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound Upper Bound 

TRONG LUONG 

TUOI 

.00 3 1.6500 .08718 .05033 1.4334 1.8666 

1.00 3 1.8267 .08737 .05044 1.6096 2.0437 

2.00 3 2.4033 .36474 .21058 1.4973 3.3094 

3.00 3 2.4600 .06557 .03786 2.2971 2.6229 

4.00 3 3.3333 .69060 .39872 1.6178 5.0489 

5.00 3 1.5867 .05033 .02906 1.4616 1.7117 

6.00 3 2.3633 .35921 .20739 1.4710 3.2557 

7.00 3 2.2733 .15695 .09062 1.8834 2.6632 

8.00 3 1.7600 .41073 .23714 .7397 2.7803 

9.00 3 1.5700 .15133 .08737 1.1941 1.9459 

10.00 3 2.1400 .10536 .06083 1.8783 2.4017 

11.00 3 1.6933 .31770 .18342 .9041 2.4825 

12.00 3 1.4967 .13796 .07965 1.1540 1.8394 

Total 39 2.0428 .56242 .09006 1.8605 2.2251 

CHIEU CAO CHOI 

.00 3 3.0500 .18028 .10408 2.6022 3.4978 

1.00 3 2.9000 .20000 .11547 2.4032 3.3968 

2.00 3 3.2667 .25166 .14530 2.6415 3.8918 

3.00 3 3.3000 .17321 .10000 2.8697 3.7303 

4.00 3 3.8867 .10263 .05925 3.6317 4.1416 

5.00 3 2.8000 .10000 .05774 2.5516 3.0484 

6.00 3 3.0233 .17786 .10269 2.5815 3.4652 

7.00 3 2.6067 .45015 .25989 1.4884 3.7249 

8.00 3 2.2767 .28537 .16476 1.5678 2.9856 

9.00 3 2.2733 .28572 .16496 1.5636 2.9831 

10.00 3 2.6633 .21362 .12333 2.1327 3.1940 

11.00 3 1.9367 .09609 .05548 1.6980 2.1754 

12.00 3 1.4367 .07638 .04410 1.2469 1.6264 



 
  

Total 39 2.7246 .64917 .10395 2.5142 2.9351 

SO LA/CHOI 

.00 3 2.6667 .57735 .33333 1.2324 4.1009 

1.00 3 2.3333 .57735 .33333 .8991 3.7676 

2.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

3.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

4.00 3 4.3333 .57735 .33333 2.8991 5.7676 

5.00 3 2.6667 .57735 .33333 1.2324 4.1009 

6.00 3 4.0000 1.00000 .57735 1.5159 6.4841 

7.00 3 3.3333 1.15470 .66667 .4649 6.2018 

8.00 3 2.0000 1.00000 .57735 -.4841 4.4841 

9.00 3 2.0000 1.00000 .57735 -.4841 4.4841 

10.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

11.00 3 2.3333 .57735 .33333 .8991 3.7676 

12.00 3 1.6667 .57735 .33333 .2324 3.1009 

 

Homogeneous Subsets 

 

TRONG LUONG TUOI 

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

12.00 3 1.4967     

9.00 3 1.5700     

5.00 3 1.5867     

.00 3 1.6500 1.6500    

11.00 3 1.6933 1.6933    

8.00 3 1.7600 1.7600 1.7600   

1.00 3 1.8267 1.8267 1.8267   

10.00 3  2.1400 2.1400 2.1400  

7.00 3   2.2733 2.2733  

6.00 3    2.3633  

2.00 3    2.4033  

3.00 3    2.4600  

4.00 3     3.3333 

Sig.  .239 .075 .058 .241 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU CAO CHOI 

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

Duncana 

12.00 3 1.4367       

11.00 3  1.9367      

9.00 3  2.2733 2.2733     

8.00 3  2.2767 2.2767     

7.00 3   2.6067 2.6067    



 
  

