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LỜI CAM ĐOAN 

 Tôi xin cam đoan đề tài: “Nghiên cứu tác dụng của nano bạc và nano đồng 

trong khử trùng mẫu, khử trùng môi trường nuôi cấy và vi nhân giống một số cây 

trồng có giá trị kinh tế” là nghiên cứu của tôi và sự hướng dẫn khoa học của TS. 

Hoàng Thanh Tùng và GS.TS. Dương Tấn Nhựt tại Phòng Sinh học Phân tử và Chọn 

tạo giống cây trồng (VNCKHTN). Các số liệu, kết quả và đánh giá được đưa ra trong 

luận án chưa từng được công bố trước đây. Luận án này được thực hiện bởi sự hỗ trợ 

kinh phí của đề tài “Thiết lập phương pháp mới trong khử trùng mẫu, môi trường nuôi 

cấy và khắc phục một số hiện tượng bất thường trong vi nhân giống trên một số đối 

tượng cây trồng có giá trị kinh tế”, Mã số: 106.01-2019.301 của Quỹ Phát triển Khoa 

học và Công nghệ Quốc gia (NAFOSTED) và nhiệm vụ Phát triển nhóm nghiên cứu 

xuất sắc hạng I về “Nghiên cứu ảnh hưởng của một số hạt nano kim loại lên sự phát 

sinh hình thái, sinh trưởng - phát triển, sinh lý - sinh hóa và tích lũy hợp chất thứ cấp 

của một số cây trồng có giá trị kinh tế nuôi cấy in vitro”, Mã số: NCXS01.03/22-24 

thuộc Chương trình Phát triển Nhóm nghiên cứu xuất sắc tại Viện Hàn lâm Khoa học 

và Công nghệ Việt Nam. Tôi xin chịu hoàn toàn trách nhiệm với Học viện Khoa học 

và Công nghệ về lời cam đoan này.  

 Hà Nội, ngày 29 tháng 09 năm 2023 

Nghiên cứu sinh 

 

Huỳnh Gia Bảo 
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LỜI CẢM ƠN 

Mỗi bước đi trong chặng đường đời của chúng ta, đặc biệt là trên con đường tìm 

kiếm tri thức, sự hiện diện của mỗi người trong cả quá trình hay trong một giai đoạn 

cuộc sống đều mang một ý nghĩa thiêng liêng, đều là một dấu ấn sẽ theo ta đến suốt 

cuộc đời. Đối với riêng tôi, để hoàn thành luận án này, chắc hẳn không thể không kể 

đến sự giúp đỡ tận tình, sự quan tâm và động viên từ chính quý Thầy cô, các anh chị 

và các bạn tại phòng Sinh học Phân tử và Chọn tạo giống cây trồng.  

Lời đầu tiên, tôi xin được bày tỏ lòng biết ơn sâu sắc nhất đến Thầy, GS.TS. 

Dương Tấn Nhựt. Một người Thầy không chỉ dạy cho tôi kiến thức trong giảng dạy, 

trong nghiên cứu khoa học mà còn cho tôi nhiều bài học về kĩ năng, về thái độ trong 

học tập và cuộc sống hằng ngày. Một vài ngôn từ sẽ không thể diễn đạt hết công lao 

của Thầy đối với sự nghiệp trồng người. Phía sau những buổi làm việc cần mẫn, những 

cuộc họp với lời răn dạy nghiêm khắc hay những buổi sinh hoạt đầm ấm, vui vẻ cùng 

phòng thí nghiệm là những buổi trị liệu trong chặng đường chiến đấu với bệnh tật của 

Thầy, bất cứ ai cũng phải nể phục trước nghị lực phi thường ấy. Bên cạnh đó, Thầy 

còn là người Thầy rất tâm lý, trong suốt thời gian làm luận án, tôi còn nhận được sự 

động viên cũng như cảm thông, chia sẻ từ Thầy khi gặp khó khăn trong công việc và 

cuộc sống.  

Đồng thời, tôi xin gửi lời cảm ơn chân thành nhất đến người Thầy, cũng là 

người em đã dành rất nhiều thời gian và kinh nghiệm để giúp tôi hoàn thành luận án 

này, TS. Hoàng Thanh Tùng. Bản thân tôi thực sự may mắn khi nhận được sự hướng 

dẫn nhiệt tình và tâm huyết từ cả hai người Thầy vừa có tâm vừa có tầm. Tôi đã được 

Thầy chỉ dạy những bước đi chập chững đầu tiên và cơ bản nhất trong nghiên cứu. 

Mặc dù tuổi đời còn rất trẻ, nhưng ở Thầy tôi nhìn thấy được tầm hiểu biết sâu rộng, 

sự nghiêm túc và nỗ lực trong công việc cũng như sự thân thiện, hài hước trong cuộc 

sống hằng ngày.  

Tôi xin cảm ơn Ban giám đốc, cán bộ và nhân viên Học viện Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam đã tạo điều kiện thuận lợi cho tôi trong quá trình học tập và hoàn thiện 

các giấy tờ.  
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Tôi xin cảm ơn Ban lãnh đạo Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên 

(VNCKHTN) đã giúp đỡ và tạo điều kiện thuận lợi cho tôi trong quá trình học tập và 

thực hiện đề tài. Tôi cũng xin cảm ơn tới các cán bộ, nhân viên và các anh chị học 

viên, nghiên cứu sinh tại VNCKHTN. Cảm ơn mọi người đã dành thời gian để chỉ bảo, 

giúp đỡ tôi trong suốt thời gian nghiên cứu. 

Xin cảm ơn Ban điều hành của Công ty cổ phần bệnh viện Hy Vọng nói chung 

và IVFMD BU nói riêng đã tạo điều kiện giúp đỡ và cho phép tôi san sẻ thời gian để 

có điều kiện vừa công tác tại Bệnh viện vừa hoàn thành luận án tiến sĩ. 

Cuối cùng, sẽ là thiếu sót lớn khi không bày tỏ lời cảm ơn đến gia đình, những 

người đồng hành quan trọng nhất trong cuộc đời tôi. Dù cho có bao nhiêu mệt mỏi, 

bao nhiêu muộn phiền sau những ngày làm việc thì khi trở về nhà với gia đình, tôi như 

được nạp thêm năng lượng và có thêm động lực để tiếp tục cố gắng.  

Xin chân thành cảm ơn! 

Hà Nội, ngày 29 tháng 09 năm 2023 

Nghiên cứu sinh 

 

Huỳnh Gia Bảo 
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DANH MỤC CHỮ VIẾT TẮT 

AgNPs  :  Nano bạc (Silver nanoparticles) 

APX   :  Ascorbate peroxidase  

AuM   : Hệ thống nuôi cấy bình thủy tinh 

AuM1   : Hệ thống nuôi cấy bình thủy tinh 250 mL 

AuM2   : Hệ thống nuôi cấy bình thủy tinh 500 mL 

BA   : 6-Benzylaminopurine 

Ca(ClO)2    :  Canxi hypoclorit  

CAT   : Catalase  

CĐHSTTV :  Chất điều hòa sinh trưởng thực vật 

CMC   : Carboxymethyl cellulose 

CuNPs   : Nano đồng (Copper nanoparticles) 

DNS   : Axit 3,5-dinitrosalicylic  

DW   : Khối lượng khô (Dry weight) 

EDTA   : Axit Ethylene diamine-tetracetic  

GOPOD   : Glucose oxidase-peroxidase 

H2O2   : Hydrogen peroxide  

HgCl2    : Thuỷ ngân clorua 

MS   : Môi trường Murashige và Skoog (1962) 

MS0   : Môi trường MS bổ sung 30 g/L sucrose và 8 g/L agar 

NAA   :  Axit α-naphtaleneacetic 

NaBH4    :  Natri borohydrit 

NaClO   :  Natri hypoclorit 

NoM   : Hệ thống nuôi cấy hộp nhựa 
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NoM1         : Hệ thống nuôi cấy hộp nhựa vuông 5 L 

NoM2         : Hệ thống nuôi cấy hộp nhựa hình chữ nhật 15 L 

PDA            : Thạch dextrose khoai tây 

ROS            :      Stress oxy hóa gốc oxy tự do 

SAM           :      S-adenosyl-L-methionine 

SOD            : Superoxide dismutase 

SPAD          : Chỉ số Chlorophyll tổng 

VNCKHTN : Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên 

WA              : Thạch nước 
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LỜI MỞ ĐẦU 

Lý do chọn đề tài 

Hiện nay, kỹ thuật nuôi cấy mô hay vi nhân giống được sử dụng rất rộng rãi để 

nhân giống các loài cây trồng khác nhau (cây hoa, cây rau, cây cảnh,…) và là công cụ 

hữu ích được sử dụng trong nghiên cứu sinh trưởng, sinh lý – sinh hóa của thực vật. 

Kỹ thuật nuôi cấy mô có thể sử dụng để sản xuất số lượng lớn cây giống sạch bệnh 

trong thời gian ngắn và sản xuất sinh khối chứa các chất có hoạt tính thứ cấp,... Bên 

cạnh những thuận lợi mang lại thì kỹ thuật nuôi cấy mô vẫn còn một số hạn chế như 

nhiễm nấm, vi khuẩn,…chúng sinh trưởng và làm hạn chế sự sinh trưởng của mô cấy 

do chúng sử dụng môi trường dinh dưỡng [1]. Bên cạnh đó, môi trường nuôi cấy tối ưu 

hay lý tưởng cho sự sinh trưởng của mẫu cấy cần phải hấp khử trùng. Các bình nuôi 

cấy (túi nylon hay chai thủy tinh) chứa môi trường cũng cần được hấp khử trùng, môi 

trường được đun sôi; sau đó khử trùng môi trường nuôi cấy mô ở nhiệt độ 121C với 

áp suất 15 psi trong khoảng thời gian từ 20 đến 40 phút. Ngoài ra, các bước chuẩn bị 

môi trường cần trải qua nhiều giai đoạn khác nhau và tốn nhiều công lao động, điện 

năng, thời gian,…cho việc hấp khử trùng môi trường. 

Nano bạc (AgNPs) có tác dụng kháng các vi sinh vật (nấm, vi khuẩn,…) và 

được sử dụng trong nghiên cứu hay ứng dụng trong nhiều lĩnh vực như y dược, y 

sinh,... Các nghiên cứu về tác động của AgNPs lên thực vật như khử trùng mẫu cấy 

[2], nảy mầm của một số cây trồng [3], sinh lý cũng như hình thái của thực vật [4] 

cũng đã được chỉ ra. Tuy nhiên, ảnh hưởng của AgNPs lên khả năng khử trùng môi 

trường nuôi cấy mô mà không hấp tiệt trùng vẫn chưa được công bố trước đây. Trong 

luận án này, AgNPs được bổ sung vào môi trường nuôi cấy (không hấp khử trùng) 

nhằm đánh giá khả năng khử trùng môi trường nuôi cấy và cảm ứng sinh trưởng tiếp 

theo của mẫu cấy cây Cúc. Ngoài ra, những nghiên cứu trước đây chưa ghi nhận vai 

trò của nano đồng (CuNPs) trong giai đoạn khử trùng và cảm ứng của mẫu cấy; vì vậy, 

nghiên cứu này cũng đánh giá ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs trong giai đoạn khử 

trùng mẫu cấy và sinh trưởng tiếp theo, cảm ứng tạo phôi,…trên cây Thu hải đường. 

Bên cạnh đó, vai trò của AgNPs lên khả năng sinh trưởng và các hiện tượng bất 
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thường ở giai đoạn nhân nhanh chồi cây Tử linh lan cũng được chỉ ra trong luận án 

này.  

Đề tài “Nghiên cứu tác dụng của nano bạc và nano đồng trong khử trùng 

mẫu, khử trùng môi trường nuôi cấy và vi nhân giống một số cây trồng có giá trị 

kinh tế” hướng tới giải quyết một số vấn đề còn hạn chế của nuôi cấy mô. Đây là định 

hướng nghiên cứu chưa được quan tâm nhiều ở trên thế giới cũng như tại Việt Nam. 

Kết quả của nghiên cứu sẽ góp phần đưa ra một hướng nghiên cứu mới trong vi nhân 

giống thực vật. 

Mục tiêu của đề tài 

Mục tiêu tổng quát 

Luận án được thực hiện nhằm đưa ra được giải pháp mới để khắc phục một số 

hạn chế đang gặp phải trong vi nhân giống như khử trùng môi trường nuôi cấy, khử 

trùng mẫu cấy, cải thiện sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy, khắc phục một số hiện 

tượng bất thường của cây Cúc, cây Thu hải đường và cây Tử linh lan nuôi cấy in vitro. 

Mục tiêu cụ thể 

Xác định hiệu quả của AgNPs lên khả năng khử trùng môi trường nuôi cấy in 

vitro thay thế hấp tiệt trùng cũng như sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy cây Cúc. 

Xác định hiệu quả của AgNPs và CuNPs thay thế các chất khử trùng truyền 

thống như thủy ngân clorua (HgCl2) hay canxi hypochlorite (Ca(ClO)2) và ảnh hưởng 

của chúng lên sự sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy cây Thu hải đường. 

Xác định hiệu quả của AgNPs lên sự sinh trưởng và hạn chế một số hiện tượng 

bất thường trong giai đoạn tái sinh chồi cây Tử linh lan. 

Đối tượng và phạm vi nghiên cứu của đề tài  

Đối tượng nghiên cứu 

Ba loại cây trồng (Cúc, Thu hải đường và Tử linh lan) được sử dụng làm đối 

tượng nghiên cứu của luận án. 

Hai loại vật liệu nano (AgNPs và CuNPs) được sử dụng làm vật liệu để khử 

trùng mẫu cấy và môi trường hoặc bổ sung vào môi trường nuôi cấy in vitro. 
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Phạm vi nghiên cứu 

Luận án đánh giá hiệu quả của AgNPs và CuNPs lên khả năng khử trùng môi 

trường nuôi cấy mô, mẫu cấy và khả năng sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy, các chỉ 

tiêu sinh lý - sinh hóa của cây Cúc, Thu hải đường và Tử linh lan nuôi cấy in vitro. 

Trong quá trình thực hiện thí nghiệm, mỗi đối tượng cây trồng có các chương 

trình phát sinh hình thái khác nhau cũng như AgNPs và CuNPs có những tác động 

khác nhau phụ thuộc vào giai đoạn nuôi cấy cũng như mẫu cấy của từng loại cây 

trồng: 

Đối với cây Cúc, AgNPs có hiệu quả khử trùng mẫy cấy cũng như khử trùng môi 

trường nuôi cấy không hấp tiệt trùng. Ngoài ra, mẫu cấy có thể sinh trưởng trên môi 

trưởng bổ sung AgNPs ở nồng độ cao. Bên cạnh đó, qua đánh giá trạng thái môi 

trường nuôi cấy không hấp tiệt trùng thì độ cứng môi trường là lớn hơn so với hấp tiệt 

trùng; vì vậy, thí nghiệm ảnh hưởng của nồng độ agar cũng như đưa ra các hệ thống 

nuôi cấy khác nhau cũng được khảo sát.  

Đối với cây Thu hải đường, CuNPs được sử dụng như một chất khử trùng mới và 

chưa được công bố trước đây. CuNPs được sử dụng để khử trùng mẫu cấy và so sánh 

với các chất khử trùng khác cũng như đánh giá dư lượng Cu trong mẫu cấy (sau khi 

khử trùng) tác động đến sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy (cảm ứng tạo phôi, phát 

sinh phôi và sinh trưởng tiếp theo).  

Đối với cây Tử linh lan, nghiên cứu này đánh giá vai trò của AgNPs trong việc 

khắc phục một số hiện tượng bất thường trong nuôi cấy mô và gia tăng sinh trưởng của 

mẫu cấy. 

Do đó, trên 3 đối tượng nghiên cứu khác nhau, 3 vấn đề có những điểm tương 

đồng và cũng có những điểm khác biệt được giải quyết trong luận án này. Vì vậy, cách 

trình bày luận án theo đối tượng nghiên cứu có thể giải quyết trọn vẹn từng bài toán 

trên từng đối tượng cây trồng cụ thể. 

Ý nghĩa khoa học và thực tiễn  

Ý nghĩa khoa học 

Luận án này đã đánh giá được hiệu quả của AgNPs hoặc CuNPs lên khử trùng 

môi trường nuôi cấy mô thay thế hấp tiệt trùng, cảm ứng phát sinh hình thái, sinh 



4 

 

 

trưởng tiếp theo và hạn chế một số hiện tượng bất thường trong nuôi cấy in vitro cây 

trong nuôi cấy cây Cúc, cây Tử linh lan và cây Thu hải đường.  

Ý nghĩa thực tiễn  

Luận án đã sử dụng AgNPs là chất khử trùng môi trường nuôi cấy mô thay thế 

chất khử trùng truyền thống và không ảnh hưởng đến sinh trưởng tiếp theo của mẫu 

cấy.  

Ngoài ra, AgNPs và CuNPs có thể sử dụng làm chất khử trùng mẫu cấy thay thế 

cho các chất khử trùng truyền thống và gia tăng sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy. 

Những đóng góp mới của luận án 

AgNPs bổ sung vào môi trường nuôi cấy được giảm một nửa hàm lượng agar 

có hiệu quả khử trùng môi trường nuôi cấy và không cần hấp tiệt trùng bằng nồi hấp. 

AgNPs và CuNPs có thể sử dụng làm tác nhân khử trùng mẫu cấy thay chất khử 

trùng truyền thống và cải thiện sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy. 

AgNPs gia tăng hiệu quả tái sinh chồi, giảm hiện tượng bất thường và giảm sự 

tích lũy ethylene, gia tăng hoạt tính enzyme chống oxy hóa của mẫu cấy nuôi cấy in 

vitro. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Khử trùng môi trường nuôi cấy in vitro 

Môi trường lý tưởng hay tối ưu cho sự sinh trưởng của cây trồng nuôi cấy mô 

cần được vô trùng; do đó, chúng phải được hấp tiệt trùng. Ngoài ra, các bình chứa môi 

trường nuôi cấy mô (bình thủy tinh, tam giác, túi nylon,…) cũng cần được hấp tiệt 

trùng. Môi trường nuôi cấy mô sau khi chuẩn bị cần được đun sôi nhằm hòa tan các 

thành phần môi trường và được hấp tiệt trùng bằng nồi hấp ở nhiệt độ 121C, áp suất 

khoảng 15 psi trong khoảng thời gian từ 20 đến 40 phút tùy theo thể tích môi trường 

nuôi cấy mô (từ 20 đến 80 mL nếu là môi trường ở các bình nuôi cấy có thể tích từ 100 

đến 500 mL). Bên cạnh đó, chuẩn bị môi trường nuôi cấy mô cần trải qua nhiều giai 

đoạn; do đó, nó sẽ mất thời gian, công lao động, điện năng cho việc hấp tiệt trùng môi 

trường. 

Hầu hết môi trường nuôi cấy mô đều được tiệt trùng bằng nồi hấp (autoclave). 

Nồi hấp là một thiết bị khử trùng bằng áp suất hơi nước. Đối với thể tích môi trường 

nhỏ, có thể sử dụng một nồi áp suất mà hoạt động của nó theo nguyên tắc giống với 

nồi hấp. Thời gian hấp khác nhau đối với thể tích môi trường khác nhau (Bảng 1.1). 

Thời gian hấp kéo dài có thể ảnh hưởng xấu đến khả năng đông của agar và chất lượng 

của môi trường [5]. 

Bảng 1.1. Điều kiện hấp khử trùng môi trường nuôi cấy [5]. 

TT Thể tích môi trường/ 

bình (mL) 
Thời gian tối thiểu ở 121oC (phút) 

1 20 - 50 15 

2 75 20 

3 250 - 500 25 

4 1.000 30 

5 1.500 35 

6 2.000 40 



6 

 

 

Hơn nữa, Leifert và cộng sự (1994) báo cáo rằng, vi khuẩn Bacillus có thể tồn 

tại sau khi hấp tiệt trùng ở khoảng 120°C [6]. Do đó, nên ủ môi trường sau khi hấp ở 

nhiệt độ 30 đến 35oC trong khoảng 24 đến 48 giờ trước khi sử dụng để đánh giá xem 

nấm, vi khuẩn,…có trong môi trường nuôi cấy mô hay không [6]. Bên cạnh đó, hấp 

tiệt trùng môi trường sẽ ảnh hưởng đến sự thay đổi pH của môi trường và làm biến 

tính các thành phần của môi trường như đường, chất điều hòa sinh trưởng thực vật 

(CĐHSTTV), dịch chiết hữu cơ,…[7, 8]. Các CĐHSTTV nhạy cảm với nhiệt như 

Gibêrelin có thể mất hầu hết hoạt tính của chúng. Ngoài ra, một số vitamin bị phân 

hủy khi hấp tiệt trùng nhiệt độ cao. Thời gian khử trùng quá lâu có thể làm thay đổi 

tính chất của agar và nó cũng có thể dẫn đến tạo ra các sản phẩm độc hại như 5- 

(hydroxymethyl) -2-furaldehyde và phenolics [9] dẫn đến làm giảm hiệu quả của môi 

trường lên sự sinh trưởng của mẫu cấy. Do đó, việc xác định thời gian tối ưu cho hấp 

tiệt trùng môi trường nuôi cấy và nhận biết mức độ nhạy nhiệt độ cao của các hóa chất 

được sử dụng là điều rất cần thiết. 

1.2. Khử trùng mẫu cấy  

Toàn bộ quá trình nuôi cấy mô luôn luôn được tiến hành trong điều kiện vô 

trùng; do đó, điều kiện vô trùng là một trong những yếu tố quan trọng và có thể quyết 

định sự thành công của quá trình nuôi cấy. Các phương pháp khử trùng khác nhau đã 

được sử dụng để đảm bảo điều kiện vô trùng như sử dụng nhiệt độ cao để khử trùng 

môi trường, dụng cụ; sử dụng tia bức xạ UV để khử trùng tủ cấy; sử dụng phương 

pháp lọc để duy trì luồng không khí vô trùng, cho khu vực làm việc trong tủ cấy; sử 

dụng hóa chất để khử trùng mẫu cấy. Trong đó, việc vô trùng mẫu cấy để loại bỏ hoàn 

toàn các tác nhân gây nhiễm nhưng vẫn duy trì được sức sống của mẫu cấy là điều rất 

quan trọng. 

Mặt khác, mẫu cấy từ điều kiện bên ngoài đưa vào môi trường nuôi cấy mô là 

rất khó khăn vì chúng rất dễ bị nhiễm nấm, khuẩn,…mẫu cấy dễ bị hóa nâu hoặc hoại 

tử, mẫu cấy sinh trưởng chậm; điều này làm tốn chi phí và mất thời gian để thực hiện 

công việc này. Một trong những nguyên nhân dẫn đến các khó khăn trên có thể là do 

các thao tác hay chất khử trùng sử dụng trong quy trình khử trùng mẫu [10]. Loại, 

nồng độ của hoá chất và thời gian khử trùng mẫu cấy chưa phù hợp là một trong 
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những nguyên nhân chính dẫn đến sự thất bại trong giai đoạn vào mẫu ban đầu. Các 

chất khử trùng mẫu cấy hiện nay đang được sử dụng hiện nay như canxi hypoclorit 

(Ca(ClO)2), natri hypoclorit (NaClO), ethanol, hydrogen peroxide (H2O2), thủy ngân 

clorua (HgCl2), thuốc diệt nấm và thuốc kháng sinh, clo dioxide, isothiocyanate, đều 

có tính tẩy rửa cao (ức chế sinh trưởng của nấm và vi khuẩn theo cơ chế ăn mòn vách 

và thành tế bào); do đó, nó sẽ gây tổn thương mẫu cấy và không hiệu quả trong khử 

trùng mẫu cấy [11-13]. Ngoài ra, hạn chế của một số chất khử trùng đang được sử 

dụng hiện nay là ảnh hưởng đến sức khoẻ con người [14]. Vì vậy, việc đề xuất một 

chất khử trùng có hiệu quả trong khử trùng mẫu cấy tương tự các chất khử trùng 

truyền thống và gia tăng sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy là rất cần thiết.  

Khi khử trùng mẫu cấy, mẫu cấy cần phải được nhúng toàn bộ trong dung dịch 

khử trùng nhằm diệt vi sinh vật; loại bỏ cát, bụi,…trên bề mặt mẫu cấy; sau đó, mẫu 

cấy được rửa lại bằng dung dịch xà phòng loãng và nước máy. Mẫu cấy sau khi xử lý 

được rửa sạch vài lần bằng nước cất vô trùng và loại bỏ những mẫu cấy không còn 

nguyên vẹn trước khi cấy mẫu cấy lên môi trường nuôi cấy phù hợp. Ngoài ra, chất 

kháng sinh thường ít khi được sử dụng do hiệu quả khử trùng không cao và hạn chế 

sinh trưởng của mẫu cấy. Bên cạnh đó, một số chất làm giảm sức căng bề mặt 

(Fotoflo, teepol, tween 80, dung dịch diệt nấm khuẩn,…) cũng được sử dụng để gia 

tăng hiệu quả khử trùng mẫu cấy. Các chất ức chế vi sinh vật gồm nhiều loại, nồng độ 

và thời gian khác nhau được sử dụng để xử lý mẫu cấy (Bảng 1.2) [15]. 

