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MỞ ĐẦU 

Tính cấp thiết của luận án 

Vòng đời của thực vật có hoa bắt đầu từ sự nảy mầm của hạt, sau đó là sinh 

trưởng sinh dưỡng, ra hoa và tạo quả, và cuối cùng kết thúc bằng sự hình thành hạt. 

Các kiến thức về sự ra hoa và tạo quả cung cấp một nền tảng lý thuyết hữu ích để 

phát triển các phương pháp thích hợp trong quá trình nghiên cứu sinh lý, tăng cường 

năng suất và quyết định các chiến lược chọn tạo giống cây trồng [1]. Nắm bắt được 

các cơ chế và yếu tố ảnh hưởng đến sự ra hoa góp phần vào việc tối ưu hóa thời gian 

ra hoa, số lượng hoa, quá trình thụ phấn, tạo quả và hạt ở thực vật [2, 3]. Ngoài ra, 

việc kiểm soát chính xác thời điểm ra hoa có thể cải thiện đáng kể hiệu quả của các 

phương pháp lai tạo, đặc biệt là phương pháp lai giữa các loài xa [4]. 

Tuy nhiên, sự ra hoa ở điều kiện tự nhiên của thực vật thường phụ thuộc theo 

mùa và quá trình này bị ảnh hưởng đáng kể bởi nhiều yếu tố môi trường khác nhau, 

điều này gây nhiều khó khăn cho các công tác nghiên cứu và lai tạo [5]. Trong hoàn 

cảnh đó, các phương pháp tiếp cận công nghệ sinh học có thể góp phần giải quyết 

những hạn chế này. Hệ thống ra hoa in vitro được coi là một công cụ hiệu quả để 

nghiên cứu cảm ứng ra hoa và sự phát triển của các cơ quan hoa. Kỹ thuật này tạo 

điều kiện thuận lợi và đồng nhất để tìm hiểu về sinh lý ra hoa bằng cách kiểm soát 

tác động của các yếu tố như nhiệt độ, ánh sáng, các chất điều hoà sinh trưởng thực 

vật (PGR) và khoáng chất [1, 6]. Ngoài ra, kỹ thuật ra hoa in vitro còn đóng vai trò 

quan trọng trong quá trình lai tạo ở cây trồng, đặc biệt là trong kỹ thuật lai sử dụng 

phấn hoa từ các giống cây trồng quý hiếm. Nghiên cứu ra hoa in vitro mang lại tiềm 

năng lớn trong các chương trình nhân giống cải tiến cây trồng dựa trên ưu điểm là rút 

ngắn và đồng bộ thời gian ra hoa [5]. Nếu quá trình ra hoa in vitro được mô tả tốt, nó 

có thể tạo ra một hệ thống mô hình để nghiên cứu các cơ chế ra hoa [7]. Hiện tại, sự 

ra hoa in vitro chủ yếu được quan sát và mô tả trong quá trình vi nhân giống một số 

loài cây cảnh và cây rau [6-13]. 

Mặt khác, Passiflora là chi lớn nhất trong họ Passifloraceae; trong đó, chanh 

dây tím (Passiflora edulis Sims f. edulis) là một trong những loài mang lại giá trị 

đáng kể cả về mặt thương mại và dược liệu [14]. Ở thời điểm hiện tại, dựa trên những 

báo cáo đã được xuất bản, chưa có tài liệu nào ghi nhận về sự ra hoa in vitro của cây 
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chanh dây tím. Hơn nữa, sự ra hoa in vitro không phải là hiện tượng phổ biến ở chi 

Passiflora, chỉ có sự ra hoa ở cây P. suberosa L. được ghi nhận trong điều kiện in 

vitro [15]. Do đó, việc nghiên cứu sự ra hoa in vitro mang lại ý nghĩa quan trọng trong 

việc tạo nền tản để tìm hiểu sâu hơn sự ra hoa trên chi này. Vì vậy, nghiên cứu điều 

khiển ra hoa in vitro trên cây chanh dây tím là một hướng nghiên cứu cần thiết và có 

tính ứng dụng cao trên nhiều phương diện. Bên cạnh đó, chanh dây tím là loài có hoa 

lưỡng tính, dựa trên cơ sở đặc tính tự thụ của hoa thì việc nghiên cứu vấn đề tạo quả 

in vitro có tính khả thi cao. 

Xuất phát từ những vấn đề trên, đề tài “Nghiên cứu ảnh hưởng của một số 

yếu tố đến quá trình ra hoa và bước đầu tạo quả của cây chanh dây tím 

(Passiflora edulis Sims f. edulis) nuôi cấy in vitro” mở ra một hướng nghiên cứu 

mới và tiềm năng trên đối tượng cây trồng này. 

Mục tiêu nghiên cứu 

Xác định được tác động của một số yếu tố bao gồm PGR (axit gibberellic A3 

- GA3, axit abscisic - ABA), muối và nano kim loại (bạc nitrate - AgNO3, các hạt 

nano bạc - AgNPs, các hạt nano coban - CoNPs), và polyamine (spermidine - Spd) 

đến sự sinh trưởng, ra hoa và bước đầu tạo quả in vitro trên cây chanh dây tím. 

Ý nghĩa khoa học 

Kết quả của đề tài cung cấp các dẫn liệu khoa học về ảnh hưởng của một số 

yếu tố đến quá trình sinh trưởng, ra hoa và bước đầu tạo quả trên cây chanh dây tím 

trong điều kiện nuôi cấy in vitro. 

Ý nghĩa thực tiễn 

Đề tài đã thiết lập một hệ thống ra hoa và tạo quả in vitro có thể tham khảo để 

nghiên cứu trên cây chanh dây tím. Tạo tiền đề cho các nghiên cứu cơ bản và ứng 

dụng hệ thống ra hoa in vitro trong nghiên cứu sinh lý và công tác chọn tạo giống 

trên đối tượng cây trồng này.  
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Đối tượng và phạm vi nghiên cứu của đề tài 

Đối tượng nghiên cứu 

Đề tài tiến hành nghiên cứu sự sinh trưởng, ra hoa và bước đầu tạo quả của 

cây chanh dây tím (Passiflora edulis Sims f. edulis) dưới ảnh hưởng của một số yếu 

tố bổ sung trong môi trường nuôi cấy, bao gồm GA3, ABA, AgNO3, AgNPs, CoNPs 

và Spd trong điều kiện in vitro. 

Phạm vi nghiên cứu 

Phạm vi nội dung: Các thí nghiệm tập trung chủ yếu vào khảo sát sự sinh 

trưởng, ra hoa và bước đầu tạo quả dưới ảnh hưởng của một số yếu tố bổ sung trong 

môi trường nuôi cấy đối với các chồi chanh dây tím trong điều kiện in vitro.  

Phạm vi không gian và thời gian: Nghiên cứu được tiến hành ở quy mô phòng 

thí nghiệm, tại Phòng Sinh học phân tử và Chọn tạo giống cây trồng, Viện Nghiên 

cứu Khoa học Tây Nguyên (VAST) từ năm 2020 đến năm 2023. 

Những đóng góp mới của luận án 

Nghiên cứu đã góp phần cải thiện đáng kể hiệu quả tái sinh chồi và phát sinh 

SE của cây chanh dây tím. Kết quả đề tài cung cấp một quy trình tái sinh có thể tham 

khảo để ứng dụng trong quá trình vi nhân giống loài cây trồng này. 

Các kết quả nghiên cứu cung cấp thông tin đáng tin cậy về tác động của các 

yếu tố như PGR, các hạt nano kim loại và PA đến sự sinh trưởng, ra hoa và bước đầu 

tạo quả từ chồi chanh dây tím trong điều kiện in vitro.  

Các kết quả cung cấp thông tin về một số đặc điểm khác biệt về thời gian và 

một số đặc điểm ra hoa và tạo quả giữa điều kiện in vitro và ngoài tự nhiên. Kết quả 

đề tài cung cấp một quy trình có thể tham khảo để ứng dụng tạo hoa và quả in vitro 

dựa trên tác động AgNPs, từ đó tạo tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo (Quy trình 

khái quát thể hiện ở Phụ lục 1.1 và 1.3). 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Sự ra hoa và ra hoa in vitro ở thực vật 

1.1.1. Ý nghĩa của sự ra hoa và ra hoa in vitro ở thực vật 

Quá trình chuyển đổi sự phát triển chủ yếu ở thực vật có hoa là chuyển từ phát 

triển sinh dưỡng sang phát triển sinh sản. Xác định chính xác thời điểm của quá trình 

chuyển đổi này là điều cần thiết để sự sinh sản thành công do yêu cầu về sự ra hoa 

đồng bộ và sự phụ thuộc vào các điều kiện thuận lợi để tạo những hạt giống tối ưu. 

Nhiều loài thực vật phản ứng với các tín hiệu môi trường để kiểm soát thời gian ra 

hoa, đặc biệt là những loài ra hoa theo mùa. Ví dụ, sự ra hoa của cây Arabidopsis 

được thúc đẩy nhanh chóng vào đầu của mùa xuân và mùa hè khi đã trải qua thời gian 

mùa đông [16]. Trong khi đó, một số giống lúa được kích thích ra hoa trong điều kiện 

ngày ngắn [17]. Sự ra hoa cũng có thể được thúc đẩy khi thực vật phản ứng với các 

stress như mật độ cây dày đặc (chất lượng ánh sáng thay đổi), sự thiếu hụt chất dinh 

dưỡng, sự thay đổi nhiệt độ [18]. Nhiều loài thực vật sau giai đoạn cây non không thể 

ra hoa do không đảm bảo tích lũy đủ chất dự trữ để duy trì sự phát triển của hoa, tạo 

quả và hình thành hạt. Ở thực vật, hầu hết sự phát triển xảy ra ở dạng mô phân sinh 

thông qua việc sản xuất liên tục các tế bào gốc ở mô phân sinh đỉnh chồi và rễ. Sơ 

khởi lá và hoa xuất hiện từ hai bên sườn của mô phân sinh đỉnh chồi và chuyển sang 

phản ứng đối với nhiều tín hiệu nội sinh và môi trường để thực hiện việc điều hòa các 

gen nhận dạng mô phân sinh hoa [18]. Các giai đoạn của quá trình ra hoa, các yêu 

cầu nhất định như hormone thực vật, nguồn dinh dưỡng, v.v đối với sự cảm ứng và 

phát triển hoa ở từng loài thực vật là khác nhau. Do đó, khó có thể để trình bày một 

cách tổng quát hoá quá trình ra hoa một cách chính xác ở thực vật. 