10.00 3   2.6633 2.6633 2.6633   

5.00 3    2.8000 2.8000   

1.00 3    2.9000 2.9000 2.9000  

6.00 3     3.0233 3.0233  

.00 3     3.0500 3.0500  

2.00 3      3.2667  

3.00 3      3.3000  

4.00 3       3.8867 

Sig.  1.000 .088 .059 .151 .066 .058 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

SO LA/CHOI 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

12.00 3 1.6667    

8.00 3 2.0000 2.0000   

9.00 3 2.0000 2.0000   

1.00 3 2.3333 2.3333   

11.00 3 2.3333 2.3333   

.00 3 2.6667 2.6667 2.6667  

5.00 3 2.6667 2.6667 2.6667  

2.00 3  3.3333 3.3333 3.3333 

3.00 3  3.3333 3.3333 3.3333 

7.00 3  3.3333 3.3333 3.3333 

10.00 3  3.3333 3.3333 3.3333 

6.00 3   4.0000 4.0000 

4.00 3    4.3333 

Sig.  .167 .073 .067 .162 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

Bảng 3.6. Sự phát sinh phôi soma của Kiwi thông qua nuôi cấy lớp mỏng tế bào của mẫu 

gân chính lá (mv) sau 8 tuần nuôi cấy. 

 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound Upper Bound 

CAM UNG PSP 

.00 3 15.6667 1.52753 .88192 11.8721 19.4612 

1.00 3 19.3333 1.52753 .88192 15.5388 23.1279 

2.00 3 16.0000 2.00000 1.15470 11.0317 20.9683 

3.00 3 16.3333 2.08167 1.20185 11.1622 21.5045 

4.00 3 16.0000 2.00000 1.15470 11.0317 20.9683 

5.00 3 15.3333 2.30940 1.33333 9.5965 21.0702 



 
  