Bảng 1.2.  Hiệu quả về nồng độ và thời gian của các tác nhân khử trùng mẫu cấy [15]. 

TT Tác nhân khử trùng mẫu cấy Nồng độ Thời gian xử lý (phút) 

1 Ca(ClO)2 10% 5 - 30 

2 NaClO 2% 5 - 30 

3 H2O2 12% 5 - 15 

4 Nước brom 2% 2 - 10 

5 HgCl2 1% 2 - 10 

6 Chất kháng sinh 50 mg/L 30 - 60 
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Kiến thức và hiểu biết đúng đắn về ảnh hưởng tiêu cực hay tích cực của các tác 

nhân khử trùng khác nhau sẽ giúp chọn các tác nhân khử trùng tốt nhất cho loài và 

mẫu cấy cụ thể [16]. Các muối của axit hypochlorous, chẳng hạn như NaClO, là một 

chất oxy hóa mạnh và rất hiệu quả trong việc tiêu diệt vi khuẩn. Ethanol là một chất 

khử trùng mạnh và nó cũng gây tổn thương đến mẫu cấy. Dung dịch ethanol với nồng 

độ 70% được dùng để làm biến tính protein nhanh chóng và bất hoạt các virus. Để 

tăng hiệu quả, ethanol được sử dụng trước hoặc sau khi xử lý bằng NaClO trong vài 

phút hoặc chỉ trong vài giây. HgCl2 chủ yếu là ức chế vi khuẩn và có phổ hoạt động 

rộng. Các hợp chất thủy ngân liên kết với các nhóm sulfhydryl sẽ ảnh hưởng đến hoạt 

động của enzyme [17]. Mặc dù HgCl2 là một chất khử trùng hiệu quả, nhưng nó là một 

hóa chất có gây tổn thương mạnh đối với mẫu cấy. Vì vậy, chúng ta cần phải cẩn thận 

trong việc xử lý chất này vì HgCl2 có thể ảnh hưởng tới sức khỏe con người; do đó, 

chúng ta cần hết sức cẩn thận trong việc loại bỏ dung dịch HgCl2 sau khi sử dụng. Kết 

quả là, nó đã không được sử dụng thường xuyên cho đến ngày nay. H2O2 là một chất 

oxy hóa, ở nồng độ thấp, H2O2 có các hoạt tính diệt nấm và diệt khuẩn và có hiệu quả 

trong việc khử trùng hạt giống. Việc sử dụng Tween 20 làm chất hoạt động bề mặt cải 

thiện khả năng thấm ướt của mẫu cấy và hạt giống để tăng hiệu quả của quy trình khử 

trùng. Thuốc kháng sinh rất độc đối với mẫu cấy và hiếm khi được sử dụng vì không 

đủ và có tác dụng phụ đối với sự phát triển của mẫu cấy [18]. Sử dụng kháng sinh liên 

tục có thể dẫn đến sự sinh trưởng của các vi khuẩn có tính kháng kháng sinh. 

Mặt khác, khử trùng mẫu cấy từ điều kiện bên ngoài chủ yếu sử dụng các dung 

dịch/chất khử trùng mẫu cấy có tính ăn mòn và tẩy rửa cao, gây tổn thương và hạn chế 

sinh trưởng của mẫu cấy. Do đó, việc nghiên cứu khả năng khử trùng, kháng khuẩn, 

nấm của các chất khử trùng khác thay thế kháng sinh hay HgCl2 mang lại lợi ích vô 

cùng lớn và là một bước ngoặt mới trong vi nhân giống thực vật. 
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1.3. Nano bạc và ứng dụng 

1.3.1. Giới thiệu chung 

 Nano bạc (AgNPs) là nano kim loại sử dụng nhiều nhất trong nông nghiệp. Đây 

là một nano kim loại có cấu trúc dạng nano core - shell, trong đó phần lõi là các 

nguyên tử bạc (Ag°), phần vỏ phủ là các chitosan hoặc lớp nano silica hay vàng, CMC, 

polymer,…[19]. 

 Hiện nay, AgNPs được tổng hợp từ nhiều cách khác nhau như phương pháp 

quang, khử hoá học, điện hóa học, bay hơi - ngưng tụ, tổng hợp sinh học (phương 

pháp sử dụng vi khuẩn Bacillus licheniformis để khử các muối bạc thành AgNPs) [20]. 

Trong đó, khử hóa học là phương pháp được xem là đơn giản nhất để chế tạo AgNPs; 

mặt khác, sản phẩm nano thu được từ phương pháp này có tính ổn định cấu trúc cao do 

đó dễ dàng phân tán đều trong nước hay các dung môi hữu cơ [21].  

1.3.2. Đặc tính kháng khuẩn của AgNPs 

AgNPs được sử dụng rộng rãi như một chất kháng khuẩn và sử dụng để khử 

trùng mẫu cấy. Một số nghiên cứu [22-24] đã tóm tắt những phát hiện gần đây và đề 

xuất cơ chế tác động của AgNPs đối với vi khuẩn, nấm,... Khả năng kháng khuẩn của 

AgNPs phụ thuộc vào các yếu tố như hình dạng hạt, kích thước, hàm lượng bạc kim 

loại, quy trình tổng hợp và chất phủ của hạt nano [24].  

Cơ chế hoạt động của AgNPs trên vi khuẩn vẫn chưa được biết đến, nhưng cơ 

chế tác động của AgNPs đã được chỉ ra là các thay đổi về cấu trúc và hình thái trong 

các tế bào vi khuẩn. AgNPs được chứng minh có hiệu quả kháng khuẩn hiệu quả hơn 

các muối bạc do diện tích bề mặt tiếp xúc rất lớn, cho phép gắn kết tốt hơn với vi sinh 

vật. AgNPs có kích thước nhỏ hơn 10 nm tương tác dễ dàng với vi khuẩn và tạo ra 

hiệu ứng điện tử và gia tăng hoạt tính của các hạt nano. Vì vậy, hiệu quả kháng khuẩn 

của AgNPs phụ thuộc vào kích thước của các hạt nano [25]. Các hạt nano gắn với 

màng tế bào và đi vào bên trong vi khuẩn. Vi khuẩn có màng tế bào bao gồm các 

protein chứa lưu huỳnh và các hạt nano tương tác với các protein trong các tế bào cũng 

như các hợp chất có chứa phốt pho như DNA. AgNPs tấn công vào chuỗi hô hấp, sự 

phân chia tế bào của tế bào vi khuẩn; sau đó, tế bào bị tổn thương và chết. Sau khi gắn 
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vào màng tế bào, AgNPs có thể xâm nhập vào tế bào vi khuẩn, giải phóng các ion bạc 

và tăng cường hoạt động diệt khuẩn [25-28]. 

Các hạt nano có hình dạng hạt khác nhau cũng ảnh hưởng tới hiệu quả kháng 

khuẩn thông qua ức chế sự sinh trưởng của vi khuẩn [25]. Ngoài ra, kết hợp AgNPs 

với thuốc kháng sinh sẽ có những ảnh hưởng khác nhau đến vi sinh vật [27]. Các hoạt 

tính kháng khuẩn của kháng sinh (Amoxicillin, Clindamycin, Erythromycin, Penicillin, 

Vancomycin,…) tăng lên khi bổ sung thêm AgNPs. Shrivastava và cộng sự (2007) 

nghiên cứu tổng hợp AgNPs có kích thước từ 10 đến 15 nm và tác động phụ thuộc liều 

lượng lên các vi sinh vật gram âm và gram dương [28]. Các tác giả cho thấy rằng, với 

một lượng AgNPs nhất định hoạt động ức chế các vi khuẩn gram âm là cao hơn so với 

vi khuẩn gram dương. Hoạt tính kháng khuẩn của AgNPs lên thực vi khuẩn cho thấy 

cả hai loại ion bạc và AgNPs đều ảnh hưởng lên sự hình thành cũng như phát triển của 

bào tử. Tuy nhiên, AgNPs có hiệu quả cao hơn, nó gia tăng sự tiếp xúc trực tiếp của 

bạc và hạn chế khả năng tồn tại của bào tử [29]. Ngoài ra, 100 mg/L AgNPs cho hiệu 

quả khử trùng mẫu cấy thông qua ức chế vi khuẩn và phenol cao hơn so các nồng độ 

khác trong gia đoạn khử trùng của cây Hoa hồng [30]. 

1.3.3. Ảnh hưởng của AgNPs lên sự sinh trưởng thực vật 

AgNPs ảnh hưởng lên sự sinh trưởng của thực vật thông qua các mức độ khác 

nhau (sinh trưởng, sinh lý, sinh hóa,…) có thể theo hướng tiêu cực hay tích cực tùy 

theo loài thực vật và đặc điểm của AgNPs (loại, kích thước, cấu trúc,…). AgNPs ở các 

kích thước khác nhau (1 - 20 nm) và nồng độ khác nhau (1 - 100 mg/L) có tác động 

không giống nhau lên khả năng nảy mầm của một số cây trồng [31]. Các kết quả khác 

gần đây cũng ghi nhận được cho thấy rằng AgNPs với kích thước khác nhau có ảnh 

hưởng đến nhiều loài thực vật. AgNPs có kích thước nhỏ hơn 5 nm ức chế sự nảy mầm 

hạt Lúa mạch (Secale cereale); trong khi đó, AgNPs (5 - 10 nm) có tác dụng ít hơn 

AgNPs ở nồng độ thấp; tuy nhiên, AgNPs (> 20 nm) sẽ ức chế khả năng nảy mầm cây 

Lúa mạch. Ngoài ra, sự nảy mầm của hạt Lanh (Linum usitatissimum) không bị tác 

động bởi kích thước và nồng độ của AgNPs.  
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AgNPs cho thấy có độc tính lên sự nảy mầm của hạt Dưa leo (Cucumis sativus), 

không tác động lên sự nảy mầm của hạt cây Rau diếp (Lactuca sativa), nhưng lại cho 

thấy kích thích nảy mầm của hạt cây Nhũ hương (Boswellia ovalifoliolata), một loài 

thảo dược quý hiếm đang có nguy cơ tuyệt chủng, lên đến 90% so với không bổ sung 

AgNPs (70%) [32]. 

  Trên Đậu tây (Phaseolus vulgaris) và Ngô (Zea may), nồng độ của AgNPs thấp 

hơn từ 20 đến 60 mg/L có ảnh hưởng tích cực đến sự sinh trưởng của cây con nuôi cấy 

in vitro như chiều cao cây, chiều dài rễ, diện tích lá, chlorophyll, carbohydrate, 

protein,…; ngược lại, nồng độ cao hơn (80 và 100 mg/L) của AgNPs cho thấy ức chế 

sự sinh trưởng của cây [33]. Ngoài ra, AgNPs cũng có hiệu quả kháng khuẩn cao, do 

đó có hiệu quả kiểm soát và ngăn ngừa các bệnh gây hại đến cây trồng [34]. Quá trình 

lão hoá như vàng và rụng lá, tích lũy ethylene, hoá nâu,… thường được gây ra bởi  

stress oxy hóa gốc oxy tự do (ROS) và AgNPs được biết đến có thể làm chậm quá 

trình này. Ngoài ra, AgNPs còn làm gia tăng khả năng hấp thụ ánh sáng của thực vật 

qua lá. Khi bổ sung AgNPs, cây trồng không những kháng vi sinh vật mà còn hấp thụ 

ánh sáng với bước sóng khoảng từ 390 đến 420 nm; điều này dẫn đến gia tăng hiệu 

quả quang hợp [35].  

Ngoài ra, AgNPs cho thấy khả năng kích thích tăng trưởng, ra hoa, ngăn chặn 

sự già hóa, rụng lá và các cơ quan sinh sản, tăng năng suất cây trồng của nhiều loài 

thực vật như Mù tạt Ấn Độ (Brassica juncea) [35], Lúa mì (Triticum sp.) [36], Đậu 

xanh (Vigna radiata) [37]. Ngâm hạt Bông (Gossypium sp.) trong AgNPs, cây sinh 

trưởng tốt và có thể giảm lượng phân bón cho đất đi một nửa [38]. Ảnh hưởng của 

AgNPs và bạc nitrate lên sự rụng quả và năng suất hạt trong cây Lưu ly (Myosotis sp.) 

trên đồng ruộng cũng đã được nghiên cứu [39]. Các kết quả tương tự cũng được chỉ ra 

bởi Pokhrel và Dubey (2013) trên cây Ngô (Zea may) và cây Bắp cải (Brassica 

oleracea) [40]. Tuy nhiên, các đánh giá về nồng độ, phương thức bổ sung và thời gian 

xử lý của AgNPs để xác định sự sinh trưởng, phát triển và năng suất của cây trồng 

theo hướng thân thiện với môi trường và hệ sinh thái vẫn chưa có nhiều nghiên cứu. 

1.3.4. Hấp thụ, vận chuyển và chuyển hóa AgNPs trên thực vật 

Việc hấp thụ và phân bố của AgNPs trong cây đã được khảo sát ở Mù tạt Ấn Độ 

(Brassica juncea) và cây cỏ Linh lăng (Medicago sativa). Trái ngược với Mù tạt, cỏ 
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Linh lăng cho thấy hiệu quả hấp thu AgNPs tốt hơn [41]. Trong một nghiên cứu khác, 

AgNPs dường như không tích tụ bạc ở bất kỳ hình thức nào trong cây Mù tạt Ấn Độ 

[42]. Sự hấp thụ thông qua lớp biểu bì, lông hút và vận chuyển bạc vào trong các mô 

mạch của rau xà lách đã được chứng minh khi phun các AgNPs với đường kính hạt là 

38,6 nm. Các con đường vận chuyển dường như bao gồm cả vận chuyển qua khoảng 

gian bào và qua tế bào chất. Các chuyển hóa trong thực vật bao gồm sự hòa tan hạt 

nano, sự chuyển đổi Ag+ trong AgNPs, và sự kết hợp các ion Ag+ với các nhóm thiol 

[43].  

1.3.5. AgNPs trong nghiên cứu vi nhân giống thực vật  

 Trong vòng 2 thập kỉ vừa qua, vật liệu nano đã được sử dụng nhiều hơn trong 

nghiên cứu nuôi cấy mô với vai trò như một vật liệu mới; điển hình như AgNPs - một 

nano kim loại đã được sử dụng trên nhiều đối tượng cây trồng khác nhau. Tuy nhiên, 

hầu hết các công bố trước đây là tập trung vào ứng dụng AgNPs trong khử trùng mẫu 

cấy và tạo nguồn mẫu nuôi cấy mô; do đó, việc đưa ra những tiềm năng ứng dụng rộng 

hơn của AgNPs lên hiệu quả vi nhân giống cần được nghiên cứu nhiều hơn. 

 El-Kosary và cộng sự (2020) đã báo cáo rằng AgNPs có thể là chất khử trùng 

thay thế cho các chất khử trùng khác để khử trùng mẫu cấy và có tác động tích cực 

trong việc hạn chế các nguồn lây nhiễm khác nhau mà không gây ra các tổn thương 

cho mẫu cấy [44]. Ngoài ra, cơ chế kháng khuẩn của AgNPs là do sự bám dính, sau đó 

xâm nhập vào bên trong và phá hủy cầu nối disulfua của màng tế bào vi khuẩn, tiếp 

đó, các ion bạc sẽ tiếp tục xâm nhập vào nhân phá hủy liên kết nội phân tử DNA của 

vi khuẩn [45]. 

 Abdi (2012) đã tiến hành khử trùng bề mặt và khử trùng nguồn nhiễm nội sinh 

(Xanthomonas sp.) của mẫu đốt thân cây hoa Nữ lang (Valeriana officinalis), cho thấy 

rằng các mẫu cấy khử trùng với 100 µg/ml AgNPs trong 180 phút có khả năng ức chế 

khuẩn nội sinh và ngoại sinh của mẫu cấy mà không có bất kỳ tác động bất lợi nào lên 

sự sinh trưởng của cây con ở giai đoạn tiếp theo [10]. Hiệu quả kháng nấm và khuẩn 

trong giai đoạn khử trùng cũng đã được chứng minh trên cây Araucaria excelsa; tuy 

nhiên, môi trường nuôi cấy mô được bổ sung trực tiếp AgNPs vào sẽ ức chế sự gây 

nhiễm của các vi khuẩn nội sinh [46]. 
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 Bên cạnh đó, AgNPs còn được xem như như một chất kích kháng giúp kích 

thích gia tăng sự sản sinh các chất có hoạt tính sinh học của thực vật. Điển hình như 

kích thích tổng hợp paclitaxel trên cây Thông đỏ (Taxus wallichiana) [47], tanshinone 

của cây Đan sâm (Salvia miltiorhiza) [48], phenol của cây rau Đắng biển (Bacopa 

monnieri) [49], artemisinin của cây Thanh hao (Artemisia annua) [50],… Tuy nhiên, 

các sản phẩm thu nhận được có chứa dư lượng AgNPs; do đó, những nghiên cứu về 

ảnh hưởng của dư lượng này lên chất lượng sản phẩm và sức khỏe của con người cần 

được nghiên cứu thêm.  

 AgNPs còn được biết đến như một chất kích thích sinh trưởng và ngăn chặn sự 

lão hóa của thực vật in vitro. Sarmast và cộng sự (2012) đã cho rằng AgNPs có tác 

động tích cực trong vi nhân giống cây Tùng bách tán (Araucaria heterophylla), cây 

sinh trưởng tốt với sự duy trì màu xanh lá đậm hơn so với nghiệm thức không bổ sung 

AgNPs, các chỉ tiêu sinh trưởng khác cũng gia tăng đáng kể so với đối chứng. Một số 

kết quả tương đồng cũng được ghi nhận trên cây Chùm ớt (Pyrostegia venusta) [46], 

cây hoa Hồng (Rosa sp.) [51]; hơn nữa, AgNPs đã được xác định có hiệu quả cao 

trong việc ức chế ethylene, từ đó giảm hiện tượng rụng lá và nâng cao hiệu quả vi 

nhân giống [46]. 

 Ngoài ra, AgNPs có thể hạn chế sự tích lũy của ethylene tương tự như AgNO3 

theo hai con đường đó là (1) ion bạc đi vào tế bào thực vật và tham gia thay thế cho 

thụ thể sinh tổng hợp ethylene đó là ion đồng; (2) ion bạc sẽ phản ứng trực tiếp với khí 

ethylene được tạo ra trong bình nuôi cấy như một phản ứng hóa học bình thường [52] 

từ đó giúp điều chỉnh hàm lượng ethylene có trong bình hoặc túi nuôi cấy tùy thuộc 

vào nồng độ của AgNPs được sử dụng. Ngoài ra, AgNPs còn được chứng minh như 

chất ức chế sự tổng hợp ethylene bằng cách ức chế hoạt động của S-adenosyl-L-

methionine - SAM (là tiền chất sinh tổng hợp ethylene) dẫn đến SAM được chuyển 

hóa thành các polyamine nhiều hơn trong thực vật (không theo con đường sinh tổng 

hợp ethylene) [53].  
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Đặc tính kháng nấm của AgNPs cũng được một số nhà nghiên cứu trong nước 

quan tâm. Hiệu quả kháng nấm Phytophthora capsici của chế phẩm keo AgNPs có 

kích thước hạt khác nhau, khả năng kháng nấm của chế phẩm gia tăng khi kích thước 

hạt nano giảm [54]. Lê Thanh Sơn và Nguyễn Đình Cường (2014) đã đánh giá khả 

năng diệt vi khuẩn trong không khí của các tấm lọc phủ AgNPs, màng phủ AgNPs có 

thể kháng vi khuẩn sau 1 ngày tiếp xúc và màng polypropylene là phù hợp nhất [55]. 

Ngoài ra, các sản phẩm từ tự nhiên thay thế cho các loại hóa chất được ưu tiên sử dụng 

như phức hệ nanochitosan - tinh dầu nghệ và AgNPs có hoạt tính đối kháng vi khuẩn 

gram âm và gram dương đã được sử dụng để bảo quản quả tươi sau thu hoạch. 

Nanochitosan, nanochitosan - tinh dầu nghệ và phức hợp nanochitosan - AgNPs - tinh 

dầu nghệ có hoạt tính ức chế sinh trưởng của 2 chủng vi khuẩn (Bacillus cereus và 

Listonella damsela) và có khả năng diệt khuẩn [56]. 

Cho đến nay, sử dụng AgNPs làm tác nhân khử trùng mẫu cấy hay bổ sung vào 

môi trường nuôi cấy mô nhằm đánh giá khả năng sinh trưởng trên các đối tượng cây 

trồng, hiện tượng bất thường (thủy tinh thể, vàng và rụng lá,…) trong nuôi cấy mô, sản 

xuất cây giống với số lượng lớn,… đã có một số thành công nhất định (Bảng 1.3). 

Trong giai đoạn khử trùng mẫu cấy, AgNPs là tác nhân khử trùng mẫu lá cây Dâu tây, 

Sâm Ngọc Linh, Đồng tiền, Hồng môn, Tử linh lan, Chanh dây vàng và tím [57-60, 

62, 63], mẫu đế hoa cây Đồng tiền [59], mẫu nhánh rong Bắp sú [61]. AgNPs được 

đánh giá có hiệu quả khử trùng tương tự hoặc cao hơn so với HgCl2 hay Ca(ClO)2. 

Bên cạnh đó, mẫu cấy cho khả năng phát sinh hình thái hiệu quả hơn. Mặt khác, 

AgNPs bổ sung vào môi trường nuôi cấy mô trên nhiều đối tượng cây trồng khác nhau 

nhằm gia tăng sinh khối tế bào đơn cây Salem [64], tái sinh chồi cây Dâu tây và hoa 

Hồng [51, 57], cảm ứng tạo phôi cây Sâm Ngọc Linh [58], tạo cây hoàn chỉnh và thích 

nghi của cây Cúc, Dâu tây, Đồng tiền và Hồng môn [57, 60, 65]. Bên cạnh đó, AgNPs 

còn kích thích sự hình thành rễ thứ cấp của cây Sâm Ngọc Linh [66], sản xuất cây 

giống cây Dâu tây [67], hạn chế hiện tượng bất thường trong nuôi cấy mô cây hoa 

Hồng [68], cây Đồng tiền [69], giảm sự tích lũy khí ethylene và hoạt độ của các 

enzyme thủy phân cây hoa Hồng [68], hay bổ sung AgNPs vào môi trường vi thủy 

canh cây Cúc nhằm hạn chế sự sinh trưởng của nấm và vi khuẩn [70, 71]. Tuy nhiên 
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cần tiến hành các nghiên cứu chuyên sâu và quy mô rộng hơn để đánh giá hiệu quả tác 

động của AgNPs lên sinh lý mẫu cấy thực vật. 

Bảng 1.3. Nghiên cứu của AgNPs trong vi nhân giống thực vật ở Việt Nam. 