Đa phần thực vật ra hoa khi các yếu tố di truyền đáp ứng với điều kiện môi 

trường thích hợp. Các điều kiện này thường có thể được biến đổi để cây có thể tiến 

tới giai đoạn sinh sản sớm. Do đó, sự ra hoa in vitro tạo điều kiện thuận lợi để nghiên 

cứu về sinh lý học của sự ra hoa cũng như nghiên cứu các mức độ và sự tương tác 

của các yếu tố ảnh hưởng tại các giai đoạn của sự ra hoa [1]. Kỹ thuật ra hoa in vitro 

có ý nghĩa quan trọng trong nhiều lĩnh vực nghiên cứu và ứng dụng, đặc biệt là trong 

nghiên cứu sinh học phát triển thực vật, chọn giống và lai xa. Việc sử dụng kỹ thuật 
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này không chỉ mở ra những hướng đi mới trong nghiên cứu khoa học cơ bản mà còn 

mang lại những lợi ích thực tiễn to lớn trong nông nghiệp và công nghệ sinh học. 

Trong nghiên cứu sinh học phát triển thực vật, ra hoa in vitro tạo điều kiện 

thuận lợi để quan sát quá trình phát triển hoa trong điều kiện kiểm soát chặt chẽ. Việc 

kiểm soát môi trường nuôi cấy in vitro giúp tách biệt và phân tích tác động của các 

yếu tố nội sinh (như hormone) và ngoại sinh (như ánh sáng, nhiệt độ) lên sự ra hoa. 

Kỹ thuật này giúp hiểu rõ hơn về các cơ chế điều hòa sự ra hoa, từ đó tạo cơ sở cho 

việc điều chỉnh và tối ưu hóa quá trình này trong sản xuất nông nghiệp. 

Trong lĩnh vực chọn giống, kỹ thuật này giúp rút ngắn thời gian cần thiết để 

cây trồng ra hoa và tạo quả, từ đó tăng tốc quá trình chọn lọc và phát triển các giống 

cây mới. Chẳng hạn, ra hoa và tạo hạt in vitro đã được áp dụng thành công trong việc 

đánh giá các giống lúa, giúp nhanh chóng phát hiện và nhân giống những cá thể có 

đặc tính mong muốn như năng suất cao, có khả năng chống chịu hạn, mặn [19]. Ra 

hoa và tạo quả in vitro cũng góp phần rút ngắn quá trình nhân giống và đánh giá đặc 

tính hoa ở một số loài loài lan. Quá trình nhân giống ở lan thông thường là một quá 

trình kéo dài, có thể kéo dài 3 - 5 năm. Nhưng khi sử dụng nguồn hạt lan, đặc biệt là 

hạt in vitro kết hợp với các kỹ thuật công nghệ sinh học có thể rút ngắn đáng kể quá 

trình này [20].  

Bên cạnh đó, ra hoa và tạo quả in vitro là công cụ hỗ trợ đắc lực trong lai tạo 

và chọn lọc giống cây trồng, đặc biệt là sử dụng phấn hoa từ các loài thực vật hiếm, 

và có thể hướng tới khả năng tái tổ hợp vật liệu di truyền thông qua thụ tinh in vitro 

ở các dòng không lai tạp [2]. Nhiều loài cây trồng gặp khó khăn trong việc ra hoa tự 

nhiên do điều kiện môi trường không phù hợp hoặc sự khác biệt sinh học giữa các 

loài. Kỹ thuật in vitro không chỉ giúp các loài này ra hoa mà còn tạo điều kiện thuận 

lợi cho quá trình thụ phấn và tạo quả. Ngoài ra, kỹ thuật này còn giúp bảo tồn và phục 

hồi các giống cây trồng quý hiếm hoặc có nguy cơ tuyệt chủng, bằng cách tạo điều 

kiện cho chúng sinh sản trong môi trường kiểm soát. 

Nhìn chung, sự ra hoa in vitro không chỉ là một công cụ hữu ích trong nghiên 

cứu cơ bản về sinh học phát triển thực vật, mà còn có những ứng dụng rộng rãi và 

quan trọng trong nông nghiệp và công nghệ sinh học thực vật. Kỹ thuật này mở ra 
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những triển vọng mới cho việc cải thiện và phát triển các giống cây trồng, đồng thời 

góp phần bảo vệ và duy trì đa dạng sinh học. 

1.1.2. Các giai đoạn chính của sự ra hoa ở thực vật 

Mô phân sinh đỉnh chồi (SAM) là một cấu trúc khá phẳng, hình đĩa, thường 

khó quan sát và nó liên tục tạo ra các sơ khởi lá. Trong quá trình phát triển, đỉnh chồi 

tăng kích thước và phình to lên theo dạng hình vòm. Ở nhiều loài thực vật, đặc điểm 

hình thái này thường được quan sát đi kèm với sự gia tăng số lần nguyên phân ở dưới 

vùng trung tâm và phía trên sườn bên vùng mô phân sinh, và tăng dần đến vùng trung 

tâm để vùng đỉnh có hình dạng của một nhân nhu mô, được bao phủ bởi các tế bào 

có khả năng phân bào nhanh. Sơ khởi hoa được tạo thành ở lớp ngoài của vùng tế bào 

của SAM.  

Sự ra hoa ở thực vật có thể chia thành 3 giai đoạn chính [21]: 

Giai đoạn cảm ứng hình thành hoa: Khi thực vật có hoa đạt đến độ tuổi nhất 

định, các tín hiệu môi trường có thể kích hoạt quá trình chuyển đổi từ phát triển sinh 

dưỡng sang sinh sản. SAM, bao gồm một nhóm nhỏ các tế bào ngừng sản xuất sơ 

khởi lá và cam kết hình thành mô phân sinh hoa. 

Giai đoạn hình thành mầm hoa: Liên quan đến sự biến đổi mô phân sinh ngọn 

thành mô phân sinh hoa dẫn tới hình thành sơ khởi hoa. Mô phân sinh hoa hình thành 

ở phía ngoài của vùng mô phân sinh đỉnh, vùng đã cam kết hình thành mô phân sinh 

hoa. 

Giai đoạn hình thành và phát triển cơ quan hoa: Khi quá trình chuyển sang 

mô phân sinh hoa đã diễn ra, các cơ quan của hoa phát sinh tại các vị trí xác định từ 

bên trong các mô phân sinh này dưới sự điều khiển của các nhóm gen khác nhau. Nụ 

hoa sau khi tượng hoa có thể tiếp tục tăng trưởng và nở hoa, hoặc vào trạng thái ngủ. 

1.1.3. Một số con đường ra hoa chủ yếu ở thực vật 

Trong nhiều thập kỷ, nhiều nghiên cứu đã được tiến hành để làm sáng tỏ các 

cơ chế phân tử cơ bản của quá trình chuyển đổi hoa ở các cây mô hình, cũng như ở 

các cây trồng khác. Mặc dù mạng lưới điều hòa của các gen tích hợp hoa dường như 

khá khác biệt giữa các loài thực vật, tuy nhiên, chúng tập trung chủ yếu ở bốn con 

đường ra hoa chính được bảo tồn, bao gồm con đường ra hoa dựa trên ánh sáng, con 
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đường thọ hàn (xuân hóa), con đường tự chủ và con đường gibberellin. Trong đó, 

những hiểu biết khá toàn diện về các cơ chế phân tử cơ bản của quá trình chuyển đổi 

hoa trong cây mô hình Arabidopsis thaliana đã làm sáng tỏ các cơ chế phân tử kiểm 

soát sự chuyển đổi hoa ở các cây trồng khác. Những hiểu biết hiện tại về các con 

đường ra hoa chủ yếu tập trung vào việc tìm hiểu con đường ra hoa ở Arabidopsis 

cũng như ở một số loài cây trồng, bao gồm cả những cây thuộc chi Brassica [22]. 

1.1.3.1. Con đường ra hoa dựa trên ánh sáng 

Ở các vĩ độ khác nhau, độ dài ngày thay đổi là một đặc điểm cơ bản của quá 

trình diễn biến theo mùa. Sự tăng tốc của quá trình chuyển đổi hoa của nhiều loài 

thực vật chịu ảnh hưởng bởi các điều kiện quang kỳ dài ngắn khác nhau [23]. Quang 

kỳ rất quan trọng vì nó giúp thực vật xác định thời điểm tốt nhất để ra hoa, đảm bảo 

sự sinh sản thành công trong các điều kiện môi trường thay đổi theo mùa. Ở 

Arabidopsis, ánh sáng được cảm nhận bởi các tế bào cảm thụ ánh sáng (Phytochrome 

A và E) và các flavoprotein nhạy cảm với ánh sáng xanh (Cryptochrome 1 và 2). Mối 

liên hệ giữa độ dài ngày và thời gian nở hoa là protein CONSTANS (CO). Nhất quán 

với điều này, sự biểu hiện của FLOWERING LOCUS T (FT), một mục tiêu tức thời 

của CO, tương quan với những thay đổi trong sự biểu hiện CO trong các thể khác 

nhau. Trong quang kỳ dài, mức độ CO dồi dào ở thời điểm cuối và đầu của chu kỳ 

quang kỳ, nhưng trong quang kỳ ngắn, mức độ CO cao nhất xảy ra trong bóng tối. 