6.00 3 20.0000 1.00000 .57735 17.5159 22.4841 

7.00 3 20.3333 1.15470 .66667 17.4649 23.2018 

Total 24 17.3750 2.49891 .51009 16.3198 18.4302 

TY LE 

.00 3 88.6667 1.52753 .88192 84.8721 92.4612 

1.00 3 87.3333 2.51661 1.45297 81.0817 93.5849 

2.00 3 74.3333 1.52753 .88192 70.5388 78.1279 

3.00 3 92.3333 3.51188 2.02759 83.6093 101.0573 

4.00 3 66.6667 2.08167 1.20185 61.4955 71.8378 

5.00 3 87.6667 2.08167 1.20185 82.4955 92.8378 

6.00 3 75.6667 1.15470 .66667 72.7982 78.5351 

7.00 3 78.0000 2.00000 1.15470 73.0317 82.9683 

Total 24 81.3333 8.72112 1.78019 77.6507 85.0159 

SO LUONG 

PHOI 

.00 3 6.6667 .57735 .33333 5.2324 8.1009 

1.00 3 4.3333 .57735 .33333 2.8991 5.7676 

2.00 3 5.0000 1.00000 .57735 2.5159 7.4841 

3.00 3 5.6667 .57735 .33333 4.2324 7.1009 

4.00 3 6.0000 1.00000 .57735 3.5159 8.4841 

5.00 3 8.6667 1.52753 .88192 4.8721 12.4612 

6.00 3 6.3333 .57735 .33333 4.8991 7.7676 

7.00 3 5.6667 1.15470 .66667 2.7982 8.5351 

Total 24 6.0417 1.45898 .29781 5.4256 6.6577 

GCF 

.00 3 5.9067 .44433 .25654 4.8029 7.0105 

1.00 3 7.5633 .82233 .47477 5.5205 9.6061 

2.00 3 14.8667 2.69504 1.55598 8.1718 21.5615 

3.00 3 31.3667 2.32612 1.34299 25.5883 37.1451 

4.00 3 32.0333 6.09289 3.51773 16.8978 47.1689 

5.00 3 15.1833 2.67410 1.54389 8.5405 21.8262 

6.00 3 14.3733 1.51596 .87524 10.6075 18.1392 

7.00 3 17.6667 3.60185 2.07953 8.7192 26.6142 

Total 24 17.3700 9.60532 1.96068 13.3140 21.4260 

KHOI LUONG 

TUOI 

.00 3 1658.6667 1.52753 .88192 1654.8721 1662.4612 

1.00 3 977.6667 2.08167 1.20185 972.4955 982.8378 

2.00 3 545.0000 2.00000 1.15470 540.0317 549.9683 

3.00 3 464.6667 4.50925 2.60342 453.4651 475.8683 

4.00 3 459.6667 2.51661 1.45297 453.4151 465.9183 

 5.00 3 954.3333 4.50925 2.60342 943.1317 965.5349 

 6.00 3 596.3333 1.52753 .88192 592.5388 600.1279 

 7.00 3 493.6667 4.16333 2.40370 483.3244 504.0090 

 Total 24 768.7500 397.85602 81.21202 600.7501 936.7499 

Homogeneous Subsets 

CAM UNG PSP 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

2.00 3 14.0000   

5.00 3 14.6667   

.00 3  19.6667  

3.00 3  19.6667  

6.00 3  19.6667  



 
  

7.00 3  20.0000  

4.00 3  20.6667  

1.00 3   27.0000 

Sig.  .526 .392 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

TY LE 

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

3.00 3 54.0000     

6.00 3  59.3333    

4.00 3  61.0000    

1.00 3   72.3333   

2.00 3   72.6667   

7.00 3   72.6667   

.00 3    92.0000  

5.00 3     98.6667 

Sig.  1.000 .243 .822 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

SO LUONG PHOI 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

4.00 3 2.6667   

3.00 3  5.3333  

7.00 3  5.3333  

1.00 3  6.0000  

6.00 3  6.0000  

2.00 3  6.6667  

.00 3   10.0000 

5.00 3   10.6667 

Sig.  1.000 .219 .490 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

GCF 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

1.00 3 8.6833    

.00 3 9.2033    

6.00 3 10.6767 10.6767   

4.00 3 12.9767 12.9767 12.9767  

7.00 3  15.4900 15.4900 15.4900 

3.00 3   17.2700 17.2700 



 
  

2.00 3    19.3633 

5.00 3    21.0433 

Sig.  .162 .110 .151 .076 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

KHOI LUONG TUOI 

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

Duncana 

4.00 3 412.3333      

3.00 3 419.6667      

7.00 3  459.3333     

2.00 3   531.3333    

6.00 3    595.3333   

1.00 3     937.3333  

5.00 3     945.0000  

.00 3      1568.0000 

Sig.  .340 1.000 1.000 1.000 .319 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

Bảng 3.7. Sự phát sinh phôi soma của Kiwi thông qua nuôi cấy lớp mỏng tế bào của mẫu 

cuống lá (p) sau 8 tuần nuôi cấy. 

 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. Error 95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

CAM UNG PSP 

.00 3 15.6667 1.52753 .88192 11.8721 19.4612 

1.00 3 19.3333 1.52753 .88192 15.5388 23.1279 

2.00 3 16.0000 2.00000 1.15470 11.0317 20.9683 

3.00 3 16.3333 2.08167 1.20185 11.1622 21.5045 

4.00 3 16.0000 2.00000 1.15470 11.0317 20.9683 

5.00 3 15.3333 2.30940 1.33333 9.5965 21.0702 

6.00 3 20.0000 1.00000 .57735 17.5159 22.4841 

7.00 3 20.3333 1.15470 .66667 17.4649 23.2018 

Total 24 17.3750 2.49891 .51009 16.3198 18.4302 

TY LE 

.00 3 88.6667 1.52753 .88192 84.8721 92.4612 

1.00 3 87.3333 2.51661 1.45297 81.0817 93.5849 

2.00 3 74.3333 1.52753 .88192 70.5388 78.1279 

3.00 3 92.3333 3.51188 2.02759 83.6093 101.0573 

4.00 3 66.6667 2.08167 1.20185 61.4955 71.8378 

5.00 3 87.6667 2.08167 1.20185 82.4955 92.8378 



 
  