TT 
Nội dung       

nghiên cứu 

Loài / đối 

tượng 
Nguồn mẫu 

Nồng độ 

AgNPs 

(mg/L) 

Nguồn 

1 
Khử trùng 

mẫu cấy 

Dâu tây 

Lá 

200 [57] 

Sâm Ngọc Linh 200 [58] 

Đồng tiền Lá, đế hoa 200 [59] 

Hồng môn Lá 100 - 200 [60] 

Rong bắp sú Nhánh rong  [61] 

Tử linh lan 

Lá 

500 [62] 

Chanh dây tím 

và vàng  

100 
[63] 

2 Tế bào đơn Salem Mô sẹo 200 [64] 

3 Tái sinh chồi 

Dâu Tây Lá 0,2 [57] 

Hoa Hồng Chồi 2 [51] 

4 
Cảm ứng tạo 

phôi 
Sâm Ngọc Linh Mô sẹo 1,6 [58] 

5 

Tạo cây hoàn 

chỉnh và sinh 

trưởng tiếp 

theo 

Dâu tây 

Chồi 

0,5 [57] 

Cúc 

Dâu tây 
5 - 10 [65] 
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Đồng tiền 

Hồng môn 7 [60] 

Sâm Ngọc Linh Phôi 1,2 [58] 

6 Rễ thứ cấp Sâm Ngọc Linh Rễ bất định 1 - 3 [66] 

7 
Sản xuất cây 

giống  
Dâu tây Chồi 0,5 [67] 

8 

Khắc phục 

hiện tượng bất 

thường trong 

nuôi cấy in 

vitro  

Hoa hồng Chồi 3 [68] 

Đồng tiền Chồi 
5 

[69] 

9 

Ethylene và 

enzyme thủy 

phân 

Hoa hồng Chồi 3 [68] 

10 
Hệ thống nuôi 

cấy 

Vi thủy canh 

Thủy canh in 

vitro 

Bán rắn 

Chồi 7,5 [70], [71] 

1.4. Nano đồng và ứng dụng 

1.4.1. Ảnh hưởng của đồng lên sinh trưởng thực vật 

Trong lục lạp, đồng (Cu) chiếm khoảng 50% và được liên kết với plasto-cyanin 

ở chuỗi truyền điện tử của quang hệ thống I và II. Nồng độ của plasto-cyanin sẽ giảm 

nếu không có sự có mặt của ion Cu. Ngoài ra, lục lạp thiếu 2 protein điều hoà hoạt 

động của plastoquinone (tổng hợp chúng cần có enzyme laccase là enzyme chứa ion 

Cu). Vì vậy, thiếu Cu sẽ dẫn đến giảm hiệu quả của quá trình quang hợp [72, 73]. 
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Enzyme superoxide dismutaza (Cu-Zn.SOD) chứa ion Cu và ion kẽm (Zn) có 

thể điều chỉnh anion superoxide O2- trong quá trình quang hô hấp. Do đó ion Cu có 

chức năng bảo vệ mạnh mẽ trước các tác nhân oxy hóa có hại cho cây. Các enzyme 

SOD chứa Cu - Zn được phát hiện ở stroma. Trong mẫu lá, SOD có hàm lượng khoảng 

90% ở lục lạp và khoảng 5% tập trung ở ti thể. Ngoài ra, thiếu ion Cu sẽ dẫn đến sự 

thay đổi cấu trúc lục lạp. Mặt khác, ion Cu có vai trò trong chuỗi truyền và vận chuyển 

điện tử của ti thể. Bên cạnh đó, ion Cu ảnh hưởng đến sự tổng hợp chlorophyll, trong 

khi sự dư thừa hoặc thiếu hụt ion Cu sẽ ảnh hưởng đến bộ máy quang hợp, điều này 

dẫn đến chlorophyll bị tác động bởi ion Cu và tuỳ từng loài thực vật khác nhau. 

Cho đến nay đã có những nghiên cứu về ảnh hưởng tiêu cực của CuNPs đối với 

cây trồng như ức chế sự nảy mầm của hạt, giảm chiều cao chồi và chiều dài rễ, giảm 

tốc độ quang hợp và hô hấp, thay đổi về hình thái cũng như enzyme [74]. Rajput và 

cộng sự (2018) đã tổng hợp các nghiên cứu của nhiều nhóm tác giả về ảnh hưởng tiêu 

cực của CuNPs đến khả năng nảy mầm của hạt và sự sinh trưởng của nhiều loại cây 

trồng khác nhau như Bí xanh, Cà chua, Cà rốt, Cỏ linh lăng, Củ cải, Dưa chuột, Đậu 

gà, Đậu xanh, Đậu tây, Đậu tương, Hành tây, Khoai lang, Lúa, Lúa mạch, Lúa mì, Mù 

tạt, Ngò, Ngô, Rau diếp, Rau bó xôi,… Sự sinh trưởng của cây trồng bị giảm do sự 

thiếu hụt hay dư thừa ion Cu. 

1.4.2.  Nano đồng trong vi nhân giống thực vật 

Mặc dù muối đồng sulphate có trong môi trường nuôi cấy mô thực vật như một 

chất khoáng vi lượng nhưng ion Cu chỉ chiếm 1 tỉ trọng rất nhỏ (ví dụ nồng độ 0,1 M 

trong môi trường nuôi cấy MS và chỉ bằng 1/1000 lần so với ion sắt). Nên hiệu quả 

của ion Cu và nano đồng (CuNPs) trong nuôi cấy mô thực vật là chưa thật sự rõ ràng. 

Một số nghiên cứu cho thấy CuNPs kích thích sự sinh trưởng của cây Rau diếp [75]. 

Trong một nghiên cứu khác, Lee và cộng sự (2008) cho rằng CuNPs làm gia tăng sinh 

trưởng ở cây Đậu và Lúa mì; cây Đậu có sự nhạy cảm nhiều hơn so với cấy Lúa mì 

trong xử lý với CuNPs [76].  

Có rất ít thông tin về tác dụng tích cực của CuNPs đối với thực vật. Tuy nhiên, 

một số kết quả đầy hứa hẹn về việc sử dụng CuNPs đã được báo cáo trên một số cây 

trồng như Húng tây [77-78], cây Bạc hà [79], cây Lúa [80]. Tuy nhiên, những nghiên 
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cứu về CuNPs trong nuôi cấy mô thực vật nói chung và đặc biệt trong khử trùng mẫu 

cấy và cảm ứng của mẫu cấy vẫn còn chưa có nhiều công bố. 

1.5. Hiện tượng bất thường trong vi nhân giống 

Nuôi cấy mô có nhiều thuận lợi trong nhân giống các cây trồng khác nhau như 

cây hoa, cây rau, cây thân gỗ, cây dược liệu,…; tuy nhiên, phương pháp này vẫn còn 

tồn tại một số nhược điểm chưa khắc phục được như cây bị dị dạng, thoái hóa, các 

hiện tượng bất thường như (nhiễm nấm - khuẩn, thủy tinh thể, vàng và rụng lá, hóa 

nâu,…). Nguyên nhân của các hiện tượng này có thể là do mẫu cấy được nuôi cấy 

trong bình/túi nuôi cấy được đậy kín có độ ẩm cao (> 95%); ngoài ra, mẫu cấy sinh 

trưởng trong điều kiện vô trùng sẽ ảnh hưởng đến các giai đoạn tiếp theo của cây con 

khi chuyển sang giai đoạn thích nghi ở vườn ươm hay đồng ruộng [1]. 

1.5.1. Hiện tượng thủy tinh thể 

Hiện tượng này có thể được mô tả bằng nhiều thuật ngữ khác nhau như sự 

mọng nước, dư thừa nước quá mức, mẫu cấy sáng như thuỷ tinh [81]. Nguyên nhân 

của hiện tượng này có thể là do sự hóa gỗ kém của mẫu cấy và nó có thể gây ra sự thay 

đổi của lớp lông sừng và mô biểu bì. Ngoài ra, hiện tượng này có thể làm thay đổi 

hướng phát triển của các sợi cellulose (nằm trên vách của tế bào) dẫn đến ảnh hưởng 

tới khả năng đóng hoặc mở của khí khổng [82].  

1.5.2. Sự tích lũy khí ethylene  

Sự sinh trưởng của thực vật bao gồm sự nảy mầm, phát sinh hình thái, tái sinh 

chồi và ra rễ, vàng và rụng lá, ra hoa,…và có sự sản sinh ra khí ethylene. Bên cạnh đó, 

các stress như lũ lụt, hạn hán, mầm bệnh, mặn,…được gây ra bởi các phản ứng trung 

gian của ethylene [83]. Ethylene ở thực vật được sinh tổng hợp thông qua con đường 

sinh hóa bao gồm 2 bước: (1) S-adenosyl-L-methionine (SAM) được biến đổi thành 

axit l-aminocyclopropane-1-carboxylic (ACC) với tác nhân xúc tác là enzyme ACC 

synthase (ACS); (2) ACC biến đổi thành ethylene (enzyme ACC oxidase - ACO là tác 

nhân xúc tác) [83]. 
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1.5.3. Hiện tượng rụng cơ quan 

Hiện tượng rụng cơ quan (lá, hoa, quả,…) là hiện tượng mà các cơ quan của cây 

bị tách rời ra khỏi cơ thể của chúng [84]. Trong nuôi cấy mô, lá vàng và rụng khỏi cơ 

quan của thực vật có thể là do tác động bởi sự bổ sung auxin ngoại sinh và sự tích lũy 

của khí ethylene (mẫu cấy được nuôi cấy trong bình được đậy kín có độ ẩm cao và 

sinh trưởng trong điều kiện dị dưỡng) [85]. Ngoài ra, mô cấy được nuôi cấy ở độ ẩm 

cao sẽ bị ảnh hưởng bởi khí ethylene và có thể là do auxin ngoại sinh bổ sung từ môi 

trường nuôi cấy hay nội sinh từ mẫu cấy có khả năng kích thích sự vàng và rụng lá 

[51].  

1.5.4. Hiện tượng hóa nâu  

Hiện tượng hóa nâu được ghi nhận bao gồm hóa nâu mẫu cấy và đôi khi là môi 

trường nuôi cấy mô cũng được xuất hiện trong vi nhân giống thực vật. Hiện tượng này 

là hiện tượng mà mẫu cấy chuyển sang màu nâu, nâu đen hoặc đen dẫn đến mẫu bị tổn 

thương hoặc hoại tử. Nguyên nhân có thể là do phenol được tổng hợp trong suốt quá 

trình sinh trưởng của mô cấy và gây ra stress oxy hóa, làm cho mô cấy hoặc môi 

trường nuôi cấy hóa nâu. Hiện tượng hóa nâu có thể phụ thuộc kiểu gen, sinh lý của 

mẫu cấy, điều kiện nuôi cấy,…[68, 69].  

1.5.5. Stress oxy hóa 

Stress oxy hóa là hiện tượng do tác động của điều kiện nuôi cấy như thành phần 

môi trường, ánh sáng, độ ẩm, ethylene,…dẫn đến thay đổi hàm lượng của các gốc oxy 

phản ứng (ROS) [86]. Để hạn chế những tổn thương do stress oxy hóa gây ra, hàm 

lượng ROS sẽ được thực vật điều chỉnh và kiểm soát một cách phù hợp với việc gia 

tăng hoạt động của các enzyme chống oxy hóa như superoxide disutase (SOD), 

catalase (CAT) và ascorbate peroxidase (APX) [86].  

1.6. Tổng quan về các đối tượng nghiên cứu 

1.6.1. Cây hoa Cúc 

Cây hoa Cúc (Chrysanthemum morifolium) là cây trồng quan trọng và có lịch 

sử lâu đời trên thế giới. Cây hoa Cúc được phát hiện ở các nước châu Á (Nhật Bản, 

Trung Quốc,...) và đây là loại hoa trồng chậu và cắt cành được ưa chuộng ở rất nhiều 
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nước trên thế giới vì chúng có sự đa dạng về màu sắc (trắng, đỏ, xanh, vàng,…), dễ 

trồng và chăm sóc, kiểm soát nở hoa theo thời gian và hoa của chúng có thể bảo quản 

vài tháng. Do đó, cây hoa Cúc là một trong những cây hoa cắt cành hay trồng chậu phổ 

biến trên thế giới, chỉ đứng thứ hai về giá trị thương phẩm sau cây hoa Hồng; do đó, 

cây hoa Cúc được trồng ở hầu hết các nơi trên thế giới. Ngoài ra, giá trị thương mại 

được ước tính khoảng 150 triệu đôla Mỹ [87].  

Ngoài ra, cây hoa Cúc dễ dàng chăm sóc, có thể chống chịu được các điều kiện 

bất lợi như lạnh hay nóng và có thể sử dụng làm cảnh quan, khuôn viên,... Hiện nay, 

cây hoa Cúc có thể được trồng ở các cánh đồng lớn, trồng trong nhà kính, trồng trong 

các chậu có kích thước khác nhau lấy hoa để trang trí. Do đó, các nghiên cứu nhằm gia 

tăng sản lượng hay chất lượng của chúng được khảo sát nhằm làm cho hoa đa dạng 

(màu sắc, hình dạng, kích thước), tăng khả năng kháng bệnh của cây con, thích nghi và 

sinh trưởng tốt với các vùng sinh thái khác nhau để gia tăng giá trị kinh tế cho người 

nông dân và các doanh nghiệp. Ở Việt Nam, cây hoa Cúc tươi hoặc được phơi khô 

(chủ yếu là cánh hoa) được sử dụng để pha trà hoặc nấu nước uống. Ngoài ra, cây hoa 

Cúc được sử dụng như là một vị thuốc đông y có thể chữa được một số bệnh như đau 

đầu, ho, cảm cúm, nghẹt mũi, sơ phong tiết nhiệt, kháng viêm, gia tăng hệ miễn dịch,...  

Lâm Đồng là một trong những tỉnh thành có diện tích trồng cây hoa Cúc lớn 

nhất cả nước. Những năm 2010, Lâm Đồng mới có khoảng 5.000 ha gieo trồng với sản 

lượng cây hoa Cúc khoảng 1 tỷ cành và tăng lên khoảng 9.740 ha và đạt hơn 2,4 tỷ 

cành vào năm 2015. Cây hoa Cúc trồng tại Lâm Đồng được tiêu thụ chủ yếu là trong 

nước (khoảng 90%), được cung cấp cho hầu hết các tỉnh/thành trong cả nước. Ngoài 

ra, cây hoa Cúc đã được xuất khẩu sang một số nước trên thế giới như Nhật Bản 

(khoảng 60%), Úc (khoảng 3%), Trung Quốc (khoảng 2%) và một số nước ở châu Âu, 

châu Á,...với số lượng nhỏ. Tuy nhiên, cây hoa Cúc được xuất khẩu chủ yếu bởi các 

công ty có vốn đầu tư nước ngoài của Nhật Bản, Hà Lan,...hoặc một số công ty trong 

nước (Dalat Hasfarm, Innova, Bonnie Farm,…). Trong đó, công ty Dalat Hasfarm xuất 

khẩu cây hoa Cúc chiếm phần lớn tổng sản lượng hoa cắt cành xuất khẩu của tỉnh Lâm 

Đồng. Ngoài ra, khoảng 180 triệu cành, giá trị khoảng 22 triệu đôla Mỹ (2010); xuất 

khẩu khoảng 215 triệu cành đạt giá trị khoảng 29 triệu đôla (2014); xuất khẩu khoảng 

250 triệu cành và giá trị ước tính khoảng 57 triệu đôla (2022) của tỉnh lâm Đồng 
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[88]. Bên cạnh đó, diện tích gieo trồng cây hoa Hồng nhiều nhất (khoảng 30% vào 

năm 1997). Ngoài ra, diện tích trồng cây Cúc khoảng 40% (với diện tích khoảng 2.500 

ha năm 2021) và cao hơn cây hoa Hồng (khoảng 30%).  

Gần đây, tác động của AgNPs trong nuôi cấy mô của cây hoa Cúc đã được 

nghiên cứu như đánh giá sự sinh trưởng và phát triển của cây [65], AgNPs trong môi 

trường vi thủy canh [70, 71] hạn chế nhiễm vi sinh vật và gia tăng sinh trưởng của cây 

Cúc. Tuy nhiên, các nghiên cứu về việc bổ sung AgNPs vào môi trường nuôi cấy hay 

khử trùng mẫu cấy ex vitro cũng như đánh giá sự sinh trưởng tiếp theo, các chỉ tiêu 

sinh lý hay sinh hóa cần được nghiên cứu. 

1.6.2. Cây Thu hải đường 

Cây Thu hải đường thuộc họ Begoniaceae được phân bố rộng khắp trên thế giới 

từ vùng cận nhiệt đới và nhiệt đới ở châu Mỹ cho đến châu Phi và châu Á, với hơn 

2.000 loài được ghi nhận [89]. Thu hải đường là một loài hoa có lá và hoa rất đẹp, 

chúng được trồng lần đầu tiên ở nước Anh vào năm 1777. Đây là loài cây thân thảo, 

mọng nước, lá có phiến lệch rất rõ ở phần gốc, có lá kèm sớm rụng và mọc cách. Cụm 

hoa sim hai ngả, cuống hoa dài, hoa đơn tính. Cho đến nay, có rất nhiều loài mới hình 

thành tạo nên sự phong phú về màu sắc (đỏ, trắng, vàng, cam, hồng,…) nên hoa Thu 

hải đường rất được ưa thích để trồng làm cảnh. Ngoài ra, chúng còn được biết tới như 

một nguồn thực phẩm và dược phẩm có giá trị [89].  

Thu hải đường thích hợp với điều kiện có bóng râm. Nếu ánh sáng với cường 

độ cao, cây sẽ bị bỏng lá và sinh trưởng chậm. Nhiệt độ thích hợp từ 18 đến 21ºC, độ 

ẩm là 60 - 70%, riêng giai đoạn cây con độ ẩm thích hợp là 90 - 95% [89]. Hoa Thu 

hải đường được sử dụng làm hoa trang trí trong gia đình, hoa trồng trong chậu và giỏ 

treo phổ biến ở Mỹ với tổng giá trị ghi nhận khoảng 60 triệu đôla Mỹ [90]. Ở Việt 

Nam, Thu hải đường được canh tác chủ yếu ở Lâm Đồng và một số vùng trồng hoa 

nhằm cung cấp hoa trồng chậu cũng như hoa trang trí. Hiện nay, Công ty Dalat 

Hasfarm dành khoảng 5 - 10 ha trong tổng diện tích canh tác hoa khoảng 50 ha để 

trồng loài hoa này với nhiều màu sắc khác nhau. Bên cạnh đó, khoảng ¾ sản lượng 

hoa Thu hải đường của công ty được xuất khẩu đi các nước trên thế giới như Hàn 

Quốc, Nhật Bản, Thái Lan, Đài Loan,... 
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Với nhu cầu cung cấp hoa chậu cây Thu hải đường ngày càng mở rộng, các 

nghiên cứu để gia tăng chất lượng cây con cung cấp cho ngành sản xuất hoa chậu 

thương mại cũng được chú ý [91]; xây dựng quy trình nuôi cấy mô cây Thu hải đường 

[92]; nghiên cứu các loại mẫu và chất điều hòa sinh trưởng thực vật lên sự sinh trưởng 

của cây Begonia rex [93].  

Bên cạnh đó, đây cũng là loại cây đã được chọn là vật liệu cho nhiều nghiên 

cứu sinh lý - sinh hóa thực vật trong điều kiện nuôi cấy mô [94-96]. Tuy nhiên, vai trò 

của nano kim loại như AgNPs và CuNPs trong khử trùng mẫu cấy ex vitro, cảm ứng 

tạo phôi và chỉ tiêu sinh lý hay sinh hóa, thích nghi và ra hoa vẫn chưa được nghiên 

cứu. 

1.6.3. Cây Tử linh lan 

Cây Tử linh lan (Saintpaulia ionantha) thuộc chi Saintpaulia (12 loài), một loài 

hoa nhỏ được phát hiện ở các rừng mưa ở một số nước như Kenya, Tanzania,... Cây 

Tử linh lan có nhiều màu sắc khác nhau (đỏ, trắng, tím, xanh, hồng,…), lá dày và 

nhiều lông. Cây Tử linh lan nở hoa quanh năm nếu có điều kiện khí hậu phù hợp nên 

chúng được trồng phổ biến làm hoa chậu trang trí trong các công ty, cơ quan hay nhà ở 

[97]. 

Cây Tử linh lan thích hợp với nhiệt độ phòng, không nên để cây ở ngoài trời 

dưới nhiệt độ cao. Chúng ra hoa rất đẹp và có thể điều chỉnh sự ra hoa bằng cách tỉa 

chồi. Ngoài ra, cây hoa này không thể sống trong điều kiện lạnh ẩm, cho nên không để 

chậu hoa ngâm nước và tránh làm ướt lá dẫn tới bị thối hoa và lá. Tuy nhiên, nên tưới 

toàn bộ cây bằng nước ấm mỗi tháng một lần, hạn chế làm phần đỉnh cây quá ẩm và 

phải để lá khô hoàn toàn trước khi đưa ra ánh sáng [97]. 

Với nhiều màu sắc khác nhau và hoa rất đẹp nên chúng được trồng ở rất nhiều 

nơi trên khắp thế giới. Chúng có thể sinh trưởng và phát triển từ sự nảy mầm của hạt 

giống hoặc giâm cành với khoảng hơn 1.000 giống khác nhau được ghi nhận. Đây loài 

hoa có màu sắc phong phú, hoa có thể có cánh đơn hoặc cánh kép và có thể nở hoa 

dưới bất cứ loại ánh sáng nào (ánh sáng tự nhiên hay đèn huỳnh quang) hay có thể 

trồng hoa trong phòng lạnh. Cây hoa Tử linh lan mang lại doanh thu ước tính trên 220 

triệu đôla Mỹ mỗi năm và được xếp trong nhóm các loài hoa như: Hồng, Cúc, Đồng 
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tiền, Trạng nguyên,... Ở một số nước châu Âu, hoa Tử linh lan có trên 1.000 loài với 

hơn 1.500 màu sắc khác nhau. 

Vi nhân giống đã thành công trên cây hoa Tử linh lan như phát sinh hình thái 

[97]; cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi [98]. Tái sinh chồi từ mẫu lá hay cuống lá của 

cây hoa Tử linh lan dưới đèn huỳnh quang cũng đã được nghiên cứu [99]. Tuy nhiên, 

hiệu quả nhân chồi với các chỉ tiêu như số chồi/mẫu (5 - 8 chồi: kích thước của các 

chồi thường nhỏ hơn 1 cm và không đều) sau 4 tuần nuôi cấy [99]. Gần đây, vai trò 

của các loại ánh sáng khác nhau trong cải thiện chất lượng chồi cũng được ghi nhận 

[100]. 

Hiện nay, nano kim loại sử dụng trong vi nhân giống cây Tử linh lan còn rất 

hạn chế. Trong đó, Dương Tấn Nhựt và cộng sự (2018) mới chỉ dừng lại nghiên cứu 

ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng mẫu cấy và so sánh với các chất khử trùng như 

HgCl2 [62]; do đó, ảnh hưởng của AgNPs lên sự phát sinh hình thái, sinh trưởng và 

một số chỉ tiêu sinh lý hay sinh hóa của cây Tử linh lan là cần thiết. 
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CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Vật liệu 

2.1.1. Vật liệu thực vật 

Cây hoa Cúc (Chrysanthemum morifolium) 4 tuần tuổi, Thu hải đường 

(Begonia tuberous) 8 tuần tuổi và Tử linh lan (Saintpaulia ionantha) 8 tuần tuổi thu 

nhận tại Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên (Lâm Đồng, Việt Nam) với các bộ 

phận khác nhau được sử dụng làm vật liệu ban đầu cho các thí nghiệm. Tùy theo mục 

đích thí nghiệm, vật liệu ban đầu được sử dụng là khác nhau. 

2.1.2. Dung dịch nano kim loại 

AgNPs và CuNPs được tổng hợp bằng phương pháp hóa học với nồng độ ban 

đầu là 1.000 mg/L và sản xuất bởi Viện Công nghệ Môi trường (VAST, Hà Nội, Việt 

Nam). Dung dịch AgNPs có kích thước hạt khoảng 20 nm [101]; trong khi đó, dung 

dịch CuNPs có kích thước hạt từ 20 đến 60 nm [102]. 

2.1.3. Hệ thống nuôi cấy 

Hệ thống nuôi cấy bình thủy tinh (AuM) là hệ thống đối chứng bao gồm bình 

thủy tinh thể tích 250 mL (AuM1) chứa 30 mL môi trường MS [103] và bình thủy tinh 

thể tích 500 mL (AuM2) chứa 60 mL môi trường MS. Môi trường MS được bổ sung 

30 g/L sucrose (Công ty đường TTC, Đồng Nai, Việt Nam) và 8 g/L agar (Công ty 

Vietxoco, Hồ Chí Minh, Việt Nam). Hệ thống nuôi cấy AuM được hấp tiệt trùng. 

Hệ thống nuôi cấy hộp nhựa (NoM) bao gồm hộp nhựa hình vuông 5 L (kích 

thước miệng hộp: 21,5 cm × 21,5 cm; chiều cao hộp: 8,5 cm) (NoM1) chứa 250 mL 

môi trường và hộp nhựa hình chữ nhật 15 L (kích thước miệng hộp: 24,0 cm × 35,0 

cm; kích thước đáy hộp: 22,5 cm × 33,0 cm; chiều cao hộp: 13,5 cm) (NoM2) chứa 

500 mL môi trường MS bổ sung 30 g/L sucrose và agar (theo thí nghiệm ảnh hưởng 

của nồng độ agar tối ưu). Hệ thống nuôi cấy NoM được bổ sung AgNPs và không hấp 

tiệt trùng. 
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2.1.4. Thiết bị và dụng cụ  

Máy cất nước, cân điện tử 2 và 3 chữ số thập phân, nồi hấp, máy đo pH, tủ cấy, 

đĩa cấy, dao cấy, panh cấy, bình thủy tinh (250 và 500 mL), bịch nylon, dây thun, găng 

tay, ống nylon,... Các dụng cụ được hấp tiệt trùng bằng nồi hấp ở 121°C, 15 psi trong 

30 phút. Đèn UV bước sóng 254 nm, kính hiển vi soi nổi Nikon SMZ 800 (Nikon, 

Nhật Bản), kính hiển vi quang học 2 thị kính Leica DM 2000 (Leica, Mỹ), máy kiểm 

tra chlorophyll (SPAD-502, Minolta Co., Ltd., Osaka, Nhật Bản). 