Nếu quá trình chuyển dịch, hoạt động hoặc độ ổn định của CO được kiểm soát bằng 

ánh sáng, điều này có thể cung cấp cơ chế mà hoạt động của CO chỉ có hiệu quả trong 

những ngày dài. Do đó, CO có thể hoạt động trong một tích hợp nhận biết về độ dài 

ngày và các cơ chế để thúc đẩy sự ra hoa [22].  

Bên cạnh đó, sự ra hoa ở một số loài thực vật chịu tác động của chất lượng ánh 

sáng [22]. Chẳng hạn, ánh sáng đỏ xa (735 nm) và xanh lam (440 nm) thúc đẩy quá 

trình ra hoa thông qua Phytochrome A và Cryptochrome 1 và 2, tương ứng. Ánh sáng 

đỏ (660 nm) ức chế sự ra hoa thông qua Phytochrome B, D và E. Đối với thực vật 

được trồng dưới tán cây dày đặc hoặc ở mật độ trồng cao, ánh sáng phản xạ từ thảm 

thực vật lân cận làm giảm tỉ lệ đỏ/đỏ xa do diệp lục hấp thụ ánh sáng đỏ. Sự thay đổi 

về ánh sáng này đóng vai trò như một tín hiệu về sự cạnh tranh, gây ra một loạt phản 
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ứng ở thực vật, dẫn đến việc ra hoa nhanh hơn để hoàn thành vòng đời trong một môi 

trường cạnh tranh ánh sáng do mật độ cao [24]. 

1.1.3.2. Con đường thọ hàn / xuân hóa  

Sự ra hoa của thực vật ở nhiệt độ thích hợp sau một thời gian dài ở nhiệt độ 

lạnh là một quá trình được gọi là thọ hàn. Yêu cầu đối với thọ hàn là một chiến lược 

sinh sản ở nhiều loài và ứng dụng lai tạo thành một số loại cây trồng để đảm bảo 

chúng chuyển đổi sinh sản trong mùa đông và ra hoa trong điều kiện thuận lợi của 

mùa xuân. Ở cây Arabidopsis, điều này có thể được lập bản đồ như một tính trạng 

đơn gen với các alen trội của FRIGIDA (FRI) đối với sự thọ hàn. FRI mã hóa một 

protein mới có chức năng thúc đẩy sự tích tụ của RNA thông tin của FLOWERING 

LOCUS C (FLC). FLC mã hóa yếu tố phiên mã kìm hãm quá trình chuyển đổi hoa và 

có mối quan hệ định lượng giữa mức mRNA FLC và thời gian ra hoa. Bằng cách thúc 

đẩy sự tích tụ mRNA FLC, FRI ngăn chặn quá trình chuyển đổi hoa đến mức độ nó 

lấn át ảnh hưởng của các điều kiện thuận lợi khác. Sự thọ hàn dẫn đến giảm lượng 

mRNA FLC sao cho mức độ mRNA FLC tương quan với thời gian ra hoa. Mức độ 

mRNA FLC vẫn ở mức thấp sau khi cây được đưa trở lại nhiệt độ ấm hơn, điều này 

giải thích sự ổn định phân bào của quá trình thọ hàn; tuy nhiên, mức mRNA FLC 

được thiết lập lại sau quá trình giảm phân. Sự thọ hàn vẫn có thể đẩy nhanh quá trình 

nở hoa trên nền tảng không biểu hiện FLC, cho thấy rằng FLC không phải là mục 

tiêu duy nhất của quá trình này. Sự thọ hàn mang tính chuẩn bị cho cây ra hoa hơn là 

gợi lên việc tự ra hoa. Điều này cho thấy có một sự tách biệt rõ ràng về mặt thời gian 

giữa xử lý lạnh và ra hoa, điều này cho thấy rằng sự ra hoa có cơ sở biểu sinh [18]. 

1.1.3.3. Con đường ra hoa tự chủ 

Koornneef và cộng sự (1991) đã phân lập các đặc trưng của tập hợp các đột 

biến Arabidopsis ra hoa muộn. Ông đã phân loại các đột biến thành các con đường 

khác nhau trên cơ sở các kiểu hình riêng biệt của chúng và phân tích biến đổi kép. 

Bốn trong số các thể đột biến mà ông đã xác định là FCA, FY, FPA và FVE đã ra hoa 

muộn hơn so với cây dại ở cả quang kỳ ngày dài và quang kỳ ngày ngắn [25]. Những 

locus này tạo nên con đường ra hoa tự chủ, phản ánh vai trò của chúng trong việc 

thúc đẩy sự ra hoa độc lập với độ dài ngày. Các thành phần của con đường này ngăn 

chặn sự tích tụ của các mRNA mã hóa FLC, một yếu tố ngăn chặn sự ra hoa. Tác 
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động này của FLC phụ thuộc vào hàm lượng, và do đó FLC hoạt động như một yếu 

tố xác định khả năng của các con đường ra hoa để đáp ứng với các tín hiệu. Vì vậy, 

con đường tự chủ thúc đẩy sự ra hoa một cách gián tiếp bằng cách tạo điều kiện đáp 

ứng các tín hiệu tích cực thúc đẩy sự ra hoa [26].  

1.1.3.4. Con đường dựa trên hoạt động của Gibberellin 

Gibberellin (GAs) là hormone thực vật có liên quan đến nhiều khía cạnh về 

tăng trưởng và phát triển của thực vật, bao gồm sự nảy mầm của hạt, kéo dài trụ lá 

mầm, sinh tổng hợp diệp lục và cảm ứng ra hoa [27]. Các đột biến ngăn chặn tín hiệu 

GAs (GA1) hoặc sinh tổng hợp GAs (GAL-3) làm chậm quá trình ra hoa, đặc biệt 

trong những ngày ngắn [18]. Xử lý bằng GAs có thể bắt đầu quá trình chuyển đổi hoa 

ở nhiều loài thực vật, bao gồm cả cây Arabidopsis. Các đột biến trong các gen liên 

quan đến quá trình sinh tổng hợp GAs hoặc con đường tín hiệu GAs dẫn đến sự thay 

đổi thời gian ra hoa [28]. GAs dường như hoạt động độc lập với con đường quang 

chu kỳ bởi vì sự trì hoãn ở đột biến GA1 là tương đối nhỏ trong điều kiện ngày dài so 

với điều kiện ngày ngắn. Hơn nữa, một đột biến kép của GA1 với đồng đột biến quang 

chu kỳ biểu hiện một kiểu hình cộng gộp là sự ra hoa trễ trong điều kiện ngày dài 

[29]. GAs được cho là đã thúc đẩy sự hình thành hoa bằng cách thúc đẩy sự biểu hiện 

của các yếu tố tích hợp hoa, chẳng hạn như LEAFY (LFY) và SUPPRESSOR OF 

OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1). Do đó, các con đường tạo hoa do quang chu 

kỳ và GAs gây ra hoạt động độc lập để thúc đẩy quá trình chuyển đổi hoa bằng cách 

kích hoạt sự biểu hiện của các tích hợp hoa như LFY và SOC1 [28]. 

1.1.4. Một số mô hình phát triển hoa ở thực vật 

Hầu hết các cấu trúc phổ biến của hoa cơ bản bao gồm lá đài, cánh hoa, nhị 

hoa và lá noãn, bốn thành phần này được sắp xếp theo các vòng đồng tâm. Để đảm 

bảo khả năng sinh sản, các loài thực vật hạt kín đều có nhị hoa và lá noãn. Tuy nhiên, 

một số hoa có lá đài và cánh hoa xuất hiện không riêng lẻ, khiến hoa chỉ có 3 bộ phận. 

Để giải thích sự đa dạng trong cấu trúc hoa, các nhà khoa học đã nghiên cứu các đột 

biến về cấu trúc hoa trên các cây mô hình, như Arabidopsis thaliana và Antirrhinum 

majus. Các nghiên cứu đã dẫn đến sự đề xuất mô hình ABC, một mô hình tương đối 

đơn giản và hiệu quả để giải thích cho sự phát triển của cấu trúc hoa (Hình 1.1) [30]. 
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Hình 1.1. Mô hình ABC về sự phát triển của hoa. Các vòng xoắn của hoa Arabidopsis 

thaliana được ký hiệu: Se (1): lá đài, Pt (2): cánh hoa, St (3): nhị hoa, Ca (4): lá noãn. 

Góc bên phải thể hiện các đột biến hoa được nhìn thấy khi xảy ra biểu hiện đột biến 

của các chức năng A, B và C [30]. 

Mô hình này phân chia các đột biến hoa thành 3 nhóm chính bao gồm nhóm 

A, nhóm B và nhóm C. Nhóm A có lá noãn ở vòng ngoài cùng, tiếp theo là vòng nhị. 

Nhóm B có lá đài ở vòng thứ hai, tiếp theo là vòng lá noãn. Nhóm C có cánh hoa ở 

vòng thứ ba, tiếp theo là vòng lá đài. Các cá thể đột biến kép ở hoa có đặc điểm chung 

là đột biến trên một gen chỉ ảnh hưởng đến sự phát triển của hai vòng hoa liền kề, 

không phải toàn bộ hoa. Điều này được giải thích bởi sự tương tác kết hợp của các 

gen thuộc ba nhóm gen quy định sự hình thành các vòng hoa (đài hoa, cánh hoa, nhị 

hoa và lá noãn). Các gen này được phân nhóm tương tự như các đột biến là A, B và 

C. Trong đó, gen thuộc nhóm A liên quan đến hình thành đài hoa, A và B liên quan 

đến hình thành cánh hoa, B và C liên quan đến hình thành nhị hoa và C liên quan đến 

hình thành lá noãn (Hình 1.1). 