6.00 3 75.6667 1.15470 .66667 72.7982 78.5351 

7.00 3 78.0000 2.00000 1.15470 73.0317 82.9683 

Total 24 81.3333 8.72112 1.78019 77.6507 85.0159 

SO LUONG 

PHOI 

.00 3 6.6667 .57735 .33333 5.2324 8.1009 

1.00 3 4.3333 .57735 .33333 2.8991 5.7676 

2.00 3 5.0000 1.00000 .57735 2.5159 7.4841 

3.00 3 5.6667 .57735 .33333 4.2324 7.1009 

4.00 3 6.0000 1.00000 .57735 3.5159 8.4841 

5.00 3 8.6667 1.52753 .88192 4.8721 12.4612 

6.00 3 6.3333 .57735 .33333 4.8991 7.7676 

7.00 3 5.6667 1.15470 .66667 2.7982 8.5351 

Total 24 6.0417 1.45898 .29781 5.4256 6.6577 

GCF 

.00 3 5.9067 .44433 .25654 4.8029 7.0105 

1.00 3 7.5633 .82233 .47477 5.5205 9.6061 

2.00 3 14.8667 2.69504 1.55598 8.1718 21.5615 

3.00 3 31.3667 2.32612 1.34299 25.5883 37.1451 

4.00 3 32.0333 6.09289 3.51773 16.8978 47.1689 

5.00 3 15.1833 2.67410 1.54389 8.5405 21.8262 

6.00 3 14.3733 1.51596 .87524 10.6075 18.1392 

7.00 3 17.6667 3.60185 2.07953 8.7192 26.6142 

Total 24 17.3700 9.60532 1.96068 13.3140 21.4260 

KHOI LUONG 

TUOI 

.00 3 1658.6667 1.52753 .88192 1654.8721 1662.4612 

1.00 3 977.6667 2.08167 1.20185 972.4955 982.8378 

2.00 3 545.0000 2.00000 1.15470 540.0317 549.9683 

3.00 3 464.6667 4.50925 2.60342 453.4651 475.8683 

4.00 3 459.6667 2.51661 1.45297 453.4151 465.9183 

5.00 3 954.3333 4.50925 2.60342 943.1317 965.5349 

6.00 3 596.3333 1.52753 .88192 592.5388 600.1279 

7.00 3 493.6667 4.16333 2.40370 483.3244 504.0090 

Total 24 768.7500 397.85602 81.21202 600.7501 936.7499 

Homogeneous Subsets 

 

CAM UNG PSP 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

5.00 3 15.3333   

.00 3 15.6667   

2.00 3 16.0000   

4.00 3 16.0000   

3.00 3 16.3333 16.3333  

1.00 3  19.3333 19.3333 

6.00 3   20.0000 

7.00 3   20.3333 

Sig.  .537 .053 .519 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 



 
  

TY LE 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

4.00 3 66.6667    

2.00 3  74.3333   

6.00 3  75.6667   

7.00 3  78.0000   

1.00 3   87.3333  

5.00 3   87.6667  

.00 3   88.6667 88.6667 

3.00 3    92.3333 

Sig.  1.000 .065 .485 .054 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

SO LUONG PHOI 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

1.00 3 4.3333   

2.00 3 5.0000 5.0000  

3.00 3 5.6667 5.6667  

7.00 3 5.6667 5.6667  

4.00 3 6.0000 6.0000  

6.00 3  6.3333  

.00 3  6.6667  

5.00 3   8.6667 

Sig.  .065 .068 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

GCF 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

.00 3 5.9067   

1.00 3 7.5633   

6.00 3  14.3733  

2.00 3  14.8667  

5.00 3  15.1833  

7.00 3  17.6667  

3.00 3   31.3667 

4.00 3   32.0333 

Sig.  .512 .237 .791 

 