2.1.5. Điều kiện nuôi cấy 

In vitro: Các mẫu cấy được cấy vào bình thủy tinh/hộp nhựa và đặt trong phòng 

sáng đã cài đặt nhiệt độ khoảng 25 ± 2ºC, độ ẩm tương đối 55 - 60%, đặt dưới ánh 

sáng đèn huỳnh quang với quang chu kỳ 12 giờ/ngày và cường độ ánh sáng khoảng 40 

- 45 µmol/m2/s.  

Ex vitro: Cây con in vitro và trồng ở nhà kính Viện Nghiên cứu Khoa học Tây 

Nguyên với nhiệt độ ban ngày là 25 ± 5°C và ban đêm là 15 ± 5°C, độ ẩm trung bình 

khoảng 75 - 80% với ánh sáng tự nhiên được che sáng bằng lưới đen 40%, pH của đất 

khoảng 6 - 7. Cây con được trồng trên các chậu nhựa chứa đất sạch (Công ty Trang 

Trại Việt, Hồ Chí Minh, Việt Nam) trong 2 tuần; sau đó, cây được trồng trong túi 

nylon đen (kích thước 20  20  15 cm) với giá thể đất perlite cho đến khi ra hoa. 

2.2. Nội dung nghiên cứu 

2.2.1. Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng mẫu cấy, môi trường nuôi cấy và vi 

nhân giống cây hoa Cúc 

Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng môi trường nuôi cấy mô. 

Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng mẫu cấy và cảm ứng mẫu cấy. 

Định danh vi sinh vật gây nhiễm trong giai đoạn khử trùng mẫu cấy. 

Tái sinh chồi trên môi trường bổ sung AgNPs và không hấp tiệt trùng. 

Ảnh hưởng của hàm lượng agar lên sinh trưởng của cây Cúc trong môi trường 

bổ sung AgNPs không hấp tiệt trùng. 

Nhân giống cây Cúc trong các hệ thống nuôi cấy khác nhau. 

Thích nghi và ra hoa ở giai đoạn vườn ươm. 



26 

 

 

Ước lượng hiệu quả kinh tế của AgNPs lên khử trùng mẫu cấy, môi trường nuôi 

cấy mô và nhân giống cây hoa Cúc. 

2.2.2. Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên khả năng khử trùng mẫu cấy và sinh 

trưởng tiếp theo của cây Thu hải đường 

Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên khử trùng mẫu cấy. 

Sinh trưởng của phôi soma. 

Tạo cây hoàn chỉnh và thích nghi ở điều kiện vườn ươm. 

2.2.3. Ảnh hưởng của AgNPs lên khả năng tái sinh chồi và hạn chế một số hiện 

tượng bất thường trong nuôi cấy in vitro của cây Tử linh lan 

Đánh giá khả năng tái sinh chồi của các nguồn mẫu khác nhau và ghi nhận hiện 

tượng bất thường. 

Ảnh hưởng của AgNPs lên khả năng tái sinh chồi và hiện tượng bất thường. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Bố trí thí nghiệm  

2.3.1.1. Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng mẫu cấy, môi trường nuôi cấy và vi nhân 

giống cây hoa Cúc 

Thí nghiệm 1.1: Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng môi trường nuôi cấy mô  

Chuẩn bị môi trường MS chứa 30 g/L sucrose và 8 g/L agar (MS0); sau đó, 30 

mL môi trường MS0 được đổ vào bình 250 mL (AuM1) và hấp tiệt trùng ở 121°C và 

15 psi trong thời gian 20 phút. Môi trường MS0 được bổ sung các nồng độ AgNPs 

khác nhau (1, 2, 3, 4, 5 mg/L) và pH 5,8 trước khi đun sôi trong 4 phút để hòa tan agar 

(không hấp tiệt trùng) được sử dụng như là phương pháp xử lý để khảo sát tác dụng 

khử trùng môi trường nuôi cấy mô của AgNPs. Môi trường MS0 bổ sung AgNPs sau 

khi đun sôi sẽ được rót 30 mL môi trường vào bình AuM1 (bình và nắp bình được hấp 

tiệt trùng bằng nồi hấp tiệt trùng) để ghi nhận tỷ lệ nhiễm (%) của môi trường nuôi cấy 

mô được hấp tiệt trùng bằng nôi hấp hay bổ sung AgNPs và không hấp tiệt trùng sau 1 

- 4 tuần. 
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Thí nghiệm 1.2: Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng mẫu cấy và cảm ứng mẫu 

cấy  

Cảm ứng mẫu cấy 

Các mẫu lá thu nhận từ vườn ươm của cây Cúc (4 tuần tuổi) với đốt thứ 3 và 

thứ 4 từ trên xuống đã được rửa sơ bộ bằng nước máy; sau đó, mẫu lá được khử trùng 

với AgNPs ở các nồng độ khác nha (125, 250 hoặc 500 mg/L) và thêm vài giọt Tween-

80 trong 5, 10, 15, 20 hoặc 30 phút. Mẫu lá được rửa bằng nước cất vô trùng 2 - 3 lần 

trong 5 phút. Nghiệm thức đối chứng là chất khử trùng HgCl2 (1.000 mg/L) và nước 

khử trùng trong 5 phút. 

Tiếp theo, các mẫu lá được cắt thành hình vuông (5 mm × 5 mm) và được nuôi 

cấy trên môi trường MS0 bổ sung 2 mg/L 6-Benzylaminopurine (BA), 0,5 mg/L axit 

1-naphthaleneacetic (NAA) [105]. Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo (%) được thu nhận sau 4 

tuần nuôi cấy. 

Định danh vi sinh vật gây nhiễm trong giai đoạn khử trùng mẫu cấy 

Môi trường nuôi cấy mô có cấy mẫu được thu nhận để xác định nấm và vi 

khuẩn có trong môi trường bằng phương pháp thử định lượng ISO 16266, Bergey, 

NHS-F15 (vi khuẩn) và ISO 21527-1 (nấm). Môi trường PDA được chuẩn bị bằng 24 

g dextrose khoai tây (Difco, Hoa Kỳ), 15 g bacto agar (Difco, Hoa Kỳ) và đổ đầy nước 

cất đến 1.000 mL. Môi trường WA được chuẩn bị bằng 15 g bacto agar (Difco, Hoa 

Kỳ) và đổ đầy nước cất đến 1.000 mL. Vi sinh vật gây nhiễm trên môi trường chứa mô 

cấy được thu nhận sau 1 tuần. Các vi sinh vật được thu nhận bằng kính hiển vi soi nổi 

sau mỗi 24 giờ cho đến một tuần. Mỗi khuẩn lạc được phân lập và đánh giá đặc điểm 

hình thái bằng kính hiển vi 1000X [104].  

Thí nghiệm 1.3: Tái sinh chồi từ nuôi cấy cụm mô sẹo trên môi trường bổ sung 

AgNPs và không hấp khử trùng 

Cụm mô sẹo 4 tuần tuổi thu nhận từ thí nghiệm 1.2 được cắt thành các mẫu nhỏ 

hình vuông (5 mm × 5 mm); sau đó, chúng được nuôi cấy trên môi trường MS0 không 

hấp tiệt trùng bổ sung 0,2 mg/L BA và nồng độ AgNPs tối ưu ở thí nghiệm 1.1. Đối 

chứng là cụm mô sẹo được nuôi cấy trên môi trường MS0 đã được hấp tiệt trùng có 
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hoặc không bổ sung 0,2 mg/L BA [106]. Tỷ lệ tái sinh chồi (%), chiều cao chồi (cm), 

số chồi/mẫu, khối lượng tươi cụm chồi (g) được thu nhận sau 4 tuần nuôi cấy. 

Thí nghiệm 1.4: Ảnh hưởng của hàm lượng agar lên sinh trưởng của cây con 

trong môi trường chứa AgNPs không hấp tiệt trùng 

Các chồi Cúc (1,5 cm) được cấy trên môi trường MS0 bổ sung nồng độ AgNPs 

tối ưu từ thí nghiệm 1.1, bổ sung hàm lượng agar khác nhau (3, 4, 5, 6, 7 và 8 g/L) và 

không tiệt trùng. Các chồi được cấy trên môi trường MS0 chứa 8 g/L agar (hấp tiệt 

trùng) được sử dụng làm đối chứng. Các chỉ tiêu sinh trưởng của cây bao gồm chiều 

cao cây (cm), số lá/cây, số rễ/cây, chiều dài rễ (cm), khối lượng tươi (g), chiều rộng lá 

(cm) và chỉ số SPAD (chlorophyll tổng) được thu nhận sau 4 tuần nuôi cấy. 

Thí nghiệm 1.5: Nhân giống cây Cúc trong các hệ thống nuôi cấy khác nhau  

Cây con có nguồn gốc nuôi cấy in vitro (chiều cao 5,0 cm) thu nhận từ nghiệm 

1.4 được cắt thành 4 đoạn; trong đó có 1 chồi ngọn (chồi với một cặp lá, chiều dài 

khoảng 1,5 cm) và 3 đoạn thân đã loại bỏ lá (chiều dài 1,0 cm). Các chồi/đoạn thân 

được đặt trong hệ thống bình thủy tinh 500 mL AuM2 (20 chồi hoặc đoạn thân/bình), 

hệ thống hộp nhựa NoM1 (169 chồi hoặc đoạn thân/hộp) và hệ thống hộp nhựa NoM2 

(330 chồi hoặc đoạn thân/hộp). Chiều cao cây (cm), số rễ/cây, chiều dài rễ (cm), số 

lá/cây, chiều rộng lá (cm), khối lượng tươi (g), chỉ số SPAD, hàm lượng APX (U/g) và 

SOD (U/g) được thu nhận sau 4 tuần nuôi cấy. 

Thí nghiệm 1.6: Thích nghi và sinh trưởng tiếp theo ở giai đoạn vườn ươm 

Cây Cúc (300 cây con mỗi hệ thống nuôi cấy) 4 tuần tuổi có nguồn gốc từ thí 

nghiệm 1.5 được trồng ở điều kiện nhà kính. Tỷ lệ sống sót (%), chiều cao cây (cm), 

số rễ/cây, chiều dài rễ (cm), số lá/cây, chiều dài lá (cm), chiều rộng lá (cm), khối 

lượng tươi (g), thời gian ra nụ (tuần), thời gian bung nụ (tuần) và thời gian ra hoa 

(tuần) sau 16 tuần trồng ở vườn ươm. 
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Thí nghiệm 1.7: Ước lượng hiệu quả kinh tế của AgNPs lên khử trùng mẫu cấy, 

môi trường nuôi cấy và nhân giống cây Cúc 

Ước lượng giá thành của 10.000 cây con của mỗi hệ thống nuôi cấy (bình thủy 

tinh chứa môi trường có hấp tiệt trùng và hộp nhựa chứa môi trường nuôi cấy bổ sung 

AgNPs không hấp tiệt trùng) được so sánh hiệu quả kinh tế dựa trên chi phí sản xuất 

thực tế. 

2.3.1.2. Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên khử trùng mẫu cấy và sinh trưởng tiếp 

theo của cây Thu hải đường 

Thí nghiệm 2.1: Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên khả năng khử trùng mẫu 

cấy  

Các mẫu cấy khác nhau (cuống lá, cuống hoa và đoạn thân) của cây Thu hải 

đường được rửa dưới vòi nước máy 15 phút; sau đó, các mẫu cấy ngâm 15 phút trong 

dung dịch xà phòng loãng ở nồng độ 0,01%; rửa lại mẫu 30 phút dưới vòi nước máy. 

Các mẫu cấy sau khi khử trùng sơ bộ được đưa vào tủ cấy và tiếp tục khử trùng bằng 

cồn 70° khoảng 30 giây, rửa lại 3 lần với nước cất vô trùng. Mẫu cấy sau khỉ rửa được 

tiếp tục khử trùng bằng dung dịch AgNPs và CuNPs (50, 100, 200, 300 và 400 mg/L) 

thêm vài giọt Tween-80 để tiếp tục khử trùng mẫu trong khoảng 10 phút. Trong khi 

đó, mẫu cấy được khử trùng với 1.000 mg/L HgCl2 trong 6 phút và 60.000 mg/L 

Ca(ClO)2 khoảng 10 phút như là nghiệm thức đối chứng. Sau khi khử trùng, các mẫu 

cấy được đặt cắt nhỏ như so đồ 2.1. và nuôi cấy trên môi trường MS0 chứa 0,1 mg/L 

TDZ và 0,2 mg/L NAA [92] để đánh giá khả năng cảm ứng tạo phôi. 

Mẫu cấy cuống lá, cuống hoa và đoạn thân sau khi khử trùng với CuNPs được 

thu nhận để xác định dư lượng đồng (Cu) bằng phương pháp đo quang phổ hấp thụ 

nguyên tử [107]. Mẫu phân tích (50 mg/mẫu) được chuyển đổi thành hơi của các 

nguyên tử hoặc ion tự do bằng cách sử dụng nguồn năng lượng thích hợp. Sau đó, cặn 

lắng được phân tích bằng phương pháp vô cơ ướt và đo bằng AAS-6800 (Shimadzu, 

Nhật Bản). Phân tích dư lượng Cu trong mẫu cấy bằng phương pháp vô cơ hóa ướt để 

chuyển nano thành dạng nguyên tử riêng lẻ; sau đó, tính dư lượng ion đồng (Cu) trong 

các mẫu được đo bằng phương pháp vô cơ ướt chuyển dạng nano thành dạng nguyên 

tử. 
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Hình 2.1.  Sơ đồ mô tả cách cắt mẫu cấy của cây Thu hải đường.  

 (1): Thu nhận mẫu cuống lá, cuống hoa và đoạn thân; (2): Cắt mẫu tTCL (1 

mm); (3): Cấy mẫu tTCL trên môi trường cảm ứng mẫu cấy; tTCL-P: Mẫu 

cấy cuống lá; tTCL-F: Mẫu cấy cuống hoa; tTCL-S: Mẫu cấy đoạn thân. 

Thí nghiệm 2.2: Sinh trưởng của phôi soma  

Mẫu cấy cảm ứng tạo phôi (4 tuần tuổi) của cây Thu hải đường thu nhận từ thí 

nghiệm 2.1 được cắt thành các mẫu nhỏ hình vuông (5 mm × 5 mm) và nuôi cấy trên 

môi trường ½ MS chứa 0,2 mg/L TDZ và 0,2 mg/L NAA [92] để đánh giá sự sinh 

trưởng của phôi soma. Tỷ lệ phát sinh phôi (%), tổng số phôi, hình dạng phôi soma 

(hình cầu, hình tim, hình thủy lôi và hai lá mầm), enzyme (CAT và APX), hàm lượng 

tinh bột và đường được thu nhận sau 8 tuần nuôi cấy. 

Thí nghiệm 2.3: Tạo cây hoàn chỉnh và sinh trưởng tiếp theo  

Các phôi hai lá mầm riêng lẻ (1,5 cm) của cây Thu hải đường thu nhận từ thí 

nghiệm 2.2 và được nuôi cấy trên môi trường MS0 để đánh giá khả năng ra rễ và sinh 

trưởng của cây con. Chiều cao cây (cm), số lá/cây, số rễ/cây, chiều dài rễ (cm), khối 

lượng tươi và khô (mg), SPAD được thu nhận sau 16 tuần nuôi cấy. 
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Các cây con (10 cm) được trồng ở điều kiện nhà kính để đánh giá khả năng 

thích nghi và ra hoa. Tỷ lệ sống sót (%), số lá/cây, chiều cao cây (cm), SPAD, tỷ lệ ra 

hoa (%), thời gian nở hoa (ngày) và đường kính hoa (cm) trong điều kiện vườn ươm 

được ghi nhận sau 16 tuần trồng. 

2.3.1.3. Ảnh hưởng của AgNPs lên khả năng tái sinh chồi và hạn chế một số hiện 

tượng bất thường trong nuôi cấy in vitro của cây Tử linh lan 

Thí nghiệm 3.1: Đánh giá khả năng tái sinh chồi của các nguồn mẫu khác nhau 

và ghi nhận hiện tượng bất thường  

Mẫu lá nguyên (đường kính 10 mm) và mẫu gân lá chính (1 mm × 10 mm: rộng 

× dài) được thu nhận từ cây Tử linh lan nuôi cấy mô được cấy trên đĩa Petri (đường 

kính 60 mm và chiều cao 15 mm, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Đức) chứa môi trường 

MS0 bổ sung 0,1 mg/L NAA, 0,2 mg/L BA và 1 g/L than hoạt tính [99] được bao kín 

bởi màng parafilm M (Bemis, Mỹ) nhằm mục đích đánh giá khả năng tái sinh chồi của 

mẫu lá nguyên và mẫu gân lá chính cũng như ghi nhận hiện tượng bất thường trong 

giai đoạn tái sinh chồi. Các chỉ tiêu như tỷ lệ tái sinh chồi (%), chiều cao chồi (cm), số 

chồi/mẫu, hiện tượng thủy tinh thể (%), mô sẹo ở mép lá (%), hoại tử mẫu cấy (%), 

hóa nâu mẫu cấy/môi trường nuôi cấy (%) được thu nhận sau 8 tuần. Hình thái mẫu 

cấy được quan sát và ghi nhận dưới kính hiển vi soi nổi (độ phóng đại 10x). 

Thí nghiệm 3.2: Ảnh hưởng của AgNPs lên sự tái sinh chồi và các hiện tượng bất 

thường 

Nguồn mẫu tái sinh chồi tối ưu ở thí nghiệm 3.1 được cấy trên môi trường MS0 

chứa 0,1 mg/L NAA, 0,2 mg/L BA, 1 g/L than hoạt tính [99] và bổ sung AgNPs (1, 2, 

3, 4 mg/L) có hấp khử trùng. Đối chứng là mẫu cấy được cấy trên môi trường MS0 

không bổ sung AgNPs và có hấp khử trùng. Các chỉ tiêu như tỷ lệ tái sinh chồi (%), 

chiều cao chồi (cm), số chồi/mẫu, khối lượng tươi và khô của cụm chồi (mg) được thu 

nhận sau 4 tuần; bên cạnh đó, số chồi (tổng số chồi, chồi có kích thước > 1 cm), chiều 

cao chồi (cm), khối lượng tươi và khô (mg), SPAD được thu nhận sau 8 tuần. 
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2.3.2. Xác định hàm lượng khí ethylene bằng phương pháp sắc ký khí 

 Khí trong bình nuôi cấy (1 mL) được thu nhận trực tiếp bằng ống tiêm và bơm 

vào hệ thống GC. Định lượng khí ethylene bằng phương pháp sắc ký khí. Cột thép 

không gỉ (3 m × 1,5 mm) chứa chất hấp phụ Porapack P với kích thước hạt 80 - 100 

Mesh. Trong đó, nhiệt độ được điều chỉnh tùy thuộc vài vị trí như cột là 60oC, kim 

phun là 90oC và ngọn lửa ion hóa là 90oC. Khí mang là khí nitơ với lưu lượng 55 

mL/phút [108]. 

2.3.3. Xác định hoạt độ của enzyme kháng oxy hóa bằng phương pháp phân tích 

phổ tử ngoại  

Mẫu tươi (300 mg) được thu nhận từ các thí nghiệm khác nhau và đặt trong cối 

sứ; sau đó, chúng được nghiền trong nitơ lỏng thành bột mịn và đồng nhất mẫu trong 2 

mL dung dịch đệm phosphate 0,1 M chứa 0,1 mM axit ethylene diamine tetracetic. 

Hỗn hợp chứa mẫu được ly tâm với tốc độ 15.000 rpm khoảng 20 phút ở 4°C. Phần 

dịch nổi phía trên được thu nhận và bảo quản trong điều kiện lạnh (4°C) trong khoảng 

24h để xác định hoạt tính của các enzyme chống oxy hóa bao gồm SOD, CAT và 

APX.  

Hoạt độ SOD được xác định thông qua phản ứng pyrogallol với quá trình oxy 

hóa với sự hiện diện của oxy trong không khí, tạo ra sản phẩm và hấp thu bước sóng 

320 nm. SOD trong mẫu xúc tác phản ứng phân hủy các gốc peroxide (-O-O-), ngăn 

chặn quá trình tự oxy hóa của pyrogallol. Tỷ lệ ức chế phản ánh hoạt động của 

superoxide effutase trong mẫu. Một đơn vị hoạt độ của enzyme (U/g) là sự ức chế 50% 

quá trình tự oxy hóa pyrogallol, được xác định bởi sự thay đổi độ hấp thụ ở 320 nm 

theo công thức: Đơn vị enzyme (U/g) = (% bị ức chế/50) × tỷ lệ pha loãng [109]. 

Hoạt độ CAT trong mẫu thử được xác định bằng cách cho mẫu phản ứng với 

100 μL 65 mM H2O2 trong 2 phút, H2O2 còn lại sau khi phản ứng sẽ được kết hợp với 

100 μL ammonium molybdate (NH4Mo7O24) tạo phức hợp màu vàng và hấp thu bước 

sóng 405 nm. Đơn vị hoạt độ CAT (U/g) tương đương với 1 μmol H2O2 thủy phân 

trong 1 phút [110]. 
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 Hoạt độ APX được kiểm tra theo phương pháp của Nakano và Asada (1981) 

[111]. Enzyme APX trong mẫu sẽ oxy hóa và làm giảm sự hấp thu tối đa của ascorbate 

ở bước sóng 290 nm. Trong đó, đơn vị của hoạt độ APX (U/g) được tính bởi độ hấp 

thu tối đa của ascorbate (290 nm) với sự hiện diện của 0,5 mM H2O2 trong 3 phút. 

Lượng ascorbate oxy hóa được tính trực tiếp với hệ số hấp thu là 2,8 mM/cm. Một đơn 

vị hoạt độ enzyme (U/g) là lượng APX cần thiết để oxy hóa 1 μmol ascorbate trong 1 

phút ở điều kiện thí nghiệm. 

2.3.4. Xác định hàm lượng đường và tinh bột bằng phương pháp phân tích phổ tử 

ngoại  

Mẫu cụm phôi soma tươi (300 mg) của cây Thu hải đường được thu nhận; sau 

đó, rửa trong nước cất, làm đông khô và nghiền bằng cối và chày trước khi phân tích 

tinh bột. Sự phân hủy của mẫu được thực hiện trong 5 phút và được theo dõi bằng cách 

quan sát dưới kính hiển vi. Các mẫu cấy được lấy ra khỏi cối và chày bằng dung môi 

axeton. Tinh bột trong mẫu được thủy phân thành maltodextrin bởi α-amylase (3000 

Um/L) và sau đó được thủy phân thành glucose bởi amyloglucosidase (3300 Um/L). 

Dung dịch trắng được chuẩn bị bằng 0,1 mL nước cất với việc bổ sung 3 mL GOPOD 

(glucose oxidase-peroxidase). Tổng hàm lượng tinh bột (I) (% w/w DW) được xác 

định theo công thức: I = A × F / W × 90; trong đó, A là hệ số hấp thụ của dung dịch 

thử so với mẫu trắng; F là hệ số chuyển đổi từ giá trị độ hấp thụ sang giá trị glucose 

và W là khối lượng của mẫu thử (mg) [112]. 

Mẫu cụm phôi soma tươi (300 mg) của cây Thu hải đường được thu nhận cắt 

thành từng miếng nhỏ bằng dao (độ dày 0,2 - 0,3 cm) sau đó được đông lạnh, nghiền 

bằng cối và chày trước khi phân tích đường. Tất cả các mẫu đã đồng nhất được bảo 

quản trong túi nhựa (-18°C). Đường trong mẫu được kiểm tra bằng cách sử dụng thuốc 

thử GOPOD với độ hấp thụ tối đa ở bước sóng 510 nm và D-glucose được sử dụng 

làm đối chứng. Hàm lượng đường của mẫu được xác định bằng cách sử dụng thuốc 

thử axit 3,5-dinitrosalicylic dựa trên độ hấp thụ ở bước sóng 540 nm, trong khi nước 

cất được sử dụng làm đối chứng. Trong đó, xây dựng đường chuẩn để tính toán hàm 

lượng đường dựa trên D-glucose. Hàm lượng đường (S) (mg/g DW) được xác định 

theo công thức: S = A × n × V/m; trong đó, A là hàm lượng đường khử trong dung 
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dịch mẫu đã pha loãng (mg / g); n là hệ số pha loãng; V là thể tích dung dịch chuẩn 

(mL) và m là khối lượng của mẫu thử (g) [113]. 