Sau khi các nhà nghiên cứu tìm ra thêm được một gen SEPALLATA (SEP) là 

SEP4, hoạt động bù trừ của 4 gen SEP đối với cấu trúc hoa đã được chứng tỏ. Khi cả 

4 gen SEP đều bị bất hoạt, hoa sẽ có cấu trúc hoàn toàn khác, giống như lá. Đột biến 

bộ ba gen SEP1,2,3 cũng gây ra hiện tượng tương tự, khiến hoa chỉ toàn gồm lá đài. 

Qua đó có thể nhận định rằng gen SEP4 có liên quan mật thiết đến các gen nhóm A.  
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Sự khám phá ra chức năng quan trọng của các gen SEP trên toàn bộ hoa đã 

dẫn đến sự ra đời của các biến thể của mô hình ABC truyền thống, bao gồm mô hình 

ABCE và mô hình Quartet (bộ tứ) (Hình 1.2). Trong các mô hình này, các gen SEP 

được xếp vào nhóm E. Theo mô hình bộ tứ, bốn tổ hợp protein hoa xác định các cơ 

quan hoa khác nhau, bao gồm lá đài, cánh hoa, nhị hoa và lá noãn. Đây là những yếu 

tố phiên mã, có thể hoạt động bằng cách liên kết với các vùng khởi động của các gen 

mục tiêu, chúng kích hoạt hoặc kìm hãm để thích hợp cho sự phát triển của các cơ 

quan hoa khác nhau. Tuy nhiên, các cấu trúc chính xác của các phức hợp đa phân tử 

của các protein kiểm soát sự nhận dạng của các cơ quan hoa vẫn chỉ là giả thuyết 

[31]. 

 

Hình 1.2. Cấu trúc hoa và “mô hình bộ tứ” của đặc điểm cơ quan hoa ở Arabidopsis. 

(?) Biểu thị các thành phần chưa xác định. Protein: AG, AGAMOUS; AP1, 

APETALA1; AP3, APETALA3; PI, PISTILLATA; SEP, SEPALLATA [31]. 

1.2. Một số yếu tố ảnh hưởng đến sự ra hoa ở thực vật 

1.2.1. Độ tuổi 

Để chuyển đổi chồi sinh dưỡng thành chồi sinh sản, thực vật cần bước vào giai 

đoạn trưởng thành. Ở giai đoạn này, mô phân sinh ngọn có đủ khả năng đáp ứng với 

các kích thích ra hoa và cây có khả năng tạo hormone ra hoa [32]. Mỗi nhóm cây có 

thời gian đạt trạng thái trưởng thành khác nhau. Chẳng hạn, cà chua đạt trạng thái 

trưởng thành rất sớm khoảng vài tuần, táo khoảng 4 - 8 năm và cây phong ngô đồng 

là 25 - 30 năm. Trong một số trường hợp, sự ra hoa bị ngăn cản bởi điều kiện tăng 
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trưởng một cách quá mức, ngược lại, hạn chế tăng trưởng trong chừng mực nào đó 

cũng có thể kích thích ra hoa, tạo quả trong một số trường hợp [33]. 

Hầu hết thực vật hạt kín đều phải trải qua một giai đoạn sinh trưởng cần thiết 

trước khi đạt đến trạng thái ra hoa. Tuổi ra hoa là đặc tính di truyền của thực vật và 

thay đổi theo loài; tuy nhiên các tác động bên ngoài như chế độ dinh dưỡng, nhiệt độ, 

quang kỳ có thể có ảnh hưởng đến việc thay đổi độ tuổi ra hoa. Chẳng hạn, sự ra hoa 

và tạo quả ở cây Đậu bắp (Abelmoschus esculentus (L.) Moench) bị ảnh hưởng bởi 

độ tuổi bắt đầu cảm ứng quang kỳ và thời gian cảm ứng quang kỳ [34]. 

1.2.2. Nhiệt độ 

Sự thay đổi nhiệt độ giữa đông sang xuân là một trong các tín hiệu để thực vật 

thực hiện quá trình sinh sản. Hiện tượng cây nở hoa sau khi trải qua một khoảng thời 

gian tiếp xúc với nhiệt độ thấp được gọi là hiện tượng thọ hàn (xuân hoá). Hiện tượng 

này có hai giai đoạn. Đầu tiên, thực vật sẽ nhận tín hiệu từ sự thay đổi môi trường 

xung quanh về thời gian lạnh kéo dài. Tiếp theo, thực vật dựa vào tín hiệu đó để cảm 

ứng cho sự hình thành hoa vào mùa xuân hoặc hạ. Đa số ở thực vật chịu sự ảnh hưởng 

của sự thọ hàn sẽ mất khoảng vài tuần đến vài tháng mới đến giai đoạn ra hoa. Thông 

thường, nhiệt độ lạnh dùng để xử lý thọ hàn nằm trong khoảng giá trị và khác nhau 

tuỳ theo loài. Nơi nhận nhiệt độ lạnh là mô phân sinh ngọn, vị trí phân chia tế bào. 

Mô phân sinh nhận biết nhiệt độ thấp, tạo và duy trì tín hiệu ra hoa sau nhiều lần phân 

chia tế bào và thoát khỏi trạng thái sinh dưỡng sau một thời gian dài. Sự truyền tín 

hiệu thọ hàn liên quan tới quá trình kiểm soát di truyền biểu sinh [33]. Nhiệt độ cũng 

được xem là một yếu tố được sử dụng để kích thích sự ra hoa in vitro ở thực vật. 

Chẳng hạn, cây con Plumbago auriculata Lam. được duy trì ở nhiệt độ luân phiên 

35°C và 25°C trong 12 giờ cho sự hình thành nụ hoa in vitro với tỉ lệ hơn 90% [5].  

1.2.3. Ánh sáng 

Sự đa dạng về mặt phân bố của thực vật ngoài tự nhiên có liên quan mật thiết 

đến thời gian và cường độ chiếu sáng tại khu vực phân bố. Ánh sáng rất quan trọng 

với hầu hết các loài thực vật để tiến hành các quá trình tổng hợp các chất cho các hoạt 

động sống. Ngoài ra, ánh sáng còn là thông tin môi trường cần thiết đối với sự phát 

triển ở thực vật. Một số loài thực vật dựa trên sự thay đổi độ dài ngày (quang kỳ) để 
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điều chỉnh thời gian ra hoa của chúng phù hợp với những thay đổi theo mùa nhằm 

tăng khả năng sinh sản thành công. Dựa vào nhu cầu ánh sáng có thể chia thực vật ra 

làm ba nhóm: cây ngày dài, cây ngày ngắn và cây trung tính [35]. Bên cạnh đó, chất 

lượng ánh sáng không chỉ đóng một vai trò quan trọng trong quá trình sinh trưởng 

của cây mà còn trong giai đoạn sinh sản của cây [24]. Tuy nhiên, phần lớn các loài 

thực vật có tính chất ban ngày và phần lớn ra hoa sau một thời gian phát triển sinh 

dưỡng, bất kể quang kỳ [35]. 

1.2.4. Chất điều hoà sinh trưởng thực vật 

Auxin thường được tổng hợp ở đỉnh chồi, lá non và mô phân sinh, sau đó vận 

chuyển theo hướng gốc đến rễ và tích tụ ở đó [33]. Các sự kiện do auxin kiểm soát 

bao gồm phân chia tế bào, mở rộng tế bào và biệt hóa tế bào, điều chỉnh các mô hình 

tăng trưởng và phát triển ở thực vật. Sự phân bố của auxin trong toàn bộ cây chủ yếu 

xảy ra thông qua quá trình vận chuyển phân cực. Do đó, auxin được phân bố khác 

nhau giữa các mô, tạo ra một khoảng nồng độ kích hoạt các phản ứng phát triển ở các 

cơ quan thực vật khác nhau. Sự phát triển hoa là kết quả của sự điều hoà cân bằng 

giữa kích cỡ mô phân sinh và phối hợp với sự hình thành cơ quan hoa. Kích cỡ của 

mô phân sinh hoa được điều hoà bởi cytokinin, GAs và auxin, trong đó auxin đóng 

vai trò chính trong sự khởi phát cơ quan hoa cũng như sự phát sinh cơ quan của thực 

vật. Tín hiệu auxin đóng một vai trò quan trọng trong sự phát triển của thực vật và 

trong các phản ứng tăng trưởng của các cơ quan thực vật đối với các tín hiệu môi 

trường. Tùy thuộc vào nồng độ và đặc điểm nhận dạng mô, auxin có thể kích thích 

hoặc ức chế sự kéo dài tế bào ở một bên của một cơ quan nhất định, dẫn đến sự phát 

triển khác biệt và do đó, dẫn đến sự uốn cong của cơ quan hoa [36].  

Cytokinin có liên quan đến nhiều quá trình sinh trưởng và phát triển của thực 

vật, nhiều bằng chứng cũng chỉ ra rằng chúng cũng có vai trò trong quá trình chuyển 

hoá hoa. Cytokinin làm tăng số lượng hoa, những thay đổi về cấu trúc cơ quan và 

những nụ hoa thứ cấp trên cây Rosa damascena [37]. Nó cũng có thể ảnh hưởng đến 

biểu hiệnk của các gen cấu trúc hoa. Cytokinin làm tăng số lượng cánh hoa ở cây 

Arabidopsis và tăng kích thước mô phân sinh hoa vì nó thúc đẩy sự biểu hiện gen 

WUSCHEL và ức chế biểu hiện gen CLAVATA. Tác động phối hợp của gen CLAVATA 

và WUSCHEL kiểm soát sự tăng sinh tế bào và phân hóa ở mô phân sinh ngọn [38]. 
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Cytokinin cũng được chứng minh là có ảnh hưởng đến việc kích hoạt sự phân bào và 

ảnh hưởng cho sự phát triển của hạt phấn ở  thực vật [39]. 