 
  

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

KHOI LUONG TUOI 

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

Duncana 

4.00 3 459.6667      

3.00 3 464.6667      

7.00 3  493.6667     

2.00 3   545.0000    

6.00 3    596.3333   

5.00 3     954.3333  

1.00 3      977.6667 

.00 3       

Sig.  .066 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

 

KHOI LUONG TUOI 

 DOI CHUNG Subset for alpha = 0.05 

7 

Duncana 

4.00  

3.00  

7.00  

2.00  

6.00  

5.00  

1.00  

.00 1658.6667 

Sig. 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

Bảng 3.9. Ảnh hưởng của BA và TDZ đến sự tái sinh chồi của Kiwi sau 6 tuần nuôi cấy. 

 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. Error 95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

TONG SO CHOI 

.00 3 2.3333 .57735 .33333 .8991 3.7676 

1.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

2.00 3 3.6667 .57735 .33333 2.2324 5.1009 

3.00 3 5.6667 .57735 .33333 4.2324 7.1009 

4.00 3 6.6667 .57735 .33333 5.2324 8.1009 

5.00 3 2.3333 .57735 .33333 .8991 3.7676 



 
  

6.00 3 2.6667 .57735 .33333 1.2324 4.1009 

7.00 3 3.6667 .57735 .33333 2.2324 5.1009 

8.00 3 3.6667 .57735 .33333 2.2324 5.1009 

Total 27 3.7778 1.50214 .28909 3.1836 4.3720 

>4 

.00 3 1.0000 .00000 .00000 1.0000 1.0000 

1.00 3 2.6667 .57735 .33333 1.2324 4.1009 

2.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

3.00 3 5.0000 .00000 .00000 5.0000 5.0000 

4.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

5.00 3 1.3333 .57735 .33333 -.1009 2.7676 

6.00 3 1.3333 .57735 .33333 -.1009 2.7676 

7.00 3 2.0000 .00000 .00000 2.0000 2.0000 

8.00 3 2.0000 .00000 .00000 2.0000 2.0000 

Total 27 2.4444 1.28103 .24653 1.9377 2.9512 

CHIEU CAO CHOI 

.00 3 3.3000 .20000 .11547 2.8032 3.7968 

1.00 3 4.1633 .08083 .04667 3.9625 4.3641 

2.00 3 4.1767 .06429 .03712 4.0170 4.3364 

3.00 3 4.8567 .17039 .09838 4.4334 5.2799 

4.00 3 4.3600 .07211 .04163 4.1809 4.5391 

5.00 3 3.3533 .13796 .07965 3.0106 3.6960 

6.00 3 2.4133 .31943 .18442 1.6198 3.2068 

7.00 3 3.9133 .11846 .06839 3.6191 4.2076 

8.00 3 2.8700 .11269 .06506 2.5901 3.1499 

Total 27 3.7119 .76254 .14675 3.4102 4.0135 

SO LUONG LA 

.00 3 2.6667 .57735 .33333 1.2324 4.1009 

1.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

2.00 3 4.6667 .57735 .33333 3.2324 6.1009 

3.00 3 5.6667 .57735 .33333 4.2324 7.1009 

4.00 3 5.3333 .57735 .33333 3.8991 6.7676 

5.00 3 3.3333 .57735 .33333 1.8991 4.7676 

6.00 3 3.6667 .57735 .33333 2.2324 5.1009 

7.00 3 4.3333 .57735 .33333 2.8991 5.7676 

8.00 3 4.6667 .57735 .33333 3.2324 6.1009 

Total 27 4.1852 1.07550 .20698 3.7597 4.6106 

TRONG LUONG 

TUOI 

.00 3 1.6833 .13051 .07535 1.3591 2.0075 

1.00 3 1.9633 .17616 .10171 1.5257 2.4009 

2.00 3 2.2067 .26858 .15506 1.5395 2.8738 

3.00 3 3.7467 .10017 .05783 3.4978 3.9955 

4.00 3 3.0900 .06928 .04000 2.9179 3.2621 

5.00 3 3.1267 .06807 .03930 2.9576 3.2958 

6.00 3 3.1600 .01732 .01000 3.1170 3.2030 

7.00 3 3.9433 .10116 .05840 3.6920 4.1946 

8.00 3 3.5333 .26350 .15213 2.8788 4.1879 

Total 27 2.9393 .78440 .15096 2.6290 3.2496 

Homogeneous Subsets 

 