2.3.5. Giải phẫu hình thái  

Hình thái mẫu cấy được giải phẫu, nhuộm kép và quan sát dưới kính hiển vi 

quang học [114] bao gồm các bước sau: (1) Các mẫu cấy ở các thí nghiệm khác nhau 

và đối chứng được cắt thành các lát mỏng (30 - 40 μm); (2) Ngâm mẫu đã cắt 15 phút 

trong Javel 10%; sau đó, rửa mẫu cấy bằng nước cất vô trùng cho đến khi sạch Javel (6 

lần); (3) Các mẫu ngâm 15 phút trong axit acetic 45%, rửa lại bằng nước cất cho đến 

khi sạch axit acetic (6 lần); (4) Nhuộm mẫu bằng hỗn hợp dung dịch xanh methylene 

và đỏ carmin trong 3 - 5 phút; rửa lại các mẫu bằng nước cất đến khi mẫu không còn 

phẩm nhuộm (2 - 5 phút); (5) Mẫu được lên lam kính có bổ sung 1 giọt nước hoặc 

glycerine; sau đó đậy lamel và quan sát và chụp hình dưới kính hiển vi quang học (độ 

phóng đại 40x). 

2.3.6. Xử lí số liệu 

Tất cả các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Các số liệu thu nhận được xử lý bằng 

Microsoft Excel 2016 và SPSS 18.0 với các phép thử phù hợp với từng thí nghiệm 

trong từng loại cây với p <0,05 [115]. 
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2.4. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 

2.4.1. Địa điểm nghiên cứu 

Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên: Thực hiện tất cả các thí nghiệm 

nghiên cứu liên quan đến luận án. 

Trường Đại học Khoa học Tự nhiên Tp. Hồ Chí Minh: Phân tích nấm và khuẩn 

trong môi trường nuôi cấy mô. 

Viện Cây ăn quả miền Nam: Phân tích hàm lượng khí ethylene. 

Trường Đại học Y dược Tp. Hồ Chí Minh: Phân tích hoạt độ enzyme kháng 

oxy hóa. 

Viện Nghiên cứu Hạt nhân Đà Lạt: Phân tích dư lượng kim loại trong mẫu cấy. 

Trường Đại học Tây Nguyên: Xác định hàm lượng đường và tinh bột. 

2.4.2. Thời gian nghiên cứu 

Thời gian tiến hành luận án trong 3 năm: Từ 10/2019 đến 10/2022. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1.  Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng môi trường nuôi cấy, khử trùng mẫu 

cấy và vi nhân giống cây hoa Cúc 

3.1.1. Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng môi trường nuôi cấy 

Hiệu quả của việc bổ sung AgNPs lên khử trùng môi trường nuôi cấy mô không 

hấp tiệt trùng được thu nhận ở Bảng 3.1.1. Tỷ lệ nhiễm của môi trường là 33,33% của 

môi trường MS0 (không hấp tiệt trùng và không bổ sung AgNPs) sau tuần đầu tiên; 

trong khi đó, môi trường MS0 bổ sung 1 - 5 mg/L AgNPs không ghi nhận bất kỳ tỷ lệ 

nhiễm nào. Sau 4 tuần quan sát cho thấy, không bổ sung AgNPs và bổ sung 1 - 3 mg/L 

AgNPs đều ghi nhận tỷ lệ nhiễm của môi trường từ 80 đến 100%; trong khi đó, môi 

trường MS0 bổ sung 4 hoặc 5 mg/L AgNPs, tỷ lệ nhiễm vi sinh vật là không được ghi 

nhận (Bảng 3.1.1). Do đó, môi trường MS0 bổ sung 4 mg/L AgNPs không hấp tiệt 

trùng bằng nồi hấp (Hình 3.1.1) có hiệu quả khử trùng môi trường nuôi cấy tương tự 

như môi trường được hấp khử trùng và được sử dụng trong các thí nghiệm tiếp theo. 

Bảng 3.1.1.  Ảnh hưởng của AgNPs lên khử trùng môi trường nuôi cấy MS0 không 

hấp tiệt trùng sau 1, 2, 3 và 4 tuần nuôi cấy. 

Môi trường 

MS0 

AgNPs 

(mg/L) 

Tỷ lệ nhiễm của môi trường (%) 

Sau tuần 

thứ nhất  

Sau tuần 

thứ hai 

Sau tuần 

thứ ba 

Sau tuần 

thứ tư 

Không hấp tiệt 

trùng  

0 33,33a* 76,67a 
100,00a 100,00a 

1 

-** 

60,00b 

2 50,00c 73,33b 86,67b 

3 20,00d 60,00c 80,00b 

4 

-** -** -** 
5 

Hấp tiệt trùng 

(Đối chứng) 
 0 

*Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan; **Không ghi nhận tỷ lệ nhiễm 
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Hình 3.1.1. Môi trường nuôi cấy MS0 quan sát sau 4 tuần.  

 A: Môi trường MS0 được khử trùng bằng nồi hấp tiệt trùng; B: Môi 

trường MS0 bổ sung 4 mg/L AgNPs và không hấp tiệt trùng. Mũi tên đơn: 

Môi trường màu trắng; Mũi tên kép: Môi trường hơi ngả vàng. 

Khử trùng môi trường là bước cần thiết trước khi nuôi cấy mô. Trong đó, hấp 

tiệt trùng môi trường bằng nồi hấp ở 121°C và 15 psi khoảng 15 - 30 phút là một quy 

trình tiêu chuẩn trong khử trùng môi trường. Tuy nhiên, quá trình này có thể có những 

ảnh hưởng không tích cực đến thành phần của môi trường nuôi cấy mô. Ví dụ như hấp 

tiệt trùng đường cùng với các thành phần môi trường khác làm tăng sự phân hủy của 

chúng [9] và độ pH của môi trường có thể thay đổi trước và sau khi hấp [116]. Mặt 

khác, tác dụng kháng khuẩn của AgNPs đã được ứng dụng trong nhiều năm ở lĩnh vực 

y tế [117] và chưa được chỉ ra trong việc khử trùng môi trường. Kết quả nghiên cứu 

này ghi nhận môi trường nuôi cấy mô bổ sung AgNPs có tác động tích cực trong khử 

trùng môi trường và được thay thế cho bước hấp tiệt trùng thông thường. Ở nồng độ 

thích hợp, AgNPs hạn chế sự phát triển của vi sinh vật. Ngoài ra, AgNPs được sử dụng 

làm chất khử trùng có thể không cần phải tiệt trùng môi trường ở nhiệt độ cao đối với 

môi trường nuôi cấy in vitro, điều này có thể ảnh hưởng tới sinh trưởng tiếp theo của 

mẫu cấy trên môi trường không hấp tiệt trùng. 
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3.1.2. Khử trùng mẫu cấy bằng AgNPs và cảm ứng mô sẹo 

Các mẫu lá khử trùng với AgNPs ghi nhận cảm ứng mô sẹo nhanh hơn so với 

mẫu lá khử trùng với 1.000 mg/L HgCl2. Mô sẹo được cảm ứng khi mẫu lá khử trùng 

với AgNPs chỉ sau 2 tuần nuôi cấy so với 3 tuần đối với mẫu lá khử trùng bằng 1.000 

mg/L HgCl2. Mẫu lá khử trùng với 250 mg/L AgNPs trong 15 và 20 phút ghi nhận tỷ 

lệ cảm ứng mô sẹo cao nhất (71,67% - 75,00%) so với những mẫu lá khử trùng bằng 

1.000 mg/L HgCl2 (53,3%) sau 4 tuần (Hình 3.1.2). 

Bên cạnh đó, AgNPs ở nồng độ 125 mg/L và các thời gian từ 5 đến 15 phút, hay 

AgNPs ở nồng độ 500 mg/L với các thời gian từ 10 đến 30 phút thì không ghi nhận 

cảm ứng mô sẹo. Điều này có thể là do các mẫu cấy được khử trùng với AgNPs ở 

nồng độ thấp không cho hiệu quả khử trùng nấm và vi khuẩn hay nồng độ AgNPs quá 

cao lại gây độc và tổn thương mẫu cấy; do đó, mẫu cấy bị nhiễm hoặc hoại tử dẫn đến 

không thể cảm ứng mô sẹo (Hình 3.1.2).  

AgNPs đã được sử dụng thành công trong nông nghiệp, xử lý hạt giống và nuôi 

cấy mô để ngăn ngừa nhiễm nấm và khuẩn ở nhiều loài thực vật khác nhau [23, 118]. 

Hơn nữa, phương pháp, nồng độ và thời gian xử lý AgNPs đối với mỗi loài là khác 

nhau [119, 120]. Kết quả nghiên cứu này cho thấy AgNPs có thể khử trùng mẫu cấy ex 

vitro trực tiếp mà không cần đến các chất khử trùng khác. Các chất khử trùng như natri 

hypoclorit, canxi hypoclorit, HgCl2,… có thể gây độc, ảnh hưởng đến chất lượng mẫu 

cấy [121, 122]. Ngoài ra, với hệ thống nuôi cấy vi thủy canh trong nhân giống số 

lượng lớn của cây hoa Cúc, AgNPs làm giảm hiệu quả sự phát triển của 11 loài vi 

khuẩn và nấm [70]. Trong nghiên cứu này, AgNPs đã hạn chế sự sinh trưởng của 5 

loài vi khuẩn và nấm. Tuy nhiên, cơ chế chính xác ảnh hưởng của AgNPs đối với nấm 

và vi khuẩn vẫn chưa được biết rõ. Dựa trên những thay đổi về hình thái và cấu trúc có 

trong tế bào vi sinh vật, AgNPs được gắn vào màng tế bào và xâm nhập vào vi sinh 

vật. Sau khi xâm nhập, AgNPs tương tác với protein tế bào và các hợp chất chứa phốt 

pho như DNA, tấn công chuỗi hô hấp, dẫn đến chết tế bào [22, 23]. 
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Hình 3.1.2. Tỷ lệ cảm ứng mô sẹo của mẫu lá khử trùng bằng các chất khử trùng khác nhau sau 4 tuần. 
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Kết quả ghi nhận được cho thấy, tất cả mẫu lá rửa bằng nước cất đều bị nhiễm 

nấm và vi khuẩn sau 4 - 7 ngày nuôi cấy. Trong nghiên cứu này, môi trường nuôi cấy 

MS được phân lập và ghi nhận 1 loài vi khuẩn (Pseudomonas sp.) và 4 loài nấm 

(Aspergillus aculeatus, Fusarium sp., Penicillium sp. và Trichoderma sp.) dựa trên 

hình thái của tế bào (Bảng 3.1.2). 

Bảng 3.1.2.  Nấm và vi khuẩn gây nhiễm trên môi trường chứa mẫu cấy sau 1 tuần 

nuôi cấy.  

TT Đặc điểm của khuẩn lạc Hình thái của tế bào Phân loại 

1 

Sợi nấm: dày và trắng, màu vàng 

cam xen giữa màu hồng 

Bào tử: màu hồng xanh (giữa), 

hơi hồng (trung tâm) 

Khuẩn lạc: xanh lam (mặt trên), 

nâu hồng pha vàng nhạt (mặt 

dưới) 

Sợi: trắng 

Sợi nấm: Phân nhánh, có vách 

ngăn 

Cơ quan sinh sản: Hình bàn chải 

cân đối và dày đặc 

Bào tử: Hình elip đến hình cầu 

Fusarium sp. 

2 
Sợi nấm: dày, trắng 

Bào tử: đen 

Sợi nấm: Phân nhánh, vách ngăn 

Cơ quan sinh sản: Hình cầu 

Bào tử: Hình cầu 

Aspergillus 

sp. 

3 
Sợi nấm: mịn và trắng sữa 

Bào tử: xanh lam 

Sợi nấm: Phân nhánh, vách ngăn 

Cơ quan sinh sản: Phân nhánh 

Bào tử: Hình cầu 

Trichoderma 

sp. 

4 

Sợi nấm: dày và màu trắng sữa, 

nhô ra màu xanh lam có chia 

thùy (giữa) 

Sợi nấm: Mỏng, nhiều nhánh, có 

vách ngăn 

Bào tử: Hình elip 

Penicillium 

sp. 

5 

Khuẩn lạc: tròn, hồng, bề mặt 

nhẵn, bóng, bề mặt thạch lồi, 

viền đều 

Kích thước khuẩn lạc: <1 mm 

Bào tử: Hình bầu dục 

Gram + 

Pseudomonas 

sp. 
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3.1.3. Tái sinh chồi trên môi trường bổ sung AgNPs không hấp tiệt trùng  

Tổng số chồi ghi nhận được khi mẫu mô sẹo nuôi cấy trên môi trường MS0 bổ 

sung 4 mg/L AgNPs (không hấp tiệt trùng) và môi trường MS0 không bổ sung AgNPs 

(hấp tiệt trùng) chứa 0,2 mg/L BA không có sự khác biệt rõ ràng sau 4 tuần. Tuy 

nhiên, các chỉ tiêu về sinh trưởng khác có sự khác biệt rõ ràng (Hình 3.1.3). Môi 

trường MS0 chứa 0,2 mg/L BA không bổ sung AgNPs (có hấp tiệt trùng), có tới 7 chồi 

nhỏ/mẫu với chiều cao dưới 1 cm và chỉ ghi nhận 2,33 chồi/mẫu (chiều cao > 1 cm). Ở 

nghiệm thức 4 mg/L AgNPs (không hấp tiệt trùng), số chồi có kích thước lớn hơn 1 

cm (6,33 chồi) là cao hơn so với số chồi ghi nhận ở môi trường MS0 không bổ sung 

AgNPs (Bảng 3.1.3 và Hình 3.1.3).  

 

Hình 3.1.3.  Sự tái sinh chồi trên môi trường MS0 bổ sung/không bổ sung 4 mg/L 

AgNPs sau 4 tuần. 

 A1, B1: Chồi thu nhận trên môi trường MS0 không bổ sung AgNPs, BA 

và hấp tiệt trùng; A2, B2: Chồi thu nhận trên môi trường MS0 chứa 0,2 

mg/L BA và hấp tiệt trùng; A3, B3: Chồi thu nhận trên môi trường MS0 

chứa 0,2 mg/L BA, 4 mg/L AgNPs và không hấp tiệt trùng. Thước đo: 1 

cm. 
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Bảng 3.1.3.  Tái sinh chồi trên môi trường MS0 có/không hấp tiệt trùng (bổ sung 4 

mg/L AgNPs) sau 4 tuần nuôi cấy. 

Nghiệm thức  

Tỷ lệ tái 

sinh chồi 

(%) 

Số chồi/mẫu Chiều 

cao 

chồi 

(cm) 

Khối lượng 

tươi (g) Tổng 

số chồi  
< 1 cm > 1 cm 

MS0 + 4 mg/L 

AgNPs + 0,2 

mg/L BA 

(không hấp tiệt 

trùng) 100,00a* 

10,00a 3,67b 6,33a 1,50a 1,32a 

MS0 + 0,2 mg/L 

BA (hấp tiệt 

trùng) 

9,33ab 7,00a 2,33b 0,46b 1,16b 

MS0 (hấp tiệt 

trùng) 
-** -** -** -** -** -** 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan; **Không ghi nhận số liệu 

Ngoài ra, môi trường MS0 chứa 0,2 mg/L BA bổ sung 4 mg/L AgNPs ghi nhận 

số chồi có kích thước lớn hơn 1 cm (6,33 chồi), chiều cao chồi (1,50 cm) và khối 

lượng tươi (1,32 g) tốt hơn so với các chồi trên môi trường MS0 chỉ chứa 0,2 mg/L 

BA không bổ sung AgNPs (2,33 chồi; 0,46 cm; 1,16 g; tương ứng). Bổ sung 4 mg/L 

AgNPs vào môi trường nuôi cấy đã cho thấy những tác động tích cực lên sự sinh 

trưởng của chồi Cúc như số chồi và chất lượng chồi (Bảng 3.1.3). Ảnh hưởng tích cực 

của AgNPs trong vi nhân giống cũng đã được chỉ ra trong các nghiên cứu khác nhau 

trên một số cây trồng như Capsicum frutescens [35] và Swertia chirata [123]. Ngoài 

ra, một số nghiên cứu cũng đã chỉ ra rằng việc bổ sung AgNPs vào môi trường nuôi 

cấy giúp gia tăng hiệu quả phát sinh hình thái và sinh trưởng trên nhiều đối tượng cây 

trồng khác nhau như cây Salem, Dâu tây, Hoa hồng, Sâm Ngọc Linh [51, 57, 58, 64]. 

Trong giai đoạn tái sinh chồi, bổ sung 0,2 mg/L AgNPs (cây Dâu tây) và 2 mg/L 

AgNPs (cây Hoa hồng) đã gia tăng hiệu quả tái sinh chồi cũng như chất lượng chồi 

[51, 57]. Nghiên cứu này đã ghi nhận được mẫu lá nuôi cấy trên môi trưởng bổ sung 4 

m/L AgNPs đã gia tăng hiệu quả cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi (Hình 3.1.2 và 
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3.1.3). Hơn nữa, AgNPs cũng thúc đẩy sự phát triển của chồi thông qua các chỉ tiêu 

sinh trưởng như số chồi, chiều cao chồi và khối lượng tươi. Như được trình bày trong 

Bảng 3.1.3, mặc dù tổng số chồi được tái sinh là tương tự giữa môi trường MS0 khử 

trùng bằng AgNPs và môi trường hấp khử trùng; tuy nhiên, chất lượng chồi là khác 

nhau và có nhiều chồi lớn hơn trong môi trường chứa 4 mg/L AgNPs. Các chồi lớn có 

thể được chuyển sang giai đoạn ra rễ sớm hơn, trong khi các chồi nhỏ sẽ cần phát triển 

lâu hơn để đạt được kích thước tương ứng.  

3.1.4. Ảnh hưởng của nồng độ agar lên sự sinh trưởng của cây con trong môi 

trường bổ sung AgNPs không hấp khử trùng 

Cây con thu nhận từ các chồi (1,5 cm) nuôi cấy trên môi trường MS0 bổ sung 4 

mg/L AgNPs với hàm lượng agar khác nhau được thu nhận sau 4 tuần nuôi cấy (Bảng 

3.1.4 và Hình 3.1.4). Trong các hàm lượng agar khác nhau (3 - 8 g/L), cây con thu 

nhận trên môi trường MS0 chứa 4 - 5 g/L agar cho sự sinh trưởng của của cây là cao 

hơn so với các hàm lượng agar từ 6 - 8 g/L (Bảng 3.1.4). 

Bảng 3.1.4.  Sinh trưởng của cây con trong môi trường MS0 chứa 4 mg/L AgNPs và 

nồng độ agar khác nhau (không hấp khử trùng) sau 4 tuần. 

AgNPs 

(mg/L) 

Hàm 

lượng 

agar 

(g/L) 

Chiều 

cao 

cây 

(cm) 

Số 

lá/cây 

Chiều 

rộng lá 

(cm) 

Số 

rễ/cây 

Chiều 

dài rễ 

(cm) 

Khối 

lượng 

tươi  

(g) 

SPAD 

0x 8 4,33a* 8,33a 1,23ab 12,33a 2,57c 0,39a 36,53a 

4y 

3 3,87bc 7,67ab 1,13bc 7,67c 3,83a 0,35ab 30,8c 

4 4,11ab 7,67ab 1,30a 9,67b 3,23b 0,36ab 37,63a 

5 4,17ab 6,67bc 1,33a 10,00b 2,40c 0,37ab 33,07b 

6 3,63cd 7,00bc 1,27ab 10,33b 2,36c 0,29c 32,7bc 

7 3,47cd 6,67bc 1,23ab 8,33bc 2,23c 0,25c 34,3ab 

8 3,00d 8,00ab 1,13bc 9,67bc 2,13c 0,27c 33,77ab 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan; x: Hấp khử trùng; y: không hấp khử trùng. 
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Hình 3.1.4.  Sự sinh trưởng của cây con trong môi trường MS0 bổ sung 4 mg/L 

AgNPs và nồng độ agar khác nhau (không hấp khử trùng) sau 4 tuần 

nuôi cấy. 

0: Cây con trên môi trường MS0 bổ sung 8 g/L agar (không bổ sung 

AgNPs) được hấp tiệt trùng (đối chứng); 3, 4, 5, 6, 7, 8: Cây con ở 

nghiệm thức bổ sung hàm lượng agar khác nhau (3, 4, 5, 6, 7, 8 g/L; 

tương ứng), 4 mg/L AgNPs và không hấp tiệt trùng. Thước đo: 2 cm 

Hơn nữa, môi trường MS0 chứa 4 g/L agar và 4 mg/L AgNPs ghi nhận kết quả 

về sinh trưởng tương đương với đối chứng (môi trường MS0 chứa 8 g/L agar và không 

bổ sung AgNPs). Ngoài ra, môi trường MS0 chứa 4 mg/L AgNPs chỉ sử dụng một nửa 

hàm lượng agar so với môi trường MS0 không bổ sung AgNPs (4 g/L so với 8 g/L); 

điều này cho thấy việc không hấp tiệt trùng muôi trường nuôi cấy bằng nồi hấp có thể 

giảm hàm lượng một nửa mà không ảnh hưởng đến trạng thái đông của môi trường 

nuôi cấy. 

Agar là chất tạo đông thường dùng cho môi trường nuôi cấy. Hơn nữa, giá 

thành của agar tiếp tục tăng trong thời gian gần đây. Vì vậy, để giảm chi phí vận hành 

tổng thể, sự sinh trưởng của các mẫu cấy ở các hàm lượng agar khác nhau và xác định 

xem liệu việc giảm agar có khả thi hay không được đánh giá trong nghiên cứu này. 

Bảng 3.1.4 cho thấy các cây con thu nhận ở nghiệm thức 4 g/L agar cho sự sinh trưởng 
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tương đồng so với cây con trong điều kiện đối chứng (8 g/L agar). Mặc dù kết quả 

tương tự nhau giữa hai nghiệm thức này, nhưng một nửa hàm lượng agar có thể giảm 

được chi phí hóa chất trong nhân giống cây thương mại.  

3.1.5. Nhân giống cây Cúc trong các hệ thống nuôi cấy khác nhau  

Trong cả 3 hệ thống nuôi cấy (NoM1, NoM2 và AuM2), tất cả mẫu cấy đoạn 

thân đều ghi nhận tái sinh chồi (100%) sau 2 tuần nuôi cấy. Ngoài ra, các chỉ tiêu sinh 

trưởng như khối lượng tươi, chiều cao chồi và số lượng lá cũng không có sự khác biệt 

giữa 3 hệ thống nuôi cấy (dữ liệu không được hiển thị). Tuy nhiên, mẫu chồi ngọn ghi 

nhận khối lượng tươi, chiều cao cây, số rễ và SPAD trong hệ thống hộp nhựa NoM1 

và NoM2 cao hơn so các chỉ tiêu này ở hệ thống nuôi cấy bình thủy tinh AuM2 sau 4 

tuần nuôi cấy (Bảng 3.1.5 và Hình 3.1.5), điều này cho thấy tác động tích cực của 

AgNPs lên sự sinh trưởng của cây Cúc ở giai đoạn ra rễ trong cả 3 hệ thống nuôi cấy. 

Hoạt độ APX và SOD của cây con thu nhận trên môi trường MS0 khử trùng 

bằng 4 mg/L AgNPs trong hệ thống quy mô lớn được trình bày trong Bảng 3.1.5. 

Trong hệ thống NoM1 và NoM2, hoạt độ của enzyme trong rễ và lá của cây con cao 

hơn đáng kể so với trong hệ thống AuM2. Tác dụng thúc đẩy của AgNPs cũng có thể 

là do khả năng gây ra các hoạt động của enzyme chống oxy hóa [124]. Như thể hiện 

trong Bảng 3.1.5, hoạt độ APX và SOD cao hơn khi có môi trường MS0 bổ sung 4 

mg/L AgNPs. Mặc dù việc bổ sung AgNPs có thể làm tăng các enzyme này, một số 

tác nhân khác như loại môi trường, thành phần trong môi trường và việc xử lý mẫu cấy 

cũng có thể là các yếu tố góp phần. Ngoài ra, tác dụng thúc đẩy của AgNPs lên sự sinh 

trưởng của cây hoa Cúc có thể là do tác dụng của nó đối với ethylene. Ethylene được 

biết là có những ảnh hưởng tiêu cực hay tích cực lên sự phát triển của cây trồng trong 

ống nghiệm [124]. Hơn nữa, ion bạc được biết là có khả năng ức chế khả năng phản 

ứng của cây với ethylene. Bạc thay thế đồng trong các thụ thể ethylene [125], hoạt 

động như một chất ức chế ethylene [4]. Bạc tác dộng lên khí ethylene có thể thúc đẩy 

sự phát triển in vitro ở hoa Cúc. Sự xen kẽ giữa các loại oxy phản ứng, chất chống oxy 

hóa và phụ gia môi trường có thể tạo ra phản ứng tích cực của mẫu cấy, cho phép cân 

bằng hoặc tăng cường sự phát triển [126].  
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Hình 3.1.5.  Sinh trưởng của chồi trong hệ thống NoM1 và NoM2.  