GAs được tổng hợp chủ yếu trong các cơ quan đang sinh trưởng như phôi đang 

sinh trưởng, lá non, rễ non, quả non, và trong tế bào thì được tổng hợp mạnh ở trong 

lục lạp. GAs kích thích kéo dài tế bào bởi cơ chế kiểm soát hướng các vi sợi cellulose 

mới được tổng hợp trong các tế bào, hiện tượng có tầm quan trọng hàng đầu trong sự 

tăng trưởng hữu cực của tế bào. Nó cũng có tác dụng kéo dài lóng do sự phối hợp 

hoạt động kéo dài và phân chia tế bào thân. Ngoài tác dụng chính là kéo dài tế bào, 

GAs còn có tác động kích thích sự tăng trưởng của chồi và phá vỡ sự ngủ của chồi, 

kích thích sự nảy mầm, nảy chồi, sự ra hoa, v.v [33]. Trong quá trình ra hoa, GAs 

kích thích sự ra hoa ở một số loài nhưng nó cũng ức chế sự ra hoa ở một số loài khác. 

Mặt khác, GAs ít ảnh hưởng đến sự cảm ứng ra hoa ở thực vật ngày ngắn [40].  

Axit abscisic (ABA) thường được biết đến với vai trò trung tâm trong các phản 

ứng liên quan đến các stress ở thực vật. Sự đóng góp của ABA vào quá trình cảm ứng 

ra hoa vẫn còn gây tranh cãi, vì cả tác động tích cực và tiêu cực đã được ghi nhận 

[41]. ABA thường ức chế sự hình thành nụ hoa, tuy nhiên, nó được báo cáo thúc đẩy 

sự ra hoa của một số cây ngày ngắn. Ở điều kiện hạn hán, sự tích luỹ ABA thường 

gắn liền với các phản ứng ra hoa sớm ở nhiều loài thực vật [42]. Việc sử dụng ABA 

ngoại sinh gây ra sự thay đổi thời gian ra hoa, cho thấy ABA có thể là thành phần nội 

sinh ảnh hưởng đến giai đoạn cảm ứng hình thành hoa. Ở cây Arabidopsis, ABA đã 

tham gia vào việc kiểm soát quá trình chuyển hoá mầm hoa. Trong lá, tín hiệu ABA 

ảnh hưởng đến sự biểu hiện của các gen ra hoa chịu trách nhiệm sản xuất florigen là 

FT. Ở đỉnh chồi, các yếu tố phiên mã FD tương tác với các protein FT để điều chỉnh 

phản ứng của ABA. Tuy nhiên, ABA cũng điều chỉnh một cách tiêu cực quá trình 

chuyển đổi hoa bằng cách thúc đẩy trực tiếp quá trình phiên mã FLC [42].  

Ethylene (ETH) là một hormone thực vật có chức năng điều chỉnh nhiều khía 

cạnh của sự sinh trưởng và phát triển của thực vật. Là một hormone thể khí, ETH có 

thể tự do khuếch tán qua màng và được cho là được tổng hợp tại hoặc gần vị trí hoạt 

động của nó, điều này khác với các hormone thực vật khác. Những thay đổi về mức 

độ ETH gây ảnh hưởng đến các tín hiệu khác nhau để điều chỉnh thời điểm ra hoa ở 

thực vật. ETH đóng vai trò như một tín hiệu có thể tương tác với sự phát triển của sơ 
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khởi hoa, có chức năng như chất điều chỉnh tích cực nhận dạng cơ quan hoa và các 

gen tăng trưởng, cùng với các con đường truyền tín hiệu nội tiết tố [43]. Trong quá 

trình phát triển hoa, ETH điều chỉnh sự phát triển và trưởng thành của cơ quan sinh 

sản và cánh hoa cho đến khi nở hoa. Các phân tích phiên mã, các thể đột biến, và ứng 

dụng bên ngoài của các chất kích thích và ức chế ETH đã chứng minh rằng ETH điều 

chỉnh sự kéo dài của nhị hoa, sự phát triển và trưởng thành của bao phấn và phấn hoa, 

sự hình thành và trưởng thành của nhụy hoa và noãn, và sự lão hóa và rụng của cánh 

hoa. ETH cũng liên quan đến quá trình chuyển đổi hình thành hoa cái, phần lớn ở các 

cây đơn tính họ bầu bí. Các sự kiện thụ phấn và thụ tinh thành công kích thích đậu 

quả và phát triển quả sớm ở các loài như cà chua và bí xanh cũng phụ thuộc vào việc 

giảm sản xuất ETH ở hoa [44]. 

1.2.5. Một số chất khác ảnh hưởng đến sự ra hoa ở thực vật 

1.2.5.1. Polyamine 

Polyamine (PA), là những hợp chất hữu cơ bao gồm có 2 hoặc nhiều nhóm 

amin, hoạt động như chất điều hòa sinh trưởng và được coi là phổ biến trong tất cả 

các sinh vật sống. Putrescine (Put), Spermidine (Spd), Spermine (Spm) là các loại PA 

có mặt phổ biến trong sinh vật sống bao gồm cả thực vật. Ở thực vật, các PA này 

đóng một vai trò quan trọng trong các quá trình sinh học trong suốt vòng đời. Vì PA 

có thể tương tác với các đại phân tử của tế bào, chẳng hạn như DNA, RNA, chất 

nhiễm sắc và phospholipid, cũng như với protein; sự tương tác này giải thích mối 

quan hệ của chúng với nhiều quá trình cơ bản của tế bào, bao gồm điều hòa biểu hiện 

gen, dịch mã, tái cấu trúc chất nhiễm sắc, kích hoạt protein, tăng sinh tế bào, điều hòa 

tín hiệu tế bào, ổn định màng và điều chỉnh sự chết của tế bào [45]. 

PA liên quan đến việc điều chỉnh các quá trình sinh trưởng và phát triển ở thực 

vật. Chúng ảnh hưởng đến sự phát triển rễ sơ cấp, bên và bất định, cấu trúc thực vật, 

quá trình tạo phôi soma (SE) và phát sinh cơ quan, ra hoa, quá trình chín của quả, và 

sự lão hóa của lá và hoa. Các phương pháp di truyền, sinh hóa và chuyển gen đã 

chứng minh rằng quá trình trao đổi chất của các loaiạ PA khác nhau được điều hòa 

chặt chẽ và sự mất cân bằng trong cân bằng nội môi của chúng dẫn đến các kiểu hình 

bất thường. Hơn nữa, mỗi PA có thể có tác động khác nhau đến quá trình trao đổi 

chất, tăng trưởng và phát triển ở thực vật [46]. 
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PA đóng vai trò quan trọng đối với sự cảm ứng ra hoa và sự phát triển của các 

cơ quan hoa. Ở hoa Phaseolus vulgaris trưởng thành, noãn chứa nồng độ PA tự do 

cao hơn những cơ quan hoa khác, trong khi đó, nhị chứa nhiều PA liên kết. Trong 

giai đoạn đầu của sự phát triển hoa ở hoa hồng, hàm lượng Put và Spd là 2 loại PA 

xuất hiện chủ yếu. Mặt khác, PA gây ức chế sự ra hoa dưới điều kiện cảm ứng quang 

kỳ ở cây Lemna pansicostata. Ở hoa của cây Citrus sinesis, sự tổng hợp Put và Spd 

tăng trong suốt giai đoạn đầu phát triển, tiếp đến giảm rồi tăng lên sau đó ở giai đoạn 

nở hoa [47]. Vì vậy, có thể thấy rằng nhu cầu về loại và hàm lượng PA phụ thuộc lớn 

vào giai đoạn của quá trình ra hoa và loài thực vật. 

1.2.5.2. Bạc và coban 

Việc bổ sung ion kim loại như bạc và coban trong môi trường nuôi cấy có thể 

tác động đến các quá trình phát sinh cơ quan, phát sinh phôi, ra rễ in vitro, hoặc cảm 

ứng ra hoa một cách trực tiếp hoặc gián tiếp. Hiện tại, cơ chế chính xác của tác dụng 

của ion bạc và ion coban đối với thực vật không rõ ràng. Tuy nhiên, một số bằng 

chứng hiện có cho thấy sự can thiệp của nó vào hoạt động của ETH. Ion bạc đã được 

biết là có tác động ức chế hoạt động của ETH và các ion coban được biết là có tác 

dụng ức chế quá trình tổng hợp ETH (Hình 1.3).  

 

Hình 1.3. Sơ đồ thể hiện con đường sinh tổng hợp ETH từ Methionine và vị trí tác 

động của chất ức chế (coban và bạc) [48, 49]. 

Đồng là một yếu tố kết hợp với các thụ thể ETH (ETR1). Sự có mặt của đồng 

là cần thiết để ETH có thể gắn kết chặt chẽ với ETR1. Bạc có thể thay thế đồng trong 
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phức hợp ETR1-Cu, do đó có thể gây rối loạn hoạt tính của protein ETR1. Trong khi 

đó, coban ức chế quá trình tổng hợp ETH thông qua cản trở quá trình chuyển đổi 

ACC thành ETH [48, 50]. Ở một số loài, ETH có vai trò kích thích sự ra hoa, đặc biệt 

là ra hoa ở thơm và xoài. Tuy nhiên, ở đa số các loài thực vật khác, ETH lại gây ức 

chế sự ra hoa [2]. 

Trong điều kiện in vitro, việc bổ sung AgNO3 và CoCl2 ngoại sinh trong môi 

trường MS đã ảnh hưởng đến sự ra hoa in vitro trên cây Capsicum frutescens. Các 

hoa in vitro được ghi nhận sau 25 và 45 ngày tương ứng với AgNO3 ở nồng độ 40 

µM và CoCl2 ở nồng độ 30 µM [50]. Một số nghiên cứu khác đã báo cáo sự ra hoa 

và tạo quả in vitro ở Capsicum spp. [2], Solanum americanum và Solanum villosum 

[10] trong môi trường được bổ sung AgNO3 hoặc Ag2O3S2. Tuổi thọ hoa in vitro của 

Dianthus chinensis cũng được cải thiện trong môi trường bổ sung AgNO3 [11]. 