 

TONG SO CHOI 



 
  

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

.00 3 2.3333    

5.00 3 2.3333    

6.00 3 2.6667 2.6667   

1.00 3 3.3333 3.3333   

2.00 3  3.6667   

7.00 3  3.6667   

8.00 3  3.6667   

3.00 3   5.6667  

4.00 3    6.6667 

Sig.  .066 .071 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

>4 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

.00 3 1.0000     

5.00 3 1.3333 1.3333    

6.00 3 1.3333 1.3333    

7.00 3  2.0000 2.0000   

8.00 3  2.0000 2.0000   

1.00 3   2.6667 2.6667  

2.00 3    3.3333  

4.00 3    3.3333  

3.00 3     5.0000 

Sig.  .382 .097 .088 .088 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU CAO CHOI 

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

Duncana 

6.00 3 2.4133      

8.00 3  2.8700     

.00 3   3.3000    

5.00 3   3.3533    

7.00 3    3.9133   

1.00 3    4.1633 4.1633  

2.00 3    4.1767 4.1767  

4.00 3     4.3600  

3.00 3      4.8567 



 
  

Sig.  1.000 1.000 .689 .072 .173 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

SO LUONG LA 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

.00 3 2.6667     

1.00 3 3.3333 3.3333    

5.00 3 3.3333 3.3333    

6.00 3 3.6667 3.6667 3.6667   

7.00 3  4.3333 4.3333 4.3333  

2.00 3   4.6667 4.6667 4.6667 

8.00 3   4.6667 4.6667 4.6667 

4.00 3    5.3333 5.3333 

3.00 3     5.6667 

Sig.  .066 .066 .066 .066 .066 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

TRONG LUONG TUOI 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

.00 3 1.6833     

1.00 3  1.9633    

2.00 3  2.2067    

4.00 3   3.0900   

5.00 3   3.1267   

6.00 3   3.1600   

8.00 3    3.5333  

3.00 3    3.7467 3.7467 

7.00 3     3.9433 

Sig.  1.000 .073 .611 .112 .141 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

  



 
  

Bảng 3.10. Ảnh hưởng của NAA lên sự ra rễ in vitro của chồi Kiwi sau 8 tuần nuôi cấy. 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 