 A: Đoạn thân nuôi cấy trong hệ thống hộp nhựa 5 L NoM1;  

 B: Đoạn thân nuôi cấy trong hệ thống hộp nhựa 15 L NoM2;  

 C: Chồi 1 tuần tuổi trong hệ thống hộp nhựa 5 L NoM1;  

 D: Chồi 1 tuần tuổi trong hệ thống hộp nhựa 15 L NoM2;  

 E: Chồi trong hệ thống hộp nhựa 5 L NoM1;  

 F: Chồi nuôi cấy trong hệ thống hộp nhựa 15 L NoM2;  

 G: Cây 2 tuần tuổi trong hệ thống hộp nhựa 5 L NoM1;  

 H: Cây 2 tuần tuổi trong hệ thống hộp nhựa 15 L NoM2. Thước đo: A, 

C, E, G - 3 cm; B, D, F, H - 5 cm. 

AgNPs bổ sung trong môi trường nuôi cấy mô có thể tiết kiệm chi phí. Ngoài 

ra, AgNPs có hiệu quả như một chất khử trùng mẫu cấy và môi trường nuôi cấy 

(không hấp tiệt trùng), điều này cho phép dễ dàng xử lý môi trường hay mẫu cấy và 

phát triển một hệ thống nhân giống số lượng lớn hơn (Hình 3.1.5).  

Hơn nữa, việc hấp khử trùng môi trường thông thường là không cần thiết, điều 

này sẽ làm giảm chi phí điện năng và giảm bớt công lao động của quá trình chuẩn bị 

môi trường. Sử dụng hệ thống nuôi cấy lớn có thể giảm không gian vật lý cần thiết để 
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duy trì các mẫu cấy. Hệ thống hộp nhựa 5 L NoM1 và hộp nhựa 15 L NoM2 có thể 

chứa 169 và 330 đoạn thân, chiếm ít diện tích hơn nếu cùng một số lượng mẫu được 

nuôi cấy bằng các bình nuôi cấy thông thường như bình thủy tinh 500 mL chứa 

khoảng 20 đoạn thân; do đó, việc sử dụng không gian nuôi hiệu quả hơn. 

Bảng 3.1.5.  Sinh trưởng của cây Cúc trong các hệ thống nuôi cấy khác nhau sau 4 

tuần nuôi cấy. 

Hệ thống nuôi cấy 

Chỉ tiêu sinh trưởng 
NoM1 NoM2 AuM2 

Chiều cao cây (cm) 4,02a* 3,95a 3,76b 

Số lá/ cây 7,33a 7,20a 7,35a 

Chiều rộng lá (cm) 2,30a 2,27a 2,22a 

Số rễ/cây 13,17a 13,50a 11,33b 

Chiều dài rễ (cm)  2,88a 3,04a 2,45b 

Khối lượng tươi (g) 0,55a 0,52a 0,45b 

SPAD 38,45a 37,22a 34,37b 

APX (U/g) 
Rễ 1,21a 1,38a 0,54b 

Lá 1,53a 1,67a 0,44b 

SOD (U/g) 
Rễ 21,01a 24,27a 11,61b 

Lá 12,69a 13,32a 7,54b 

* Chữ cái khác nhau cùng một hàng ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 
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3.1.6. Thích nghi và sinh trưởng tiếp theo ở giai đoạn vườn ươm 

Kết quả được thu nhận ở Bảng 3.1.6 và Hình 3.1.6 cho thấy chiều cao cây, số 

lá, chiều rộng lá, chiều dài lá và tỷ lệ sống sót của cây ở hệ thống nuôi cấy hộp nhựa  

NoM1 và NoM2 cao hơn so với các chỉ tiêu của cây con trong HTNC AuM2 sau 16 

tuần trồng ở điều kiện vườn ươm. Cây con thu nhận từ hệ thống nuôi cấy hộp nhựa  

NoM1 và NoM2 ở vườn ươm sinh trưởng nhanh hơn. Ngoài ra, hoa bắt đầu nở sớm 

hơn một tuần so với hoa trong hệ thống bình thủy tinh 500 mL AuM2 (Bảng 3.1.6 và 

Hình 3.1.6C). Sau 16 tuần trồng ở vườn ươm, cây con từ hệ thống hộp nhựa NoM1 và 

NoM2 bắt đầu nở hoa (Hình 3.1.6D). Trong nghiên cứu này, cây con có nguồn gốc 

trong hệ thống nuôi cấy hộp nhựa NoM1 và NoM2 (bổ sung 4 mg/L AgNPs) đã thúc 

đẩy sự sinh trưởng của cây con trồng ở giai đoạn tiếp theo tốt hơn so với cây con có 

nguồn gốc ở hệ thống nuôi cấy bình thủy tinh AuM2 (không bổ sung AgNPs). 

 

Hình 3.1.6.  Sự sinh trưởng và ra hoa của cây con thu nhận từ các hệ thống khác nhau 

ở điều kiện vườn ươm.  

 A: Cây con in vitro 4 tuần tuổi;  

 B, C, D: Cây thu nhận sau 4 tuần, 12 tuần và 16 tuần trồng ở vườn ươm 

và ra hoa (Hệ thống hộp nhựa 5 L NoM1, hộp nhựa 15 L NoM2 và bình 

thủy tinh 500 mL AuM2 từ trái sang phải; tương ứng)  

 Thước đo: 2 cm. 
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Bảng 3.1.6.  Sự sinh trưởng của cây con có nguồn gốc từ các hệ thống khác nhau sau 

16 tuần trồng ở điều kiện vườn ươm. 

Hệ thống nuôi cấy 

Chỉ tiêu sinh trưởng 
NoM1 NoM2 AuM2 

Tỷ lệ sống sót (%) 100,00a* 100,00a 85,67b 

Chiều cao cây (cm) 14,71a 14,23a 12,38b 

Khối lượng tươi (g) 3,42a 3,67a 2,61b 

Số rễ/cây 18,33ab 20,67a 17,33ab 

Chiều dài rễ (cm) 6,97a 7,33a 6,87a 

Số lá/cây 14,33ab 14,67ab 12,33b 

Chiều dài lá (cm) 3,79a 3,93a 3,24b 

Chiều rộng lá (cm) 3,21ab 3,47a 2,97b 

Thời gian ra nụ (tuần)  12,21ab 12,47ab 13,14a 

Thời gian bung nụ (tuần) 14,68b 14,76b 15,53a 

Thời gian ra hoa (tuần) 16,13b  15,91b 17,01a 

* Chữ cái khác nhau cùng một hàng ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 

Kết quả cho thấy AgNPs có thể được xem là một chất bổ sung hữu ích trong 

nuôi cấy mô cây hoa Cúc và có thể giảm thiểu việc sử dụng nồi hấp để hấp môi 

trường. Bổ sung AgNPs vào môi trường nuôi cấy có thể giảm giá thành cây giống. 

AgNPs có thể ứng dụng như một chất khử trùng môi trường nuôi cấy mô mà không 

phải hấp tiệt trùng thông thường. Cây hoa Cúc nuôi cấy trên môi trường MS0 bổ sung 

4 mg/L AgNPs và 4 g/L agar cho thấy sự sinh trưởng và thích nghi tốt ở điều kiện 

vườn ươm. Ngoài ra, hệ thống nuôi cấy lớn sẽ tối ưu việc sử dụng không gian vật lý 

cần thiết cho sự sinh trưởng của cây trồng. 
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3.1.7.  Dự tính hiệu quả kinh tế của AgNPs lên khả năng khử trùng mẫu cấy, môi 

trường nuôi cấy và vi nhân giống cây hoa Cúc 

Cây hoa Cúc nuôi cấy mô bao gồm các giai đoạn khác nhau như khử trùng mẫu 

cấy, phát sinh hình thái và thích nghi ở vườn ươm. Hiện nay, các cơ sở nuôi cấy mô tại 

Lâm Đồng cho giá thành mỗi cây giống nuôi cấy mô dao động khoảng 500 - 1.000 

đồng [122, 123]. Trong nghiên cứu này, ước lượng để sản xuất 10.000 cây giống Cúc 

nuôi cấy mô thì giá thành là khoảng 5 triệu đồng (Bảng 3.1.7).  

Trong giai đoạn tái sinh chồi, để có thể thu nhận 10.000 chồi thì nghiệm thức 

không sử dụng 4 mg/L AgNPs cần khoảng 4292 mẫu (2,33 chồi/mẫu có kích thước lớn 

hơn 1 cm) và môi trường nuôi cấy bổ sung 4 mg/L AgNPs (không hấp tiệt trùng) cần 

1580 mẫu (6,33 chồi/mẫu có kích thước lớn hơn 1 cm). Ngoài ra, với bình nuôi cấy 

thủy tinh 500 mL (chứa 60 mL môi trường MS) thì ước lượng nghiệm thức đối chứng 

cần khoảng 86 lít môi trường MS và nghiệm thức 4 mg/L AgNPs cần 32 lít môi trường 

MS (mỗi lít môi trường có chi phí khoảng 12.000 đồng [127]).  

Tương ứng với lượng môi trường tính toán thì ước lượng các CĐHSTTV bao 

gồm NAA (43 mg và 16 mg; tương ứng) và BA (172 mg và 64 mg; tương ứng). Năng 

lượng cho tủ cấy (16 kW) và thắp sáng 1 bóng điện thắp 12 giờ/ngày trong 4 tuần (121 

kW) và 2,5 công lao động (mỗi công lao động hiện nay có thể cấy được 4.000 

mẫu/ngày) là tương đương nhau ở cả 2 điều kiện nuôi cấy. Ngoài ra, năng lượng cho 

nồi hấp tiệt trùng ở điều kiện đối chứng là 25 kW; trong khi đó, bổ sung 4 mg/L 

AgNPs không phải sử dụng nồi hấp tiệt trùng. Bên cạnh đó, đối chứng cần bổ sung 

688 g agar (8 g/L) (Bảng 3.1.7). 

Trong giai đoạn sinh trưởng, môi trường nuôi cấy cần cho cả 2 nghiệm thức (80 

L môi trường MS), năng lượng cho tủ cấy (16 kW) và thắp sáng 1 bóng điện thắp 12 

giờ/ngày trong 4 tuần (121 kW) và công lao động (2,5 công) là tương đương nhau. 

Ngoài ra, nghiệm thức đối chứng cần năng lương cho nồi hấp tiệt trùng (25 kW) trong 

khi nghiệm thức 4 mg/L AgNPs thì không. Bên cạnh đó hàm lượng agar của nghiệm 

thức 4 mg/L AgNPs giảm một nữa so với nghiệm thức không bổ sung AgNPs (640 g 

agar và 320 g agar; tương ứng). 
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Với giai đoạn tái sinh chồi và sinh trưởng - phát triển thì giá thành ước tính cho 

sản xuất 10.000 cây giống Cúc ở đối chứng (4.842.943 đồng) cao hơn khoảng 

1.244.527 đồng so với bổ sung 4 mg/L AgNPs (3.598.416 đồng). Do đó, chi phí trung 

bình cho 1 cây giống ở nghiệm thức bổ sung 4 mg/L AgNPs là khoảng 359,84 đồng 

thấp hơn khoảng 124,45 đồng so với đối chứng (484,29 đồng) (Bảng 3.1.7). 

Hiện nay, có nhiều cách để ước lượng giá thành sản xuất cho mỗi cấy giống 

[128]. Ngoài ra, các chi phí để sản xuất cây giống bao gồm nhân công, môi trường, 

thiết bị phòng nuôi cấy - bảo dưỡng và các chi phí khác (65%, 7%; 17%; 11%; tương 

ứng) [129]. Vì vậy, tiết kiệm môi trường nuôi cấy cũng có thể tiết kiệm được chi phí 

sản xuất cây giống. Bên cạnh đó, giá hóa chất và chi phí điện năng cũng ảnh hưởng 

đến giá thành sản xuất cây giống [130]. Giá thành của mỗi cây giống có thể hạ xuống 

nếu chúng ta tiết kiệm được hóa chất (agar, CĐHSTTV) cũng như tiết kiệm năng 

lượng cho hấp tiệt trùng môi trường nuôi cấy. 



52 

 

 

Bảng 3.1.7. Ước lượng chi phí sản xuất 10.000 cây giống Cúc.      

  
Đơn giá 

(đồng) 

Đối chứng 4 mg/L AgNPs Hiệu quả 

Số lượng Thành tiền (1) Số lượng Thành tiền (2) (2) – (1) 

I. Giai đoạn tái sinh     

Hệ số nhân chồi (chồi/mẫu)   2,33   6,33     

(1) Môi trường MS (lít) 12.000 86 1.032.000 32 384.000 -648.000 

(2) CĐHSTTV (mg)            

(a) NAA (0,5 mg/L) 73 43 3.139 16 1.168 -1.971 

(b) BA (2 mg/L) 2.057 172 353.804 64 131.648 -222.156 

(3) Năng lượng (kW)            

(a) Năng lượng cho nồi hấp  2.200 25 55.000 0 0 -55.000 

(b) Năng lượng cho tủ cấy 2.200 16 35.200 16 35.200 0 

(c) Năng lượng cho thắp sáng 1 bóng điện 

thắp 12h/ngày trong 28 ngày 
2.200 121 266.200 121 266.200 0 

(4) AgNPs (mL) 200 0 0 128 25.600 25.600 

(5) Agar (g) 400 688 275.200 128 51.200 -224.000 
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(6) Công lao động 250.000 2,5 625.000 2,5 625.000 0 

II. Giai đoạn sinh trưởng        

(1) Môi trường MS (lít) 12.000 80 960.000 80 960.000 0 

(2) CĐHSTTV (mg)        

(3) Năng lượng (kW)            

(a) Năng lượng cho nồi hấp 2.200 25 55.000 0 0 -55.000 

(b) Năng lượng cho tủ cấy 2.200 16 35.200 16 35.200 0 

(c) Năng lượng cho thắp sáng 1 bóng điện 

thắp 12h/ngày trong 28 ngày 
2.200 121 266.200 121 266.200 0 

(4) AgNPs (mL) 200 0 0 320 64.000 64,000 

(5) Agar (g) 400 640 256.000 320 128.000 -128.000 

(6) Công lao động 250.000 2,5 625.000 2,5 625.000 0 

Chi phí sản xuất 10.000 cây giống Cúc 

(chưa tính chi phí khấu hao thiết bị và tỉ lệ 

thất thoát do nhiễm) 

    4.842.943   3.598.416 -1.244.527 

Chi phí trung bình cho 1 cây giống     484,29   359,84 -124,45 

Ghi chú: Giá thành dựa trên giá hiện tại các công ty hóa chất cung cấp. 
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3.2. Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên khả năng khử trùng mẫu cấy và sinh 

trưởng tiếp theo của cây Thu hải đường 

3.2.1.  Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên khử trùng mẫu cấy  

Tỷ lệ sống sót của 3 loại mẫu cấy (cuống lá, cuống hoa và đoạn thân) khử trùng 

bằng AgNPs, CuNPs, HgCl2 và Ca(ClO)2 được thu nhận sau 1 - 4 tuần nuôi cấy (Hình 

3.2.1, 3.2.2 và 3.2.3). Kết quả cho thấy rằng, tuỳ thuộc vào loại mẫu cấy và chất khử 

trùng được sử dụng thì tỷ lệ sống sót của mẫu cấy có sự khác biệt. 

Đối với mẫu cấy cuống lá, hiệu quả khử trùng của 100 - 300 mg/L AgNPs cho 

tỷ lệ sống sót từ 75,53% - 80,00% hoặc 50 - 200 mg/L CuNPs (73,33% - 75,53%; 

tương ứng) cao hơn so với 1.000 mg/L HgCl2 (71,13%) và 60.000 mg/L Ca(ClO)2 

(62,20%) (Hình 3.2.1). Kết quả này cho thấy, nồng độ và thời gian khử trùng mẫu cấy 

bằng AgNPs hoặc CuNPs ảnh hưởng lên hiệu quả khử trùng mẫu cấy. 

Đối với mẫu cấy cuống hoa, kết quả cho thấy sử dụng 50 - 300 mg/L AgNPs 

(88,87% - 93,33%) hoặc 200 - 300 mg/L CuNPs (84,44% - 88,89%) hoặc 1.000 mg/L 

HgCl2 (93,33%) tối ưu so với 400 mg/L AgNPs (73,33%) hoặc các nồng độ khác của 

CuNPs (73,33 - 81,13%) hoặc 60.000 mg/L Ca(ClO)2 (77,80%) sau 4 tuần (Hình 

3.2.2). 

Đối với mẫu đoạn thân, 50 - 300 mg/L AgNPs cũng cho tỷ lệ mẫu sống 

(77,80% - 86,67%) hoặc 100 - 300 mg/L CuNPs ghi nhận tỷ lệ mẫu sống (77,80%) là 

cao hơn các nồng độ khác của AgNPs (73,33%) hoặc CuNPs (71,13%). Mặt khác, 

HgCl2 và Ca(ClO)2 cũng ghi nhận tỷ lệ sống sót của mẫu cao (77,80%, 84,47%; tương 

ứng) (Hình 3.2.3). 

Nhìn chung, 50 - 300 mg/L AgNPs ghi nhận hiệu quả khử trùng cao đối với cả 

3 loại mẫu cấy. Những nồng độ AgNPs này cho thấy hiệu quả khử trùng mẫu cấy bằng 

hoặc cao hơn so với 1.000 mg/L HgCl2 hoặc 60.000 mg/L Ca(ClO)2 sau 4 tuần. Mặt 

khác, khi tăng nồng độ AgNPs lên 400 mg/L nhiều mẫu không bị nhiễm vi sinh nhưng 

mẫu chuyển sang màu nâu đen hoặc hoại tử. Do đó, tỷ lệ mẫu sống sót của mẫu cấy 

cuống lá (62,20%), cuống hoa (73,33%) và đoạn thân (73,33%) là thấp ở nồng độ cao 

của AgNPs. 
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Hình 3.2.1. Tỷ lệ sống sót của mẫu cấy cuống lá thu được từ quá trình khử trùng bằng AgNPs, CuNPs, HgCl2 và Ca(ClO)2. 
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Hình 3.2.2. Tỷ lệ sống sót của mẫu cấy cuống hoa thu được từ quá trình khử trùng bằng AgNPs, CuNPs, HgCl2 và Ca(ClO)2. 
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Hình 3.2.3. Tỷ lệ sống sót của mẫu cấy đoạn thân thu được từ quá trình khử trùng bằng AgNPs, CuNPs, HgCl2 và Ca(ClO)2. 
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Đối với khử trùng mẫu cấy bằng CuNPs, nồng độ 50 - 200 mg/L CuNPs khử 

trùng mẫu cuống lá, nồng độ 200 - 300 mg/L CuNPs khử trùng mẫu cuống hoa và 

nồng độ 100 - 300 mg/L CuNPs khử trùng mẫu đoạn thân cho hiệu quả tương tự so với 

các nồng độ AgNPs tối ưu (Hình 3.2.1, 3.2.2 và 3.2.3). Nồng độ quá cao của CuNPs 

cũng ảnh hưởng đến khả năng khử trùng mẫu cấy. 

AgNPs và CuNPs đã chứng minh có hiệu quả để khử trùng mẫu cấy và cảm ứng 

tạo phôi. Tuy nhiên, mỗi loại mẫu cấy phản ứng khác nhau với nồng độ AgNPs và 

CuNPs thích hợp. Hiệu quả của AgNPs tùy thuộc vào sự kết hợp của thành phần hóa 

học, kích thước, độ phủ, nồng độ tương tác cũng như đối tượng cây trồng được sử 

dụng [4]. Việc ứng dụng AgNPs trong nuôi cấy mô thực vật để ngăn ngừa nhiễm nấm 

và vi khuẩn cũng được ghi nhận [126]. Cũng như nghiên cứu trên cây hoa Nữ lang 

Valeriana officinalis ở điều kiện vườn ươm sau đó cho thấy hiệu quả của AgNPs giúp 

giảm tỷ lệ nhiễm nội sinh Xanthomonas của mẫu đốt thân trong nuôi cấy mô. Tuy 

nhiên, nghiên cứu về khả năng kháng nấm, khuẩn của AgNPs trong nuôi cấy mô còn 

rất ít; vì vậy, kết quả nghiên cứu này là tiên phong để bổ sung thêm dữ liệu về khả 

năng kháng vi khuẩn và nấm của AgNPs. Mặt khác, kết quả một số nghiên cứu cho 

thấy AgNPs có hiệu quả trong việc gia tăng sự sinh trưởng của thực vật cũng như giảm 

một số vi sinh vật (3 loài nấm và 8 loài vi khuẩn) trong môi trường vi thủy canh [70]. 

3.2.2. Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên cảm ứng tạo phôi 

Khả năng cảm ứng tạo phôi của các mẫu cấy khử trùng với AgNPs, CuNPs, 

HgCl2 và Ca(ClO)2 có sự khác biệt sau 4 tuần (Bảng 3.2.1). Nhìn chung, tất cả các 

mẫu cấy khử trùng đều cảm ứng tạo phôi; trong đó, 200 - 300 mg/L AgNPs để khử 

trùng tất cả các mẫu cấy cho tỷ lệ cảm ứng tạo phôi cao hơn các nồng độ khác; trong 

đó, 200 ppm CuNPs cũng cho hiệu quả tương tự. 

Đối với mẫu cấy cuống lá, 100 - 300 mg/L AgNPs hoặc 100 - 200 mg/L CuNPs 

cho tỷ lệ cảm ứng tạo phôi (35,53% - 40,00%), cao hơn so với sử dụng HgCl2 và 

Ca(ClO)2 (17,80% và 22,20%; tương ứng) (Bảng 3.2.1). Đối với mẫu cuống hoa và 

đoạn thân, 200 - 300 mg/L AgNPs hoặc CuNPs ghi nhận tỷ lệ cảm ứng tạo phôi là 

tương đương nhau (35,53% - 46,67%). Sự gia tăng nồng độ AgNPs và CuNPs từ 50 - 

200 mg/L cho thấy sự gia tăng tỷ lệ cảm ứng tạo phôi; trong khi đó, khi nồng độ 
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AgNPs và CuNPs quá cao (400 ppm) thì hiệu quả cảm ứng tạo phôi lại giảm đi (Bảng 

3.2.1). Vì vậy, AgNPs và CuNPs có hiệu quả để khử trùng mẫu cấy và cảm ứng tạo 

phôi. Tuy nhiên, mỗi loại mẫu cấy phản ứng khác nhau với nồng độ AgNPs hoặc 

CuNPs thích hợp.  

Nồng độ AgNPs tăng từ 50 - 200 mg/L cho thấy sự gia tăng cảm ứng tạo phôi 

của mẫu cấy cuống hoa và đoạn thân; cao nhất là 40% trong cả hai trường hợp. Nồng 

độ AgNPs tăng từ 200 lên 300 mg/L không có sự khác biệt về tỷ lệ cảm ứng tạo phôi ở 

cả hai loại mẫu cấy này (lần lượt là 35,53% và 42,20%). Tuy nhiên, ở 400 mg/L 

AgNPs, tỷ lệ cảm ứng tạo phôi trong mẫu cấy cuống hoa và đoạn thân không cao (lần 

lượt là 20,00% và 28,87%) (Bảng 3.2.1). 

Bảng 3.2.1.  Ảnh hưởng của các chất khử trùng lên tỷ lệ cảm ứng tạo phôi từ các 

nguồn mẫu khác nhau sau 4 tuần. 

Chất khử 

trùng 

Nồng độ 

(mg/L) 

Tỷ lệ phần trăm mẫu cấy cảm ứng tạo phôi (%) 

Cuống lá Cuống hoa Đoạn thân 

AgNPs 

50  22,20bc 20,00bc 13,33e 

100 37,80a 24,47b 22,20cd 

200 37,80a 40,00a 40,00a 

300 35,53a 35,53a 42,20a 

400 28,87b 20,00bc 28,87bc 

CuNPs 

50  31,13b 20,00bc 11,13e 

100 35,53a 22,20bc 26,67bc 

200 40,00a 42,20a 46,67a 

300 31,13b 40,00a 42,20a 

400 28,87b 22,20bc 26,67bc 

HgCl2 1.000 17,80c 13,33c 20,00de 

Ca(ClO)2 60.000 22,20bc 22,20bc 31,13b 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 
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Ngoài ra, tỷ lệ cảm ứng tạo phôi thu được từ khử trùng mẫu cấy cuống lá với 

100 - 200 mg/L CuNPs hoặc mẫu cấy cuống hoa và đoạn thân với 200 - 300 mg/L 

CuNPs cao gấp khoảng 2 - 3 lần so với khử trùng mẫu cấy với HgCl2 hoặc Ca(ClO)2 

sau 4 tuần (Bảng 3.2.1). Kết quả này cho thấy CuNPs có ảnh hưởng tích cực lên khử 

trùng mẫu cấy và cảm ứng tạo phôi. Tuy nhiên, hiệu quả khử trùng mẫu cấy của mỗi 

nồng độ CuNPs phụ thuộc vào loại mẫu cụ thể. Các mẫu cấy khác nhau như cuống lá, 

đoạn thân, lá mầm có khả năng để cảm ứng tạo phôi ở một số loài. Bên cạnh đó, tùy 

thuộc vào loài, tỷ lệ cảm ứng tạo phôi cũng khác nhau [131, 132]. Kết quả của nghiên 

cứu này cũng cho thấy hiệu quả cảm ứng tạo phôi từ nguồn mẫu khác nhau khử trùng 

bằng HgCl2, Ca(ClO)2, AgNPs hoặc CuNPs sau 4 tuần là khác nhau. Các chất khử 

trùng như HgCl2 và Ca(ClO)2 được sử dụng để khử trùng mẫu cấy có những ưu điểm 

và nhược điểm. Do tác dụng kháng khuẩn của chúng, đặc biệt là AgNPs và CuNPs trở 

thành chất khử trùng được sử dụng trong nuôi cấy mô. Ngoài ra, AgNPs hiệu quả hơn 

và thân thiện với môi trường, đồng thời tương thích với nhiều loại mô [28-30]. Một số 

nghiên cứu gần đây cho thấy AgNPs có hiệu quả trong khử trùng mẫu cấy của cây 

trồng nuôi cấy mô như cây Sâm, Dâu tây và Rong bắp sú [57, 58, 61]. Nghiên cứu của 

Khiêm và Hậu (2018) cho thấy khử trùng mẫu lá cây Thu hải đường bằng Ca(ClO)2 

cho tỷ lệ sống sót của mẫu đạt 24,3%, thấp hơn so với mẫu cấy được khử trùng với 

AgNPs (cao hơn 90%) [133]. 