Mặt khác, công nghệ nano là một lĩnh vực khoa học và công nghệ đang phát 

triển nhanh chóng, liên quan đến việc phát triển các giải pháp mới bằng cách hiểu và 

kiểm soát vật chất ở cấp độ nano. Công nghệ nano tiến hành nghiên cứu và thao tác 

trên các hạt ở kích thước nano nhằm sử dụng các đặc tính độc đáo của chúng để tìm 

ra giải pháp cho các vấn đề trong các lĩnh vực khác nhau. Về nguyên tắc, hạt nano là 

những hạt có kích thước ít nhất một chiều (chiều dài, chiều rộng và chiều cao) từ 1 

đến 100 nm [51]. Các hạt nano thể hiện các đặc tính vật lý, hóa học và sinh học độc 

đáo không giống như ở dạng khối. Các đặc tính hóa lý của chúng như nhiệt độ nóng 

chảy, tính thấm, độ dẫn nhiệt và điện, hoạt tính xúc tác và hấp thụ ánh sáng có thể 

được điều chỉnh, mang lại lợi thế cho chúng so với dạng khối và dẫn đến hiệu suất 

nâng cao [52]. Sự thay đổi này có thể là do tỉ lệ diện tích bề mặt trên thể tích tương 

đối lớn hơn, phân bố và tỉ lệ điện tích bề mặt [53]. Các đặc tính độc đáo của các hạt 

nano đã dẫn đến các ứng dụng rộng rãi trong hầu hết các lĩnh vực khoa học và công 

nghệ. 

Các hạt nano bạc (Silver nanoparticles - AgNPs) là một trong những vật liệu 

nano được công nhận và ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực do các đặc tính độc 

đáo của chúng. AgNPs có thể được tổng hợp bằng các phương pháp vật lý (nghiền cơ 

học), hóa học (laser, khử điện hóa và khử hóa chất) và sinh học [54]. AgNPs đã được 

nghiên cứu và sử dụng rộng rãi trong lĩnh vực nghiên cứu nông nghiệp để tăng năng 
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suất, hiệu quả và tính bền vững của cây trồng [55]. Bên cạnh đó, cơ chế hoạt động 

được đề xuất của AgNPs trên thực vật và những hạn chế gặp phải khi áp dụng các hạt 

nano này trên quy mô thương mại cũng được quan tâm nghiên cứu. Trong khi AgNPs 

đã chứng tỏ tiềm năng to lớn trong nuôi cấy mô thực vật, ứng dụng của chúng trong 

việc tăng cường sự phát triển tổng thể của cây trồng đã cho thấy những kết quả trái 

ngược nhau ở các loài thực vật khác nhau. Điều này rõ ràng nhấn mạnh rằng cần phải 

nghiên cứu sâu hơn để hiểu được những phức tạp liên quan đến hoạt động của các hạt 

nano và các tác động của chúng đến thực vật [56]. 

Trong những năm gần đây, việc ứng dụng AgNPs trong công nghệ sinh học 

thực vật và nông nghiệp đã nhận được sự quan tâm đáng kể của các nhà khoa học 

[56]. Đặc biệt, ảnh hưởng tích cực của AgNPs trong vi nhân giống thực vật đã được 

báo cáo ở nhiều khía cạnh như khử trùng mẫu cấy, hình thành và tăng sinh SE, tăng 

hiệu quả tái sinh chồi và tăng sự tích lũy các hợp chất thứ cấp [56-59]. Đối với sự ra 

hoa, Ngan và cộng sự (2019) cũng đã báo cáo về sự ra hoa in vitro của cây Rosa 

hybrida trong môi trường bổ sung 5,0 ppm AgNPs [60]. AgNPs ở nồng độ 6,0 mg/L 

được bổ sung trong môi trường MS đã tăng cường đáng kể sự ra hoa in vitro ở cây 

Dendrocalamus strictus. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu trên cũng cho thấy tính đồng 

nhất di truyền của cây con trong môi trường chứa AgNPs với cây cho mẫu ban đầu 

[61].  

AgNPs được cho là có thể tác động đến quá trình ra hoa in vitro thông qua 

tương tác với nhiều yếu tố. Sự tương tác của chúng với phytohormones, biểu hiện gen 

và truyền tín hiệu qua các trung gian như các loại oxy phản ứng (ROS), từ đó tác 

động phối hợp đến quá trình cảm ứng và phát triển của hoa. Thêm vào đó, các loài 

thực vật khác nhau thường cho phản ứng không đồng nhất đối với các loại và liều 

lượng của AgNPs [61]. Do đó, việc nghiên cứu các tác động của AgNPs cho quá trình 

ra hoa in vitro của các loài thực vật có thể là một hướng nghiên cứu mới và tiềm năng. 

1.3. Một số nghiên cứu ra hoa và tạo quả in vitro 

Một trong những giai đoạn quan trọng nhất trong vòng đời của thực vật là 

chuyển đổi từ quá trình sinh dưỡng sang sinh sản [62]. Quá trình này bị ảnh hưởng 

bởi các yếu tố khác nhau, chẳng hạn như PGR, ánh sáng, nhiệt độ và những yếu tố 

khác đóng vai trò là các yếu tố kích hoạt hình thái di truyền cho quá trình chuyển đổi 
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[1, 9]. Có nhiều yếu tố ảnh hưởng đến sự ra hoa in vitro như dinh dưỡng, khoáng, ánh 

sáng, nhiệt độ, các PGR. Chẳng hạn, nhiệt độ tác động lên hoạt động của enzyme 

ascorbate peroxidase và gây ra sự ra hoa của cây Arabidopsis thaliana; hoặc điều kiện 

ánh sáng khác nhau ảnh hưởng đến sự ra hoa sớm ở tre. Giảm dinh dưỡng và khoáng 

làm tăng tốc độ ra hoa in vitro ở A. thaliana. Paclobutrazole, đèn LED và sucrose ảnh 

hưởng đáng kể đối với sự ra hoa của cây Euphorbia milii nuôi cấy in vitro. Sử dụng 

AgNO3 ảnh hưởng tốt đến sự ra hoa của một số loài chi Capsicum [2]. Trong số đó, 

các chất điều hoà sinh trưởng là nhân tố quan trọng trong lĩnh vực ra hoa in vitro ở 

thực vật. Một số nghiên cứu sử dụng nguồn mẫu và chất điều hoà sinh trưởng khác 

nhau lên sự ra hoa in vitro của một số cây trồng được trình bày ở Bảng 1.1.  

Bảng 1.1. Một số PGR ảnh hưởng đến sự ra hoa in vitro ở một số loài thực vật [1, 9, 

63, 64]. 

Loài 
Mẫu cấy ban 

đầu 
PGR 

Ammi majus L. Đốt thân 
IAA, kinetin, casein hydrolysate, 

adenin, glutamine, IBA 

Ananas 

bracteatus var. tricolor 
Mô sẹo BA, NAA 

Artemisia annua L. 
Cơ quan sinh 

dưỡng 

Myo inositol, NAA, BA, GA3, L-

asparagine, L-arginine, glutamine 

Basilicum polystachyon  

(L.) Moench  Chồi ngọn BA, kinetin, IBA, IAA 

Capsicum annuum L. Cv. 

Sweet Banana 
Phôi hợp tử  NAA, Ag2O3S2 

Ceropegia bulbosa var. 

bulbosa 
Đốt thân GA3, BA 

Ceropegia jainii Ansari & 

B.G.Kulk. 
Đốt thân BA, spermine 

Chenopodium murale L. Đốt thân BA, IAA, GA3 

Cichorium intybus L. TCL NAA, BA, IAA 

Cichorium intybus L. Mô sẹo 2iP, GA3, AgNO3 

Citrus nobilis Lour x C. 

delicoisa Tenora (Kinnow 

mandarin) 

Noãn Kinetin, sucrose 

Cymbidium goeringii 

Rchb.f 
Thân rễ NAA, BA, GA3 
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Loài 
Mẫu cấy ban 

đầu 
PGR 

Dendrobium Second Love 
Mô phân sinh 

đỉnh 
TDZ, IAA, zeatin 

Gardenia jasmonoides 

Ellis cv. ‘Veitchii’ 
Đốt thân Paclobutrazole 

Kniphofia leucocephala  Chồi BA, 2iP, zeatin, GA3 

Lilium rubellum Baker Vảy BA 

Lolium temulentum L. Hạt GAs 

Lycopersicon esculentum 

Mill. 
Lá, đoạn thân BA, ABA, IAA 

Momordica charantia L. Chồi đỉnh BA, Kinetin 

Nicotiana tabacum L. TCL IAA, kinetin 

Ocimum basilicum L. Đốt thân Kinetin, BA, IAA, GA3, NAA 

Ocimum basilicum L. Chồi ngọn GA3 

Oxalis corniculata Chồi ngọn NAA, kinetin 

Phalaenopsis hybrida 

Vilm. 
Đốt thân ABA 

Phyllanthus niruri L. Đốt thân BA, kinetin, GA3 

Pisum sativum L. 
Lá mầm, đốt 

thân, chồi ngọn 
BA, IBA, NAA, GA3 

Ptilotus spicatus Benth. Đốt thân Ethephon, ETH  

Pyrus pyrifolia (Burm.) 

Nak. 