Upper Bound 

CHIEU CAO 

CAY 

.00 3 5.0267 .02517 .01453 4.9642 5.0892 

1.00 3 5.1733 .12014 .06936 4.8749 5.4718 

2.00 3 5.6133 .10017 .05783 5.3645 5.8622 

3.00 3 5.3000 .10000 .05774 5.0516 5.5484 

4.00 3 7.0833 .05508 .03180 6.9465 7.2201 

5.00 3 5.5900 .06557 .03786 5.4271 5.7529 

Total 18 5.6311 .70592 .16639 5.2801 5.9822 

SO LUONG RE 

.00 3 2.3300 .21932 .12662 1.7852 2.8748 

1.00 3 4.6700 .33867 .19553 3.8287 5.5113 

2.00 3 6.3333 .01155 .00667 6.3046 6.3620 

3.00 3 8.3333 .11015 .06360 8.0597 8.6070 

4.00 3 10.6733 .10599 .06119 10.4100 10.9366 

5.00 3 9.3367 .11930 .06888 9.0403 9.6330 

Total 18 6.9461 2.92644 .68977 5.4908 8.4014 

CHIEU DAI RE 

.00 3 .9000 .33181 .19157 .0757 1.7243 

1.00 3 1.7667 .14572 .08413 1.4047 2.1286 

2.00 3 2.0600 .09849 .05686 1.8153 2.3047 

3.00 3 3.7700 .11358 .06557 3.4879 4.0521 

4.00 3 5.8500 .14731 .08505 5.4841 6.2159 

5.00 3 4.3167 .23245 .13421 3.7392 4.8941 

Total 18 3.1106 1.74946 .41235 2.2406 3.9805 

SO LUONG LA 

.00 3 5.6700 .15524 .08963 5.2844 6.0556 

1.00 3 6.6700 .21656 .12503 6.1320 7.2080 

2.00 3 6.6700 .13748 .07937 6.3285 7.0115 

3.00 3 6.3300 .09539 .05508 6.0930 6.5670 

4.00 3 7.6733 .24173 .13956 7.0728 8.2738 

5.00 3 5.3333 .08622 .04978 5.1192 5.5475 

Total 18 6.3911 .79174 .18662 5.9974 6.7848 

CHIEU DAI LA 

.00 3 2.1600 .25515 .14731 1.5262 2.7938 

1.00 3 2.4800 .15100 .08718 2.1049 2.8551 

2.00 3 2.7767 .08145 .04702 2.5743 2.9790 

3.00 3 2.7600 .07550 .04359 2.5725 2.9475 

4.00 3 3.6400 .06245 .03606 3.4849 3.7951 

5.00 3 2.4700 .13077 .07550 2.1452 2.7948 

Total 18 2.7144 .49090 .11571 2.4703 2.9586 

CHIEU RONG 

LA 

.00 3 1.7300 .02000 .01155 1.6803 1.7797 

1.00 3 2.3600 .04359 .02517 2.2517 2.4683 

2.00 3 2.3867 .10408 .06009 2.1281 2.6452 

3.00 3 2.5033 .07638 .04410 2.3136 2.6931 

4.00 3 2.6733 .05033 .02906 2.5483 2.7984 

5.00 3 2.5200 .07937 .04583 2.3228 2.7172 

 



 
  

Homogeneous Subsets 

CHIEU CAO CAY 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

.00 3 5.0267    

1.00 3 5.1733 5.1733   

3.00 3  5.3000   

5.00 3   5.5900  

2.00 3   5.6133  

4.00 3    7.0833 

Sig.  .054 .090 .740 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

SO LUONG RE 

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

Duncana 

.00 3 2.3300      

1.00 3  4.6700     

2.00 3   6.3333    

3.00 3    8.3333   

5.00 3     9.3367  

4.00 3      10.6733 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU DAI RE 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

.00 3 .9000     

1.00 3  1.7667    

2.00 3  2.0600    

3.00 3   3.7700   

5.00 3    4.3167  

4.00 3     5.8500 

Sig.  1.000 .091 1.000 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

SO LUONG LA 



 
  

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

5.00 3 5.3333     

.00 3  5.6700    

3.00 3   6.3300   

1.00 3    6.6700  

2.00 3    6.6700  

4.00 3     7.6733 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU DAI LA 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

.00 3 2.1600    

5.00 3  2.4700   

1.00 3  2.4800   

3.00 3   2.7600  

2.00 3   2.7767  

4.00 3    3.6400 

Sig.  1.000 .933 .888 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU RONG LA 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

.00 3 1.7300     

1.00 3  2.3600    

2.00 3  2.3867 2.3867   

3.00 3   2.5033 2.5033  

5.00 3    2.5200  

4.00 3     2.6733 

Sig.  1.000 .640 .058 .769 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

SPAD 



 
  

 DOI 

CHUNG 

N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Duncana 

.00 3 39.4200     

1.00 3  42.7000    

3.00 3   45.5000   

5.00 3   47.0333 47.0333  

2.00 3    48.4667  

4.00 3     52.8767 

Sig.  1.000 1.000 .213 .242 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