Bên cạnh Ag, Cu còn được sử dụng khá phổ biến trong nông nghiệp, mỹ phẩm, 

môi trường, diệt nấm, thực phẩm, công nghiệp hóa chất, phụ gia nhiên liệu, công 

nghiệp dệt may, xử lý nước thải,…[134]. Trong nông nghiệp, CuNPs với nồng độ 

thích hợp có vai trò trong sự nảy mầm của hạt giống Lúa (Oryza sativa) [135], Ngò 

(Coriandrum sativum) [136], Lúa mạch (Secale cereale) [137], Cải (Brassia nigra) 

[138] và ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và phát sinh hình thái của các loại thực vật như 

Rau diếp (Lactuca sativia) [139], Cỏ linh lăng (Medicago sativa) [140], Khoai lang 

(Ipomoea batatas) [141],… Hơn nữa, CuNPs là chất chống nấm hiệu quả, chống lại 

Fusarium oxysporum [142, 143]. Tuy nhiên, CuNPs sử dụng trong khử trùng mẫu cấy 

chưa được ghi nhận trước đây trong nuôi cấy mô. Do đó, nghiên cứu này cho thấy ứng 

dụng của CuNPs trong khử trùng mẫu cấy và bổ sung thêm tài liệu cho các nghiên cứu 

trong tương lai. Khử trùng mẫu cấy của các nano kim loại phụ thuộc vào kích thước 
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cũng như thành phần hóa học và quan trọng nhất là nồng độ của nano [144]. Hơn nữa, 

chưa có công bố nào ghi nhận trọng lượng phân tử và nguyên tử sử dụng làm dung 

dịch hạt nano ảnh hưởng đến khử trùng mẫu cấy.  

Ngoài ra, phân tích bằng phương pháp quang phổ hấp thụ nguyên tử cho thấy 

trong mẫu cuống lá, đoạn thân và cuống hoa hàm lượng Cu được ghi nhận từ 0,10 - 

0,18 mg/Kg. Sau khi khử trùng bằng dung dịch CuNPs, dư lượng Cu trong mẫu cuống 

lá, cuống hoa và đoạn thân gia tăng tỷ lệ thuận với nồng độ của CuNPs từ 0 đến 400 

mg/L (Hình 3.2.4). Trong số 3 loại mẫu, dư lượng Cu trong mẫu đoạn thân và cuống lá 

cao hơn so với mẫu cuống hoa (Hình 3.2.4). Điều này cho thấy rằng các mẫu cấy khác 

nhau hấp thụ CuNPs khác nhau. 

 

Hình 3.2.4.  Dư lượng Cu trong mẫu cấy cây Thu hải đường sau khi khử trùng mẫu 

cấy với CuNPs. 

Trong lục lạp, Cu chiếm khoảng 50% và được liên kết với plasto-cyanin trong 

chuỗi truyền điện tử ở giữa quang hệ thống I và II. Với sự vắng mặt của Cu, nồng độ 

của plasto-cyanin sẽ giảm. Ngoài ra, màng lục lạp sẽ thiếu 2 protein điều hoà biểu hiện 

các plasto-quinone. Do đó, quá trình quang hợp sẽ giảm hiệu quả nếu thiếu Cu. Cu có 

ảnh hưởng lớn đến sự tổng hợp chlorophyll, trong khi sự dư thừa hoặc thiếu hụt của nó 



62 

 

 

sẽ ảnh hưởng đến bộ máy quang hợp, điều này cho thấy chlorophyll bị ảnh hưởng bởi 

Cu và tuỳ từng loài thực vật khác nhau. 

3.2.3. Ảnh hưởng của AgNPs và CuNPs lên sinh trưởng của phôi soma  

Các hình dạng khác nhau của phôi soma có thu nhận từ mẫu cấy được khử 

trùng bằng AgNPs, CuNPs và HgCl2 được ghi nhận sau 8 tuần (Bảng 3.2.2 và Hình 

3.2.5, 3.2.6). Sau tuần thứ nhất, các nghiệm thức đều hình thành phôi soma (100%). 

Tuy nhiên, có sự khác biệt về số lượng phôi soma ở từng loại mẫu cấy với các chất 

khử trùng mẫu cấy khác nhau (Bảng 3.2.2). 

Bảng 3.2.2. Sự phát sinh phôi soma của cây Thu hải đường thu nhận từ các chất 

khử trùng mẫu cấy khác nhau (AgNPs, CuNPs và HgCl2) sau 8 tuần. 

Nguồn 

mẫu 

Chất khử 

trùng 

Tổng số 

phôi 

Hình thái phôi soma 

Cầu Tim Thủy lôi Hai lá mầm 

Cuống 

lá 

HgCl2 29,33bc*x 8,67b 7,67b 6,33c 6,67c 

AgNPs 32,00b 8,33b 5,00d 7,67ab 9,00b 

CuNPs 33,00b 10,33a 6,00cd 8,00ab 8,67b 

Cuống 

hoa 

HgCl2 29,33bc 7,67bc 9,67b 6,33c 5,67cd 

AgNPs 36,33a 4,33e 9,67a 8,00ab 14,33a 

CuNPs 38,00a 5,33e 10,00a 8,67ab 14,00a 

Đoạn 

thân 

HgCl2 30,67bc 10,33a 7,00bc 6,67bc 7,00c 

AgNPs 34,33ab 6,33d 5,00d 10,67a 12,33a 

CuNPs 36,67a 7,00bc 4,67d 9,33ab 12,67a 

Ghi chú: * Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p 

<0,05 trong phép thử Duncan;  

x Tổng số phôi là tổng số phôi ở tất cả các hình thái khác nhau (Cầu, tim, thủy lôi và hai lá 

mầm). 
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Tổng số phôi soma của 3 loại mẫu cấy có nguồn gốc từ khử trùng mẫu cấy với 

200 mg/L AgNPs hoặc CuNPs cao hơn so với những phôi soma thu nhận từ khử trùng 

bằng HgCl2. Trong đó, mẫu cấy từ cuống hoa và đoạn thân được khử trùng mẫu cấy 

với AgNPs hoặc CuNPs có tổng số phôi soma cũng như phôi soma ở hình dạng hai lá 

mầm cao hơn mẫu cấy có nguồn gốc từ cuống lá (Bảng 3.2.2). 

 

Hình 3.2.5. Cảm ứng tạo phôi của cây Thu hải đường từ các chất chử khử trùng mẫu 

cấy khác nhau (AgNPs, CuNPs và HgCl2) sau 8 tuần. 

 A: AgNPs: B: CuNPs; C: HgCl2; P: Mẫu cuống lá; F: Mẫu cuống hoa; 

S: Mẫu đoạn thân (Thước đo: 1 cm). 

Nghiên cứu này đã chỉ ra sự hình thành phôi soma với đầy đủ các hình dạng 

(hình cầu, hình tim, hình thủy lôi và hai lá mầm); trong khi đó, Nhựt và cộng sự [72, 

87] chỉ mô tả khả năng tái sinh chồi từ các nguồn mẫu khác nhau. Vì vật, kết quả 

nghiên cứu này có ý nghĩa trong việc chứng minh sự phát sinh hình thái thông qua 

phát sinh phôi soma cũng như vai trò của AgNPs hoặc CuNPs trong việc tăng hiệu quả 

phát sinh phôi soma cũng như thời gian của phát sinh phôi soma là nhanh hơn so với 

nguồn mẫu được khử trùng mẫu cấy bằng chất khử trùng thông thường. 
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Hình 3.2.6.  Hình thái giải phẫu của mẫu cấy cảm ứng tạo phôi thu nhận từ mẫu cấy 

được khử trùng bằng AgNPs.  

 A: Mẫu cấy ban đầu; B: Mô sẹo có khả năng phát sinh phôi ở ngày thứ 

14; C, D: Phôi soma hình cầu ở tuần thứ 4 (Thước đo: 1 mm - Mẫu cấy 

được quan sát dưới kính hiển vi soi nổi với độ phóng đại là 40x). 

Trong nghiên cứu này, AgNPs và CuNPs có thể sử dụng để thay thế các chất 

khử trùng thông dụng trong khử trùng mẫu cấy. Cả 3 loại mẫu cấy cuống lá, cuống hoa 

và đoạn thân được khử trùng bằng 200 - 300 mg/L AgNPs hoặc 200 mg/L CuNPs ghi 

nhận cảm ứng tạo phôi là cao hơn. Hơn nữa, 200 mg/L AgNPs hoặc CuNPs ảnh hưởng 

lên sự gia tăng phát sinh phôi soma với các hình dạng phôi đầy đủ so với khử trùng 

mẫu cấy bằng HgCl2. 
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Enzyme chống oxy hóa (CAT và APX) của các phôi thu nhận từ khử trùng mẫu 

cấy với HgCl2, AgNPs và CuNPs là không giống nhau sau 8 tuần (Bảng 3.2.3). Cả 3 

loại mẫu cấy khử trùng bằng CuNPs, CAT và APX cao hơn so với khử trùng mẫu cấy 

với HgCl2 hoặc AgNPs. APX thu được từ mẫu cuống hoa khử trùng bằng CuNPs là 

cao nhất trong khi CAT không khác biệt đáng kể giữa 3 loại mẫu cấy (Bảng 3.2.3). 

Bên cạnh đó, hàm lượng carbohydrate của các cụm phôi sau 8 tuần ghi nhận sự khác 

biệt có ý nghĩa giữa các nghiệm thức khử trùng mẫu cấy (Bảng 3.2.3).  

Các cụm phôi thu nhận từ cuống hoa và đoạn thân được khử trùng bằng CuNPs 

cho thấy sự tích lũy tinh bột cao hơn và đường thấp hơn so với khử trùng mẫu cấy với 

HgCl2 hoặc AgNPs. Ngoài ra, CuNPs (nồng độ 5 µM và kích thước 20 - 40 nm) đã 

được chứng minh là tăng cường tái sinh cây Húng quế (Ocimum basilicum) thông qua 

hình thành phôi soma (36 - 84%) và số lượng cây con tái sinh trên mỗi mẫu cấy (7,4 - 

18,7 cây) so với nghiệm thức đối chứng (0,1 µM CuSO4.5H2O) [144]. Hơn nữa, mức 

độ Cu tăng lên trong môi trường đã tăng cường sự tái sinh thông qua hình thành phôi 

soma ở các cây khác nhau, chẳng hạn như Lúa mì (Triticum sp.) [145, 146].  

Gần đây, ảnh hưởng của CuNPs trong việc điều trị bệnh héo Fusarium (vì 

CuNPs làm giảm sự phát triển Fusarium oxysporum f. Sp. Lycopersic ở cây Cà chua) 

và thúc đẩy sự phát triển của cây Cà chua cũng được nghiên cứu [147]. Do đó, nghiên 

cứu này cho thấy vai trò của CuNPs trong việc gia tăng sự hình thành phôi soma qua 

trung gian khử trùng mẫu cấy và dư lượng Cu trong mẫu sẽ ảnh hưởng đến sự phát 

triển tiếp theo. 
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Bảng 3.2.3.  Hoạt tính enzyme chống oxy hóa (CAT và APX), hàm lượng tinh bột và 

đường của cụm phôi Thu hải đường sau 8 tuần nuôi cấy. 

Chất khử trùng 

Nguồn mẫu/ Chỉ tiêu 
HgCl2 AgNPs CuNPs 

Cuống lá 

CAT (U/g) 95,19b* 96,08b 100,06a 

APX (U/g) 0,40b 0,55a 0,58a 

Tinh bột (%) 33,24b* 36,11ab 39,26a 

Đường (mg/g) 75,98ab 68,45b 80,16a 

Cuống hoa 

CAT (U/g) 100,12a 102,33a 104,86a 

APX (U/g) 0,21c 0,50b 0,70a 

Tinh bột (%) 34,28b 38,23ab 40,87a 

Đường (mg/g) 90,24a 81,36b 70,09c 

Đoạn thân 

CAT (U/g) 102,44b 94,97b 112,88a 

APX (U/g) 0,24c 0,45b 0,66a 

Tinh bột (%) 37,24c 41,27b 45,58a 

Đường (mg/g) 90,24a 86,19ab 75,24b 

* Chữ cái khác nhau cùng một hàng ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 
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Hình 3.2.7.  Phát sinh phôi soma thu nhận từ cảm ứng tạo phôi có nguồn gốc từ mẫu 

cấy cây Thu hải đường khử trùng bằng CuNPs.  

A, B, C: Phôi hình cầu; D, E, F: Phôi hình tim; G, H, I: Phôi hình thủy 

lôi; K, L, M: Phôi hai lá mầm; N, O, P: Cụm phôi soma thu nhận từ mẫu 

cuống lá, cuống hoa và đoạn thân (A - F, I: Thước đo 0,5 cm; G, H, K - 

P: Thước đo 1 cm). 
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Kết quả của nghiên cứu này cho thấy vai trò của CuNPs trong việc khử trùng 

mẫu cấy dẫn đến gia tăng hiệu quả hình thành phôi soma với mẫu cấy khử trùng bằng 

HgCl2. Nghiên cứu trước đây đã ghi nhận và mô tả quá trình hình thành phôi soma với 

các hình dạng khác nhau trên cây Thu hải đường dưới điều kiện clinostat 2D và nuôi 

cấy mô, nguồn mẫu được sử dụng là cuống lá đã được khử trùng với HgCl2 [96]. 

Ngoài ra, các nghiên cứu trước đây chủ yếu tập trung đánh giá ảnh hưởng của mẫu 

cấy, chất điều hòa sinh trưởng thực vật, ánh sáng, nguồn dinh dưỡng,…đến sự hình 

thành phôi soma. Tuy nhiên, ảnh hưởng của khử trùng mẫu cấy đối với sự hình thành 

phôi soma vẫn chưa được ghi nhận. Vai trò của CuNPs làm chất khử trùng mẫu cấy 

với hiệu quả tương tự HgCl2 và gia tăng sự hình thành phôi soma cũng được ghi nhận. 

Ngoài ra, CuNPs không chỉ đóng vai trò trong khử trùng mẫu cấy của mẫu cuống hoa 

và đoạn thân mà còn làm tăng hiệu quả hình thành phôi soma thông qua số lượng và số 

phôi soma hình thủy lôi và hai lá mầm là tốt hơn so với mẫu cấy khử trùng bằng HgCl2 

và tương đương với mẫu cấy khử trùng bằng AgNPs (Bảng 3.2.2). Hình thái của phôi 

soma trải qua đầy đủ các hình dạng như hình cầu, hình tim, hình thủy lôi và hai lá 

mầm (Hình 3.2.7A-M). 

Để khắc phục stress oxy hóa, thực vật có cơ chế kiểm soát và điều chỉnh mức 

ROS một cách thích hợp, bao gồm tăng hoạt độ enzyme chống oxy hóa như CAT và 

APX [51]. Các nghiên cứu về ảnh hưởng của các nano kim loại như AgNPs, nano sắt, 

nano titan đối với sự thay đổi oxy hóa và cấu trúc của thực vật hoặc rễ [148, 149] được 

chỉ ra trên một số cây trồng khác nhau. Hơn nữa, CuNPs thu được kết quả tốt hơn 

đồng sulphate trong thực vật về hình thái, chỉ số SPAD và hoạt động của enzyme 

chống oxy hóa [150]. Tuy nhiên, sự thay đổi hoạt tính enzyme chống oxy hóa do ảnh 

hưởng của CuNPs tương tác với các thành phần môi trường nuôi cấy khác nhau đến sự 

hình thành cụm phôi soma hoặc cấu trúc của phôi soma vẫn còn rất hạn chế. Ở phôi 

soma, CAT và APX đã được thay đổi sau khi các mẫu cấy khác nhau được khử trùng 

bằng CuNPs (Bảng 3.2.3), điều này cho thấy rằng sau khi khử trùng bằng CuNPs, 

phản ứng stress được tăng lên với việc làm tăng hoạt tính của enzyme chống oxy hoá 

và thúc đẩy quá trình cảm ứng tạo phôi. 
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Cảm ứng, biệt hóa, phát triển của phôi soma liên quan đến sự thay đổi hàm 

lượng carbohydrate (tinh bột, đường,…) như một nguồn năng lượng chuyển hóa [151]. 

Các nghiên cứu về sự tích lũy nhiều tinh bột trong mẫu cấy có tác động lên việc gia 

tăng sinh trưởng của mẫu cấy [152, 153] vì tinh bột là nguồn năng lượng hỗ trợ sự trao 

đổi chất cũng như sinh trưởng của mô cấy [152]. Kết quả của nghiên cứu ghi nhận tinh 

bột tích lũy cao hơn và đường thấp hơn trong phôi soma thu được từ mẫu cuống hoa 

và đoạn thân khử trùng bằng CuNPs. Điều này chứng tỏ hàm lượng tinh bột tích lũy 

của mẫu cấy được khử trùng bằng CuNPs tốt hơn. Tích lũy tinh bột là phản ứng trao 

đổi chất đầu tiên của quá trình nuôi cấy; trong đó, mẫu cấy chuyển đổi đường có trong 

môi trường thành tinh bột để lưu trữ trong các mô và mô phân sinh sau đó được hình 

thành [154]. Ngoài ra, mức độ tích lũy tinh bột và đường trong phôi soma thu được từ 

khử trùng mẫu cuống lá với CuNPs tương tự như khi khử trùng bằng HgCl2 hoặc 

AgNPs. 

Cu có ảnh hưởng lớn đến sự tổng hợp chlorophyll, trong khi sự dư thừa hoặc 

thiếu hụt của nó sẽ ảnh hưởng đến bộ máy quang hợp [150]. Sự gia tăng hàm lượng 

chlorophyll cũng đã được ghi nhận khi xử lý CuNPs ở cây Đậu xanh (Vigna radiata) 

[150] và cây Chùm ngây (Moringa oleifera) [155]. Ngược lại, với oxit đồng, hàm 

lượng chlorophyll đã giảm trong cây Cà chua (Solanum lycopersicum) và cây Bắp cải 

(Brassica oleracea) [156]. Điều này cho thấy chlorophyll bị ảnh hưởng bởi loại hạt 

nano và loài thực vật. Ngoài ra, CuNPs cải thiện hoạt động quang hợp ở cây Cà chua 

[147]. 

3.2.4. Tạo cây hoàn chỉnh và sinh trưởng tiếp theo ở điều kiện vườn ươm 

Sự thích nghi và sinh trưởng tiếp theo ở giai đoạn vườn ươm của cây con sau 16 

tuần nuôi cấy được ghi nhận ở Bảng 3.2.4 và Hình 3.2.8A-C. Kết quả ghi nhận cho 

thấy các chỉ tiêu sinh trưởng của cây con không có sự khác biệt như số lá trên cây con, 

chiều dài rễ, SPAD; trong khi đó, có sự khác biệt về chiều cao cây con, số lượng rễ, 

khối lượng tươi và khô ở cây con lấy từ mẫu cấy được khử trùng với AgNPs và 

CuNPs. Ngoài ra, cây con có nguồn gốc từ phôi soma phát triển tốt và không có bất 

thường về hình thái trong quá trình hình thành rễ (Hình 3.2.8A-C). 
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Bảng 3.2.4.  Sinh trưởng của cây Thu hải đường in vitro tái sinh từ phôi soma sau 16 

tuần nuôi cấy. 

Nghiệm 

thức 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Số 

rễ/cây 

Chiều 

dài rễ 

(cm) 

Số 

lá/cây 
SPAD 

Khối 

lượng 

tươi (mg) 

Khối 

lượng khô 

(mg) 

HgCl2 9,83ab* 6,67b 6,00a 6,00a 43,72a 2019,55b 209,31c 

AgNPs 10,35a 8,00a 5,10a 6,00a 44,34a 2316,05ab 227,23b 

CuNPs 10,52a 7,67ab 5,21a 6,33a 46,89a 2395,13a 252,56a 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 

Bảng 3.2.5.  Thích nghi và sinh trưởng tiếp theo của cây Thu hải đường ở điều kiện 

vườn ươm sau 16 tuần. 

Nghiệm 

thức 

Tỷ lệ 

sống sót 

(%) 

Chiều 

cao cây                

(cm) 

Số 

lá/cây 
SPAD 

Tỷ lệ ra 

hoa                

(%) 

Thời 

gian nở 

hoa 

(ngày) 

Đường 

kính hoa 

(cm) 

HgCl2 87,67ab* 21,83b 14,33ab 45,35c 

100a 

92,67a 2,51b 

AgNPs 90,00a 23,15ab 13,67b 48,54b 86,67b 2,70a 

CuNPs 90,33a 23,96a 15,00a 52,14a 85,33bc 2,68a 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 
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Sau 16 tuần trồng ở vườn ươm, cây con ghi nhận tỷ lệ sống sót tốt và không có 

sự khác biệt đáng kể về sự sinh trưởng như chiều cao cây con và số lá trên cây con 

(Bảng 3.2.5). Tuy nhiên, chỉ số SPAD cao hơn và thời gian bắt đầu ra hoa ngắn hơn ở 

cây con lấy từ mẫu cấy được khử trùng với AgNPs và CuNPs. Mặt khác, cây con được 

trồng ở vườn ươm không có sự bất thường về hình thái (Hình 3.2.9A-C).  

Cây con thu nhận từ phôi soma không cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa về chỉ 

tiêu sinh trưởng (ngoại trừ chiều cao cây con, số lượng rễ, khối lượng tươi và khô). 

Điều này cho thấy cây con có tích lũy chất khô tốt hơn nhờ sự tích lũy tinh bột và tăng 

hoạt tính của enzyme chống oxy hóa (CAT và APX) ở giai đoạn hình thành phôi soma 

sẽ tăng trưởng trong giai đoạn tiếp theo. Ngoài ra, cây con thu nhận từ khử trùng mẫu 

cấy bằng AgNPs và CuNPs cho thấy ra hoa sớm hơn và chỉ số SPAD cao hơn. 

Kết quả cho thấy AgNPs và CuNPs được ứng dụng như một chất khử trùng 

mẫu cấy ở cây Thu hải đường. Ngoài ra, AgNPs và CuNPs có ảnh hưởng tích cực đối 

với sự sinh trưởng tiếp theo của cây Thu hải đường. Do đó, các cây trồng nuôi cấy mô 

khác cần được nghiên cứu nhằm để đánh giá rõ hơn vai trò của AgNPs và CuNPs sử 

dụng thay thế một số chất khử trùng khác và sự phát sinh cơ quan, sinh lý - sinh hóa 

cũng như sự sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy. 



72 

 

 

 

Hình 3.2.8. Cây Thu hải đường in vitro tái sinh từ phôi soma sau 16 tuần nuôi cấy. 

A, B, C: Cây con thu nhận từ khử trùng mẫu cấy bằng AgNPs, CuNPs và 

HgCl2 (Thước đo: 2 cm). 

 

 

Hình 3.2.9.   Cây Thu hải đường ở điều kiện vườn ươm sau 16 tuần.  