Chồi đỉnh, chồi 

nách 
GA3, GA4, B9 

Rhododendron spp.  Nụ hoa/ Nhị TDZ, 2iP 

Ribes nigrum L. Đốt thân GA3, IBA, cytokinins 

Saposhnikovia divaricata 

(Turez.) Schishk 
Rễ, đốt thân, lá 2,4-D, NAA, BA, ABA, ethephon 

Scoparia dulcis L. Mô sẹo IAA, BA, NAA, IBA, kinetin 

Talinum paniculatum 

(Jaeq) Gaertn.  
Tế bào trần 2,4-D, NAA, BA, zeatin 
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Kỹ thuật in vitro tạo điều kiện thuận lợi để hiểu được vai trò của PGR, đường, 

khoáng, ion Bạc, v.v đối với sự ra hoa và đặc biệt là sự tạo quả trong môi trường được 

kiểm soát hoàn toàn, nơi tất cả các yếu tố khác (như yếu tố hóa học, vật lý, sinh học) 

là không đổi. Một số nghiên cứu về tạo quả in vitro được ghi nhận ở một số loài thực 

vật khác nhau thể hiện ở Bảng 1.2.  

Bảng 1.2. Sự tạo quả và hạt ở một số loài thực vật trong điều kiện nuôi cấy in vitro. 

Loài 
Mẫu cấy 

ban đầu 
Tạo quả Tạo hạt 

Hạt có khả 

năng nảy mầm 
Nguồn 

Phyllanthus niruri Đốt thân 
+ 

(97%) 
kth kth [65] 

Lycopersicon 

esculentum Mill 
Lá + + + [66] 

Begonia parvula Hạt + + kth [67] 

Lens culinaris 

Medik. 
Hạt 

+ 
(58%) 

+ 
+ 

(70%) 
[68] 

Cleome viscosa Đốt thân 
+ 

(72,74%) 
+ 

+ 
(75%) 

[7] 

Scrophularia 

takesimensis Nakai 
Chồi + + kth [69] 

Vicia faba Hạt + 
+ 

(90%) 
+ [70] 

Withania 

somnifera 
Chồi ngọn 

+ 
(74,9%) 

+ 
+ 

(66%) 
[8] 

Capsicum spp. Chồi ngọn + + kth [2] 

Ceropegia rollae 

Hemadri 
Đốt thân + kth kth [71] 

Cucumis sativus Đốt thân + kth kth [72] 

Solanum 

americanum, 

Solanum villosum 

Cây con + + 
+ 

(86,4 - 94,5%) 
[10] 

Portulaca pilosa Thân + + 
+ 

(78%) 
[12] 

Oxalis corniculata Đốt thân + + 
+ 

(75%) 
[64] 

(+: có khả năng, kth: không thể hiện) 
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Thông thường, sự tạo quả in vitro thường được ghi nhận gắn liền với các 

nghiên cứu ra hoa in vitro và khả năng tạo quả khác nhau trên mỗi loài thực vật đã 

được ghi nhận. Chẳng hạn, cây Lycopersicon esculentum tái sinh từ các mẫu cấy lá 

đã ra hoa in vitro trên môi trường MS bổ sung 2 mg/L BA, 1 mg/L ABA và 0,5 mg/L 

IAA. Quả in vitro hình thành trong vòng 162 ngày sau khi tự thụ phấn [73]. Sự ra hoa 

và tạo quả ở cà chua cũng được ghi nhận trong điều kiện in vitro. Cây tái sinh từ các 

mẫu lá được nuôi cấy trên môi trường chứa Timentin (100 - 400 mg/L) bổ sung kết 

hợp IAA (0,1 mg/L) và Zeatin (2,0 mg/L) đã ra hoa và tạo quả in vitro với tần suất 

cao. Ngoài ra, hạt cũng được hình thành trong điều kiện in vitro và cho thấy sự nảy 

mầm bình thường [66]. 

Việc bổ sung Ag2O3S2 đã cải thiện cảm ứng ra hoa và tạo quả in vitro với tần 

suất cao ở hai loài Solanum (S. americanum và S. villosum). Hoa được tạo ra trong 

vòng 90 ngày nuôi cấy trong môi trường chứa 40 μM Ag2O3S2. Việc tăng nồng độ 

sucrose lên 5,0% và thụ phấn bằng tay đã nâng cao hiệu suất đậu quả in vitro. Tất cả 

hoa và quả đều có kích thước và màu sắc bình thường so với cây in vivo. Tần số nảy 

mầm của hạt được tạo in vitro là 86,4% (S. americanum) đến 94,5% (S. villosum) 

[10]. AgNO3 (hoặc Ag2O3S2) cũng được sử dụng để gây ra hoa và đậu quả in vitro 

với tần suất cao ở một số giống Capsicum [2]. 

Sự ra hoa và đậu quả in vitro trên 97% số chồi đã được báo cáo trên cây 

Phyllanthus niruri L. khi nuôi cấy trên môi trường MS không bổ sung PGR. Sự ra 

hoa in vitro đầu tiên được quan sát thấy sau 12 ngày kể từ khi phát sinh ban đầu của 

mẫu đốt thân, trong khi sự tạo quả xảy ra sau 20 ngày nuôi cấy. Việc bổ sung 0,5 

mg/L GA3 vào môi trường MS đã gây ra hoa in vitro trong vòng một tuần nhưng lại 

ức chế sự đậu quả [65]. Sự ra hoa in vitro và hình thành hạt trên các chồi được tái 

sinh từ mẫu cấy đốt thân của cây Cleome viscosa được ghi nhận. Các chồi hoa bắt 

đầu từ các chồi tái sinh trên ½ MS bổ sung 0,25 mg/L BA; 0,5 mg/L IBA và 40 g/L 

sucrose. Những nụ hoa này nở trong điều kiện ánh sáng yếu với chu kỳ chiếu sáng 15 

giờ/ngày trong vòng 3 tuần kể từ khi bắt đầu nuôi cấy. Các chồi không ra hoa trong 

bóng tối. Quả in vitro hình thành sau 5 tuần nuôi cấy. Hạt được tạo ra từ quả in vitro 

có khả năng hình thành cây mới [7]. 
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Cây con Dendrobium officinale Kimura et Migo có chiều cao 2 - 4 cm, được 

duy trì in vitro và cảm ứng ra hoa với tỉ lệ cụm hoa cao nhất (83,2%) và hoa bình 

thường (73,6%) được tạo ra trên môi trường MS bổ sung 15% nước dừa và 0,1 mg/L 

TDZ trong vòng 9 tuần. Hoa in vitro được thụ phấn nhân tạo và hầu hết các hạt tạo 

thành đều nảy mầm trên môi trường MS [74]. Trên cây Scrophularia takesimensis 

Nakai, tần số cảm ứng ra hoa lớn nhất (96,8%) thu được khi các chồi được nuôi cấy 

trên môi trường MS cải tiến có chứa 6% sucrose dưới đèn LED xanh lam trong vòng 

45 ngày. Cây phát triển hoa được duy trì in vitro có khả năng hình thành quả [69]. 

Cây Ceropegia rollae Hemadri cho tỉ lệ cảm ứng chồi hoa tối đa (91,67%) và số chồi 

hoa trên mỗi mẫu cấy (7,33 chồi hoa) trên môi trường MS bổ sung 6% sucrose và 

NAA. Người ta cũng quan sát thấy nang quả in vitro do kết quả của quá trình tự thụ 

phấn [71].  

Ảnh hưởng của PGR, đường sucrose và nhiệt độ lên sự tái sinh chồi, ra hoa và 

đậu quả in vitro của cây Withania somnifera đã được nghiên cứu. Tần suất ra hoa cao 

nhất (88%) với trung bình 8,3 hoa trên mỗi chồi và tần suất đậu quả lớn nhất (74,9%) 

thu được khi các ngọn chồi được nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung 0,3 mg/L 

BA và 60 g/L sucrose. Hạt hình thành từ hoa in vitro nảy mầm với tỉ lệ 66% trên môi 

trường MS có chứa 0,3 mg/L GA3 [8]. 

1.4. Khái quát về cây chanh dây tím 

1.4.1. Giới thiệu 

1.4.1.1. Phân loại 

Giới (regnum) : Thực vật (Plantae) 

Ngành (division) : Hạt kín (Magnoliophyta) 

Lớp (class) : Hai lá mầm (Magnoliopsida) 

Bộ (ordo) : Sơ Ri (Malpighiales) 

Họ (familia) : Lạc Tiên (Passifloraceae) 

Chi (genus) : Passiflora 

Loài (species) : Passiflora edulis Sims f. edulis 
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1.4.1.2. Đặc điểm thực vật học 

Thân: cây chanh dây có thân dạng dây leo bán thân gỗ lâu năm, thường xanh 

hoặc bán thường xanh. Mỗi đốt có một tua cuốn phát triển ở nách lá. 

Lá: Lá có dạng ba thùy, màu xanh, viền ngoài có dạng răng cưa, cây non lá ít 

chia thùy và có hình trái xoan. 

Hoa: Hoa phát triển ở nách lá, hoa lưỡng tính. 

Quả: Quả có dạng hình bầu dục, vỏ quả trơn láng và cứng, đường kính từ 5 - 

7 cm, trọng lượng quả từ 80 - 110 gam, có khoảng 100 - 180 hạt/quả [14]. 

1.4.1.3. Thích nghi và phân bố 

Chanh dây phát triển tốt nhất ở khí hậu cận nhiệt đới. Lượng mưa hàng năm 

cần tối thiểu là 900 mm/năm. Loài cây này có rễ ăn nông nhưng chịu được khô hạn 

bằng cách làm rụng lá. Chanh dây chịu được nhiều loại đất và phát triển tốt nhất trên 

đất thịt pha cát, thoát nước tốt, độ pH từ 6,5 đến 7,5. Nhìn chung, chanh dây thích 

nghi với nhiều dạng khí hậu, độ cao (0 - 4.500 m) và hệ sinh thái (từ rừng ẩm nhiệt 

đới đến các vùng khô hạn) [14]. 

 

Hình 1.4. Sự phân bố của chi Passiflora (thể hiện tại vùng màu xám) [14]. 