TRONG LUONG TUOI 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

.00 3 .4667   

1.00 3  .8833  

2.00 3  .9233  

4.00 3   1.2233 

3.00 3   1.2900 

5.00 3   1.3133 

Sig.  1.000 .384 .076 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

Bảng 3.11. Sự thích nghi và tăng trưởng của cây con Kiwi sau 6 tuần trong nhà kính 

Descriptives 

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. Error 95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

TY LE SONG 

.00 3 76.0333 1.11505 .64377 73.2634 78.8033 

1.00 3 74.6667 .50332 .29059 73.4163 75.9170 

2.00 3 88.6667 .80208 .46308 86.6742 90.6591 

3.00 3 93.6667 1.50444 .86859 89.9294 97.4039 

4.00 3 85.3333 2.61024 1.50702 78.8491 91.8175 

Total 15 83.6733 7.66984 1.98034 79.4259 87.9207 

CHIEU CAO CAY 

CON 

.00 3 7.7133 .68245 .39401 6.0180 9.4086 

1.00 3 8.0000 .25000 .14434 7.3790 8.6210 

2.00 3 9.6100 .20421 .11790 9.1027 10.1173 

3.00 3 10.3633 .18771 .10837 9.8970 10.8296 

4.00 3 9.2167 .74889 .43237 7.3563 11.0770 

Total 15 8.9807 1.10603 .28557 8.3682 9.5932 

SO LUONG LA .00 3 .6667 .57735 .33333 -.7676 2.1009 



 
  

MOI 1.00 3 1.3333 .57735 .33333 -.1009 2.7676 

2.00 3 1.6667 .57735 .33333 .2324 3.1009 

3.00 3 2.3333 .57735 .33333 .8991 3.7676 

4.00 3 1.6667 .57735 .33333 .2324 3.1009 

Total 15 1.5333 .74322 .19190 1.1217 1.9449 

CHIEU DAI LA 

.00 3 2.3000 .52915 .30551 .9855 3.6145 

1.00 3 1.9467 .04163 .02404 1.8432 2.0501 

2.00 3 2.8000 .18028 .10408 2.3522 3.2478 

3.00 3 3.8333 .09609 .05548 3.5946 4.0720 

4.00 3 2.5667 .18475 .10667 2.1077 3.0256 

Total 15 2.6893 .69861 .18038 2.3025 3.0762 

CHIEU RONG LA 

.00 3 1.8800 .03606 .02082 1.7904 1.9696 

1.00 3 1.8800 .11533 .06658 1.5935 2.1665 

2.00 3 2.4733 .10693 .06173 2.2077 2.7390 

3.00 3 2.9200 .03606 .02082 2.8304 3.0096 

4.00 3 2.1533 .10504 .06064 1.8924 2.4143 

Total 15 2.2613 .41581 .10736 2.0311 2.4916 

 

Homogeneous Subsets 

 

TY LE SONG 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

1.00 3 74.6667    

.00 3 76.0333    

4.00 3  85.3333   

2.00 3   88.6667  

3.00 3    93.6667 

Sig.  .290 1.000 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU CAO CAY CON 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

.00 3 7.7133   

1.00 3 8.0000   

4.00 3  9.2167  

2.00 3  9.6100 9.6100 

3.00 3   10.3633 

Sig.  .484 .342 .085 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 



 
  

 

SO LUONG LA MOI 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Duncana 

.00 3 .6667  

1.00 3 1.3333 1.3333 

2.00 3 1.6667 1.6667 

4.00 3 1.6667 1.6667 

3.00 3  2.3333 

Sig.  .076 .076 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU DAI LA 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Duncana 

1.00 3 1.9467   

.00 3 2.3000 2.3000  

4.00 3  2.5667  

2.00 3  2.8000  

3.00 3   3.8333 

Sig.  .137 .053 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

CHIEU RONG LA 

 DOI CHUNG N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Duncana 

1.00 3 1.8800    

.00 3 1.8800    

4.00 3  2.1533   

2.00 3   2.4733  

3.00 3    2.9200 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 