 A, B, C: Cây con thu nhận từ khử trùng mẫu cấy bằng AgNPs, CuNPs; 

HgCl2 (Thước đo: 5 cm). 
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3.3. Ảnh hưởng của AgNPs lên khả năng tái sinh chồi và hạn chế một số hiện 

tượng bất thường trong nuôi cấy in vitro của cây Tử linh lan 

3.3.1. Đánh giá khả năng tái sinh chồi của các nguồn mẫu khác nhau và ghi nhận 

hiện tượng bất thường 

Kết quả ghi nhận được cho thấy, mẫu gân chính của lá ghi nhận sự tái sinh chồi 

tối ưu hơn so với mẫu lá nguyên với tỷ lệ mẫu tái sinh chồi (66,00%), số chồi (5,33 

chồi) và chiều cao chồi (0,73 cm) (Bảng 3.3.1). Kết quả ghi nhận trên cây Kiwi cũng 

tương đồng, mẫu gân chính của lá cho hiệu quả tái sinh tối ưu so với mẫu lá nguyên 

[157]. Vì vậy, việc sử dụng mẫu gân lá chính cho khả năng tái sinh chồi cao hơn so 

với mẫu lá nguyên. Một số hiện tượng như thủy tinh thể, hình thành mô sẹo ở mép lá, 

hoại tử mẫu cấy, hóa nâu mẫu cấy và môi trường nuôi cấy trong giai đoạn tái sinh chồi 

của mẫu cấy chứa gân chính của lá và mẫu lá nguyên của cây Tử linh lan được ghi 

nhận ở Bảng 3.3.1 sau 8 tuần. 

Bảng 3.3.1.   Sự sinh trưởng và hiện tượng bất thường trong giai đoạn tái sinh chồi 

của cây Tử linh lan sau 8 tuần. 

Chỉ tiêu theo dõi Mẫu lá nguyên Mẫu gân chính của lá LSD0,05 

Tỷ lệ mẫu tái sinh chồi (%) 40,00 ± 1,15* 66,00 ± 2,08 9,96 

Số chồi/mẫu 2,67 ± 0,33 5,33 ± 0,33 1,72 

Chiều cao chồi (cm) 0,50 ± 0,60 0,73 ± 0,06 0,10 

Thủy tinh thể (%) 20,00 ± 1,15 19,67 ± 1,20 Ns 

Mô sẹo ở mép lá (%) 21,67 ± 1,67 22,33 ± 1,45 Ns 

Hoại tử mẫu cấy (%) 14,67 ± 0,88 12,33 ± 1,45 0,50 

Hóa nâu mẫu cấy và môi 

trường nuôi cấy (%) 
20,33 ± 0,88 10,67 ± 0,67 4,43 

*Các giá trị trong bảng thể hiện dữ liệu trung bình ± SE (sai số chuẩn) trong phép thử LSD 

với p < 0,05; Ns: Khác biệt không có ý nghĩa thống kê. 
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Hình 3.3.1.  Một số hiện tượng bất thường trong giai đoạn tái sinh chồi của cây Tử 

linh lan sau 8 tuần nuôi cấy.  

A, B, C: Mẫu cấy sinh trưởng bình thường; D, E, F: Mẫu cấy thủy tinh 

thể; G, H, I: Mẫu cấy hình thành mô sẹo ở mép lá; K, L, M: Mẫu cấy và 

môi trường nuôi cấy hóa nâu (Thước đo: 1 cm; Ngoại trừ A: 0,5 cm - 

Mẫu cấy được chụp dưới kính hiển vi soi nổi ở độ phóng đại là 10x – trừ 

hình A và K). 
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Ngoài ra, ở giai đoạn tái sinh chồi trên cả 2 mẫu lá nguyên và mẫu gân lá chính 

đều xuất hiện hiện tượng thủy tinh thể (20,00% và 19,67%; tương ứng), mô sẹo ở mép 

lá (21,67% và 22,33%; tương ứng), hoại tử mẫu cấy (14,67% và 12,33%; tương ứng), 

mẫu cấy và môi trường nuôi cấy hóa nâu (20,33% và 15,67%; tương ứng) (Bảng 3.3.1 

và Hình 3.3.1). Hiện tượng thủy tinh thể là một trong những hiện tượng bất thường 

chủ yếu được ghi nhận trong nuôi cấy mô và đã được ghi nhận khi nuôi cấy cây Cẩm 

chướng (Dianthus caryophyllus) [158] và cây Xương rồng (Euphorbia antiquorum) 

[159]. Nguyên nhân dẫn đến hiện tượng thủy tinh thể trong vi nhân giống là sự kết hợp 

của nhiều yếu tố như môi trường, loại và nồng độ CĐHSTTV [160], độ ẩm và khí 

ethylene [161], hệ thống nuôi cấy và các chất làm đông như agar hay gelrite trong môi 

trường nuôi cấy mô [162]. Trên cây Tử linh lan, hiện tượng bất thường ghi nhận ở giai 

đoạn tái sinh chồi là khoảng 20% trên cả 2 loại mẫu cấy (lá nguyên và gân chính của 

lá) với các đặc điểm như chồi và lá có hiện tượng mọng nước và biến dạng (Hình 

3.3.1D-F). Trong nghiên cứu này, hiện tượng mô sẹo xuất hiện ở mép lá được ghi nhận 

trong nuôi cấy mô, đây có thể là do trong giai đoạn tái sinh chồi, các chồi được tạo 

thành có kích thước nhỏ và các lá nằm gần và tiếp xúc với môi trường nuôi cấy (môi 

trường MS chứa CĐHSTTV như BA và NAA); do đó, các mẫu lá hình thành mô sẹo 

(Hình 3.3.1G-I). 

Bên cạnh đó, hiện tượng hoại tử mẫu cấy và môi trường nuôi cấy hóa nâu cũng 

được ghi nhận trong giai đoạn tái sinh chồi (Hình 3.3.1K-M); trong đó, mẫu gân chính 

của lá ghi nhận các hiện tượng này thấp hơn so với mẫu lá nguyên. Điều này có thể là 

do mẫu gân chính của lá có vết thương sau khi cắt mẫu nên khả năng tiếp xúc, hấp thu 

dinh dưỡng tốt hơn so với mẫu lá nguyên. Với điều kiện nuôi cấy là bình kín, độ ẩm 

trong bình cao hơn 95%, thành phần môi trường nuôi cấy và sự tích lũy các khí (đặc 

biệt là khí ethylene) đã dẫn đến các hiện tượng bất thường trong quá trình nuôi cấy mô 

[51, 57]. Do đó, việc tìm ra một vật liệu mới giúp gia tăng sự sinh trưởng của mẫu cấy 

cũng như hạn chế một số hiện tượng bất thường là rất cần thiết trong nhân giống một 

số cây trồng. 
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3.3.2. Ảnh hưởng của AgNPs gia lên quả tái sinh chồi và khắc phục một số hiện 

tượng bất thường 

Sau 4 và 8 tuần nuôi cấy, AgNPs có hiệu quả lên sự tái sinh chồi, hạn chế một 

số hiện tượng bất thường, sự biến động khí ethylene, enzyme chống oxy hóa (Bảng 

3.3.2, 3.3.3, 3.3.4 và Hình 3.3.2, 3.3.3).  

Môi trường MS bổ sung AgNPs đã cải thiện tỷ lệ tái sinh chồi so với nghiệm 

thức không bổ sung AgNPs sau 4 tuần nuôi cấy. Trong đó, nghiệm thức 2 mg/L 

AgNPs ghi nhận tỷ lệ tái sinh chồi (89,33%), chiều cao chồi (0,67 cm), khối lượng 

tươi và khô của cụm chồi (581,33 mg và 72,67 mg; tương ứng) là cao hơn các nghiệm 

thức AgNPs khác (Bảng 3.3.2). Ngoài ra, nghiệm twhcs bổ sung 3 mg/L AgNPs ghi 

nhận số chồi/mẫu (7,67 chồi) là cao hơn các nghiệm thức còn lại (Bảng 3.3.2 và Hình 

3.3.2A). Sau 8 tuần nuôi cấy, cụm chồi tiếp tục sinh trưởng trên môi trường có bổ sung 

AgNPs và đối chứng (Bảng 3.3.3). Nghiệm thức 1 và 2 mg/L AgNPs cho hiệu quả tốt 

nhất với tổng số chồi ghi nhận được (10,67 chồi/mẫu và 10 chồi/mẫu); tuy nhiên, số 

chồi (> 1 cm) ghi nhận được ở nồng độ 2 mg/L AgNPs lại cao hơn (5,67 chồi) (Bảng 

3.3.3 và Hình 3.3.2B-C). Ngoài ra, chiều cao chồi (1,30 cm), khối lượng tươi và khô 

cụm chồi (1476,00 mg và 160,67 mg; tương ứng) ghi nhận tối ưu ở nghiệm thức 2 

mg/L AgNPs (Bảng 3.3.3). SPAD không có sự khác biệt rõ ràng giữa các nghiệm thức 

AgNPs và đối chứng, tuy nhiên hàm lượng khí ethylene và enzyme chống oxy hóa của 

cụm chồi trên môi trường chứa AgNPs sau 8 tuần nuôi cấy thì ghi nhận sự khác biệt có 

ý nghĩa (Bảng 3.3.4). Hàm lượng ethylene ở nghiệm thức 2 mg/L AgNPs thấp hơn so 

với đối chứng (1,15 mg/L so với 1,36 mg/L); trong khi đó, hoạt tính enzyme CAT và 

APX lại gia tăng hơn so với nghiệm thức đối chứng (Bảng 3.3.4). Hơn nữa, ghi nhận 

hiện tượng bất thường trong giai đoạn tái sinh chồi cho thấy hiện tượng thủy tinh thể 

(14,33%), mô sẹo ở mép lá (15%), hoại tử mẫu cấy (6,67%), mẫu cấy và môi trường 

nuôi cấy hóa nâu (8,00%) giảm ở nồng độ 2 mg/L AgNPs so với nghiệm thức không 

bổ sung AgNPs (Bảng 3.3.1 và Hình 3.3.3).  
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Bảng 3.3.2.  Ảnh hưởng của AgNPs lên sự tái sinh chồi và sinh trưởng của cụm chồi 

sau 4 tuần nuôi cấy. 

AgNPs 

(mg/L) 

Tỷ lệ tái 

sinh chồi 

(%) 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều 

cao chồi 

(cm) 

Khối lượng 

tươi cụm chồi 

(mg) 

Khối lượng 

khô cụm chồi 

(mg) 

0 67,67d* 5,67b 0,47bc 282,67c 36,00d 

1 79,00bc 6,00b 0,53ab 467,67b 60,67b 

2 89,33a 6,00b 0,67a 581,33a 72,67a 

3 82,33b 7,67a 0,43bc 409,00b 50,33c 

4 76,33c 5,00b 0,30c 409,33b 42,33cd 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 

 

Bảng 3.3.3.  Ảnh hưởng của AgNPs lên sự tái sinh chồi và sinh trưởng của cụm chồi 

sau 8 tuần nuôi cấy. 

AgNPs 

(mg/L) 

Số chồi/mẫu Chiều 

cao chồi 

(cm) 

SPAD 

Khối 

lượng tươi 

(mg) 

Khối 

lượng khô 

(mg) Tổng  Chồi > 1 cm 

0 7,33bc* 1,67bc 0,73c 27,33a 1020,33d 120,00c 

1 10,67a 2,33b 0,80bc 27,67a 1198,33c 134,33b 

2 10,00a 5,67a 1,30a 30,00a 1476,00a 160,67a 

3 8,00b 1,33d 0,93b 28,00a 1358,00b 147,00ab 

4 6,00c 1,00e 0,73c 25,33a 977,67d 110,67c 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 
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Hình 3.3.2.  Ảnh hưởng của AgNPs lên khả năng tái sinh chồi cây Tử linh lan sau 4 

và 8 tuần nuôi cấy. 

 A: Cụm chồi sau 4 tuần nuôi cấy; B: Cụm chồi sau 8 tuần nuôi cấy;                

C: Hình thái chồi (Thước đo: 2 cm). 

 

Hình 3.3.3.  Ảnh hưởng của 2 mg/L AgNPs lên khả năng hạn chế một số hiện tượng 

bất thường trong giai đoạn tái sinh chồi cây Tử linh lan sau 8 tuần nuôi 

cấy. 
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Ethylene là một hormone duy nhất ở dạng khí, điều chỉnh một số quá trình sinh 

lý ở cây trồng, được chứng minh là đóng một vai trò quan trọng trong hệ thống bảo vệ 

của thực vật chống lại các yếu tố stress phi sinh học và sinh học và có hoạt tính ở nồng 

độ từ 0,01 đến 1,0 mg/L. Sự tác động được ghi nhận phụ thuộc vào loài thực vật, kiểu 

đáp ứng,... Từ lâu thực vật được biết là có thể sản xuất ra ethylene; nó được coi là một 

phytohormone điều chỉnh các quá trình phát triển và tăng trưởng khác nhau, bổ trợ 

hoặc đối kháng với những hormone khác [163]. Ethylene có vai trò ức chế sự sinh 

trưởng thực vật, tùy thuộc vào loài, mô và loại tế bào thực vật, giai đoạn phát triển. 

Trong bình nuôi cấy kín, khi hàm lượng ethylene cao sẽ ức chế phát sinh hình thái của 

mẫu cấy, nó còn được xem là một trong các nguyên nhân gây ra hiện tượng thủy tinh 

thể trong nuôi cấy mô ở một số loài thực vật. Do đó, một số kĩ thuật như sử dụng bình 

thoáng khí, màng Millipore, than hoạt tính, hoặc các chất có tác dụng ức chế ethylene 

như: Cobat, Ag+, Aminoethoxyvinylglycine được sử dụng trong nuôi cấy mô. Ngoài 

ra, Ag là một kim loại ít được thêm vào môi trường nuôi cấy mà chỉ được bổ sung vào 

môi trường nuôi cấy mô để ngăn ngừa và xử lý một số bệnh trên cây trồng ở dạng ion 

Ag+ có trong muối bạc nitrate (AgNO3). Bạc được chứng minh là có thể hạn chế sự 

tổng hợp ethylene và làm thay đổi vùng hoạt động của ethylene. Ngoài ra, ETR1 có 

thể liên kết với ethylene qua trung tâm hoạt động của 1 tiểu phần có Cu+. Bên cạnh đó, 

sự thay thế Cu+ bằng Ag+ làm cho ETR1 không thể liên kết với ethylene; dẫn đến ngăn 

chặn các tín hiệu ức chế của ethylene. Nguyên nhân là do có sự tương đồng về trạng 

thái oxy hóa - khử, hình dạng, Cu+ và Ag+ trong quá trình tạo thành phức chất với 

ethylene. Miyazaki và Yang (1987) đã báo cáo ảnh hưởng của AgNO3 lên SAM - là 

một tiền chất để tạo thành ethylene, từ đó ngăn chặn những tác động tiêu cực của 

ethylene lên cây như stress, hiện tượng bất thường. Bên cạnh đó, polyamine có vai trò 

thiết yếu như phát sinh hình thái, tổng hợp protein, phân chia tế bào, nhân đôi DNA và 

giúp cây chống lại các tác nhân stress phi sinh học hay sinh học. Một số báo cáo đã 

cho thấy mối liên hệ chặt chẽ giữa các polyamine, ethylene và SAM. Trong mối liên 

hệ này, ethylene hay polyamine điều có chung một tiền chất là SAM để có thể sinh 

tổng hợp nên chúng; vì vậy, sử dụng các chất ức chế tổng hợp ethylene như AgNO3, 

cobalt chlorua sẽ làm cho SAM không sinh tổng hợp ethylene và đồng nghĩa với việc 

SAM sẽ tổng hợp polyamine nhiều hơn và dẫn đến gia tăng sự phát sinh hình thái thực 
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vật. AgNPs kích thước nhỏ hơn 20 nm và diện tích bề mặt lớn sẽ gia tăng khả năng 

tiếp xúc và sự bám dính lên bề mặt tế bào làm cho hiệu quả tác động của AgNPs cao 

hơn so với Ag+. AgNPs tác động đến khả năng sinh trưởng của cây trồng thông qua 

các biến đổi ở mức độ sinh lý và phân tử theo các hướng khác nhau phụ thuộc vào đôi 

tượng cây trồng, cấu trúc và nồng độ AgNPs. Ngoài ra, AgNPs có hiệu quả cao trong 

việc kháng nấm và vi khuẩn cũng như sự sinh trưởng, phát sinh hình thái của cây nuôi 

cấy mô. Gần đây, AgNPs có khả năng cải thiện sinh trưởng của các cây trồng thông 

qua quá trình biến dưỡng (chlorophyll, protein, carbohydrate, enzyme chống oxy 

hóa,…). Bên cạnh đó, hiệu quả kháng vi sinh vật cao dựa trên tính chất vật lý của 

AgNPs là cót hể hấp thu ánh sáng ở bước sóng từ 390 đến 420 nm. Vì vậy, thực vật 

sinh trưởng trên môi trường nuôi cấy mô bổ sung AgNPs ghi nhận sinh khối cao hơn, 

giảm hiện tượng vàng và rụng lá, lá màu xanh đậm hơn so với cây được nuôi cấy trên 

môi trường không bổ sung AgNPs. Gần đây, AgNPs được chứng minh có hiệu quả ức 

chế sự hoạt động của ethylene [160]. Ngoài ra, AgNPs được chứng minh là giảm tích 

lũy ethylene trong các bình nuôi cấy của chồi cây Dâu tây [57]. Bên cạnh đó, tuỳ theo 

đối tượng cây trồng khác nhau mà nồng độ AgNPs tác động lên sinh trưởng là không 

giống nhau [57, 164]. 

Hoạt tính của enzyme CAT và APX trong chồi ở nghiệm thức AgNPs ở nồng 

độ tối ưu có sự gia tăng. Hoạt tính của CAT và APX được ghi nhận gia tăng trên cây 

Cải bẹ xanh trong môi trường bổ sung AgNPs (25 - 50 mg/L) và cây sinh trưởng mạnh 

[35]. Ngoài ra, môi trường nuôi cấy cây Lúa và Cải bẹ xanh chứa AgNPs ghi nhận sự 

tăng mạnh biểu hiện gen FSD1 của SOD, CAT và APX; do đó, làm giảm đáng kể sự 

tích lũy gốc H2O2 và kích thích sự sinh trưởng của cây [165]. Trong nghiên cứu này, 

bổ sung AgNPs giúp gia tăng khả năng tái sinh chồi, hạn chế một số hiện tượng bất 

thường, giảm tích lũy khí ethylene, gia tăng hoạt tính enzyme chống oxy hóa (Bảng 

3.3.2, 3.3.3, 3.3.4 và Hình 3.3.2, 3.3.3). Từ những kết quả trên cho thấy, bổ sung 2 

mg/L AgNPs giúp gia tăng hiệu quả tái sinh chồi cũng như hạn chế tỷ lệ mẫu có hiện 

tượng thủy tinh thể, mô sẹo ở mép lá, hoại tử mẫu cấy và hóa nâu mẫu cấy và môi 

trường nuôi cấy mô của cây Tử linh lan. 
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Bảng 3.3.4.  Hàm lượng khí ethylene trong đĩa nuôi cấy và enzyme chống oxy hóa 

của cụm chồi trên môi trường có bổ sung AgNPs sau 8 tuần nuôi cấy. 

AgNPs (mg/L) Ethylene (mg/L) CAT (U/g) APX (U/g) 

0 1,36ab 77,31e 0,29e 

1 1,45a 82,32d 1,11b 

2 1,15c 101,51a 2,37a 

3 1,32bc 88,09b 0,94c 

4 1,44a 86,90c 0,40d 

* Chữ cái khác nhau cùng một cột ghi nhận sự khác biệt với ý nghĩa thống kê p <0,05 trong 

phép thử Duncan. 

Stress sinh học và phi sinh học có thể làm tăng sản xuất các ROS và thúc đẩy 

phản ứng phòng vệ của cây trồng trong vi nhân giống. SOD, CAT và APX là 3 

enzyme kháng oxy hóa thiết yếu đóng vai trò quan trọng như là yếu tố bảo vệ. Ở nồng 

độ thấp, ROS nội sinh là tín hiệu để điều chỉnh quá trình ly giải tế bào (apoptosis), 

kích hoạt các yếu tố phiên mã (NFkB, p38-MAP, kinase), điều chỉnh sự biểu hiện của 

các gen mã hóa cho các enzyme kháng oxy hóa. Tuy nhiên, khi hàm lượng ROS tăng 

lên quá mức, ROS gây biến tính protein, oxy hóa lipid, giảm quang hợp và thậm chí 

gây chết tế bào. Sau đó thực vật có cơ chế điều chỉnh hàm lượng ROS một cách hiệu 

quả bởi sự gia tăng hoạt tínhc enzyme kháng oxy hóa (CAT, SOD và APX) để giảm 

thiểu độc tính của ROS cũng như tăng cường khả năng chống chịu của thực vật nuôi 

cấy.  

Ảnh hưởng của AgNPs bổ sung vào môi trường cho sự nảy mầm cây Lúa 

(Oryza sativa) được ghi nhận ở mức độ phân tử như sự tăng mạnh biểu hiện gen FSD1 

của SOD trong rễ và lá ở cả nồng độ cao và thấp, đặc biệt là ở rễ [165]. Tuy nhiên, sự 

biểu hiện các gen CAT và APX lại không thay đổi đáng kể cả ở rễ và lá; do đó, H2O2 

không được chuyển hóa triệt để thành H2O và O2. Với chức năng phân giải H2O2 thành 

H2O và O2, hoạt tính của CAT và APX gia tăng đã làm giảm lượng H2O2 gây độc cho 

hệ rễ của thực vật nuôi cấy. Với chức năng phân giải H2O2 thành H2O và O2, hoạt tính 

của CAT và APX gia tăng đã làm giảm lượng H2O2 gây độc cho hệ rễ của thực vật 

nuôi cấy [165]. Tóm lại, bổ sung 2 mg/L AgNPs có hiệu quả lên sự nhân nhanh chồi 
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và sinh trưởng của cụm chồi, hạn chế hiện tượng thủy tinh thể, mô sẹo ở mép lá, hoại 

tử mẫu cấy, mẫu cấy và môi trường hóa nâu, giảm sự tích lũy khí ethylene và gia tăng 

hoạt tính enzyme chống oxy hóa (CAT và APX) trong giai đoạn tái sinh chồi. 
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CHƯƠNG 4. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1. Kết luận 

Trong nghiên cứu này, AgNPs được chứng minh có hiệu quả lên khử trùng môi 

trường nuôi cấy mô so với phương pháp hấp tiệt trùng thông thường. Ngoài ra, AgNPs 

hoặc CuNPs có hiệu quả khử trùng mẫu cấy, gia tăng sinh trưởng của mẫu cấy (cảm 

ứng mô sẹo, cảm ứng tạo phôi, tái sinh chồi, ra rễ in vitro, thích nghi ở vườn ươm) và 

sinh lý - sinh hoá (enzyme kháng oxy hoá, tinh bột và đường) của mẫu cấy. Mặt khác, 

AgNPs bổ sung trong môi trường nuôi cấy mô giúp hạn chế các hiện tượng bất thường 

của mẫu cấy. Tuỳ theo từng đối tượng nghiên cứu cụ thể mà AgNPs hoặc CuNPs có 

tác động khác nhau trong khử trùng mẫu, khử trùng môi trường nuôi cấy và vi nhân 

giống: 

AgNPs khử trùng môi trường nuôi cấy mô: Bổ sung 4 mg/L AgNPs vào môi 

trường nuôi cấy và giảm một nửa hàm lượng agar (4 g/L) có hiệu quả khử trùng môi 

trường nuôi cấy và không cần hấp tiệt trùng. 

AgNPs và CuNPs khử trùng mẫu cấy và sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy: 

Mẫu lá cây hoa Cúc được khử trùng với 250 mg/L AgNPs trong 15 -20 phút ghi nhận 

tỷ lệ cảm ứng mô sẹo tối ưu so với khử trùng mẫu cấy với 1.000 mg/L HgCl2. Trong 

khi đó, các nguồn mẫu cuống lá, cuống hoa và đoạn thân cây Thu hải đường khử trùng 

với 200 mg/L AgNPs hoặc CuNPs có hiệu quả khử trùng mẫu cấy và cảm ứng tạo phôi 

tối ưu so với các chất khử trùng khác. Ngoài ra, số lượng phôi soma và số phôi soma 

có hình dạng hai lá mầm cao nhất được thu nhận với khử trùng mẫu cấy có nguồn gốc 

khử trùng bằng AgNPs hoặc CuNPs cũng như gia tăng hoạt tính emzyme chống oxy 

hóa CAT và APX. 

AgNPs trong giai đoạn tái sinh chồi: Mẫu gân chính của lá cây Tử linh lan nuôi 

cấy trên môi trường bổ sung 2 mg/L AgNPs ghi nhận gia tăng sự tái sinh chồi và sinh 

trưởng của cụm chồi; giảm hiện tượng thủy tinh thể, mô sẹo ở mép lá, hoại tử mẫu 

cấy, mẫu cấy và môi trường hóa nâu; giảm sự tích lũy ethylene và gia tăng hoạt tính 

emzyme chống oxy hóa CAT và APX. 
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4.2. Kiến nghị 

Nghiên cứu thêm vai trò của AgNPs và CuNPs trên nhiều cây trồng nuôi cấy 

mô khác. 

Nghiên cứu vai trò của CuNPs thay thế muối đồng trong môi trường nuôi cấy 

mô. 
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