Các loài Passiflora tập trung chủ yếu vùng Trung và Nam Mỹ, trong đó Nam 

Mỹ chiếm phần lớn tổng số loài (Hình 1.4). Một số loài cũng được tìm thấy ở các 

vùng cận nhiệt đới, thậm chí ôn đới ở Bắc và Nam Mỹ và 24 loài có nguồn gốc từ 

Đông Nam Á, Úc và các đảo ở Thái Bình Dương. Sự đa dạng về loài cao nhất trong 

họ Passifloraceae được tìm thấy là ở Colombia, tại đây đã tìm thấy 167 loài (trong đó 

có 165 loài bản địa), tiếp theo là Brazil (127 loài) và Ecuador (90 loài). Giống chanh 
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dây tím phổ biến ngày nay có nguồn gốc từ miền nam Brazil, Paraguay kéo dài đến 

miền bắc Argentina [75]. 

1.4.1.4. Giá trị của cây chanh dây 

Họ Passifloraceae bao gồm hơn 600 loài. Trong đó, chi Passiflora là chi lớn 

nhất với hơn 520 loài, nhưng phần lớn các loài là hoang dại và ít được biết đến, chỉ 

một số loài có giá trị thương mại đáng kể. Trên thế giới, ngành thương mại chanh dây 

chủ yếu dựa trên giống chanh dây tím (Passiflora edulis Sims f. edulis) và chanh dây 

vàng (Passiflora edulis f. flavicarpa) [14]. 

Chanh dây thường được ăn tươi hoặc ép lấy nước và chế biến thành các dạng 

thực phẩm thương mại khác nhau. Qua phân tích cho thấy có 3 nhóm hoạt chất chính 

trong chanh dây là alkaloid, glycosid và flavonoid và một số chất như tannin, phenol, 

axit béo [76]. Chanh dây được sử dụng trong các bài thuốc dân gian và dùng trong 

mỹ phẩm ở nhiều quốc gia. Các bộ phận khác nhau của cây được chứng minh là có 

tác dụng giảm đau, chống lo âu, chống viêm, giảm ho, lợi tiểu, ổn định huyết áp và 

an thần. Nó có tác dụng đầy hứa hẹn đối với việc hỗ trợ chữa trị các rối loạn thần 

kinh, các bệnh tim mạch và ung thư [77]. Ngoài ra, hạt chanh dây cũng cung cấp 

nhiều dinh dưỡng như chất xơ, protein, carbohydrate và các khoáng chất thiết yếu có 

thể bổ sung vào chế độ ăn uống của con người và thức ăn chăn nuôi. Bên cạnh đó hạt 

chanh dây có thể được sử dụng làm nguyên liệu để chiết xuất dầu [78]. 

1.4.2. Một số nghiên cứu trên cây chanh dây tím trong điều kiện in vitro 

Các nghiên cứu về cây chanh dây tím nuôi cấy trong điều kiện in vitro được 

ghi nhận hiện tại chủ yếu tập trung vào một số giai đoạn trong quá trình vi nhân giống 

(Bảng 1.3). 

Bảng 1.3. Một số nghiên cứu trên cây chanh dây tím trong điều kiện in vitro. 

STT Tên Năm Nguồn 

1 
Nghiên cứu quá trình vi nhân giống ở một số giống chanh 

dây 
2004 [79] 

2 
Những hiểu biết mới đối với quá trình phát sinh cơ quan 

in vitro trên chi Passiflora 
2007 [80] 
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STT Tên Năm Nguồn 

3 

Sự phát sinh cơ quan từ mẫu rễ của loài chanh dây thương 

mại Passiflora edulis Sims và loài chanh dây hoang dại 

Passiflora cincinnata Masters 

2011 [81] 

4 
Tạo phôi soma từ phôi hợp tử trưởng thành của kiểu gen 

cây chanh dây thương mại (Passiflora edulis Sims)  
2011 [82] 

5 

Phân tích giải phẫu và cấu trúc của sự phát sinh cơ quan 

in vitro từ mẫu rễ của cây chanh dây thương mại 

(Passiflora edulis Sims) 

2012 [83] 

6 
Các phản ứng đối với việc tạo phôi soma ở một số loài 

Passiflora spp. 
2015 [84] 

7 

Sự chuyển đổi phát sinh chồi de novo hoặc sự tạo phôi 

soma từ nuôi cấy in vitro phôi hợp tử trưởng thành của 

chanh dây (Passiflora edulis Sims) được điều chỉnh bằng 

tỷ lệ giữa auxin và cytokinin trong môi trường nuôi cấy 

2015 [85] 

8 

Những thay đổi về tế bào và phân tử liên quan đến quá 

trình tạo phôi soma của chanh dây: mô tả đặc tính cấu 

trúc và phân tích biểu hiện gen SERK 

2016 [86] 

9 

Ảnh hưởng của PGR và chất chống oxy hóa đến khả năng 

tái sinh cây in vitro và tạo mô sẹo từ mẫu lá chanh dây 

tím 

2017 [87] 

10 
Nghiên cứu tạo mô sẹo in vitro trên Passiflora edulis 

Sims: một cây thuốc quý 
2017 [88] 

11 
Kích thích sự phát sinh chồi thông qua nuôi cấy lớp mỏng 

tế bào lá ở Passiflora edulis Sims 
2018 [89] 

12 
Tái sinh cây tam bội in vitro từ nuôi cấy nội nhũ của cây 

chanh dây thương mại 
2018 [90] 

13 
Thiết lập nguồn mẫu cấy vô tính cây chanh dây tím và 

cây chanh dây vàng 
2018 [91] 

14 
Sự tái sinh chồi và vi nhân giống ở cây chanh dây tím 

thông qua nuôi cấy các mẫu cấy lớp mỏng tế bào cắt dọc 
2019 [92] 

15 

Topoline và ánh sáng đỏ cải thiện hiệu quả vi nhân giống 

trên cây chanh dây (Passiflora edulis Sims) ‘Tainung No. 

1’ 

2020 [93] 
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STT Tên Năm Nguồn 

16 
Nhân giống in vitro cây Passiflora edulis từ đoạn thân 

dưới ảnh hưởng của thành phần môi trường nuôi cấy 
2021 [94] 

17 

Polyethylene glycol thúc đẩy sự trưởng thành của phôi 

soma ở Passiflora edulis Sims 'UENF Rio Dourado' bằng 

cách tích lũy các protein và điều chỉnh hàm lượng các PA 

nội sinh 

2022 [95] 

18 
Ứng dụng kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng ở chanh dây trong 

tái sinh thực vật và vi nhân giống  
2022 [96] 

19 

Các hạt nano selen thúc đẩy sự ra rễ bất định mà không 

hình thành mô sẹo ở gốc chồi chanh dây thông qua thay 

đổi cân bằng hormone 

2023 [97] 

20 
Sản xuất chồi in vitro chanh dây sạch virus bằng phương 

pháp nuôi cấy mô phân sinh đỉnh 
2023 [98] 

Các nghiên cứu về cây chanh dây tím nuôi cấy trong điều kiện in vitro được 

ghi nhận hiện tại chủ yếu tập trung vào một số giai đoạn trong quá trình vi nhân giống 

(Bảng 1.3). Chẳng hạn, Hiếu và cộng sự (2018) đã nghiên cứu tạo nguồn mẫu in vitro 

từ chồi đỉnh, đốt thân và đoạn thân nhằm lựa chọn nguồn mẫu ban đầu và phương 

pháp khử trùng mẫu phù hợp cho quy trình vi nhân giống. Kết quả cho thấy rằng mẫu 

đốt thân ex vitro được khử trùng bằng AgNPs (0,1%) trong thời gian 15 phút cho hiệu 

quả khử trùng và hệ số tái sinh chồi cao hơn so với các nguồn mẫu (chồi đỉnh, đoạn 

thân) và các chất khử trùng khác (NaOCl, HgCl2) [91]. Chen và cộng sự (2020) đã 

nghiên cứu và báo cáo rằng sử dụng meta-Topoline (mT) và ánh sáng đỏ đã cải thiện 

đáng kể hiệu quả nhân chồi giống cây chanh dây tím [93]. Ngoài ra, Antoniazzi và 

cộng sự (2018) đã báo cáo về việc tạo và nhân giống cây chanh dây tím tam bội thành 

công từ nuôi cấy nội nhũ hạt [90]. Riêng đối với công tác tái sinh thực vật in vitro, kỹ 

thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào (TCL) và phát sinh phôi soma (SE) là hai kỹ thuật 

được sử dụng chủ yếu trên đối tượng cây trồng này.  

1.4.2.1. Nghiên cứu tái sinh chồi dựa trên kỹ thuật nuôi cấy lớp mỏng tế bào 

Kỹ thuật TCL được phát triển từ năm 1973 và trở thành một trong những kỹ 

thuật nhân giống đơn giản và hiệu quả hiện nay. Mẫu cấy TCL bao gồm các mẫu cấy 

có kích thước nhỏ, được thiết lập từ các cơ quan khác nhau của thực vật (thân, lá, các 
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cơ quan hoa, lá mầm, trụ lá mầm, phôi, v.v). Các mẫu cấy TCL thường được cắt theo 

chiều dọc (lTCL, 1 mm × 0,5 - 10 mm) hoặc theo chiều ngang (tTCL, dày khoảng 0,2 

- 0,5 mm hoặc vài mm). Các mẫu cấy lTCL chỉ chứa một hoặc một vài loại mô, chẳng 

hạn như một lớp tế bào biểu bì hoặc dưới biểu bì, trong khi mẫu cấy tTCL bao gồm 

nhiều tế bào từ các loại mô khác nhau. 

Các phương pháp dựa trên các kỹ thuật TCL đã được phát triển và ứng dụng 

thành công cho nhiều loài thực vật để nhân giống in vitro, chuyển gen, sản xuất hạt 

nhân tạo, bảo quản lạnh và chọn lọc in vitro. Đối với lĩnh vực nuôi cấy mô thực vật, 

việc sử dụng kỹ thuật TCL có thể mang lại lợi ích theo nhiều phương diện như mô tả 

ở Hình 1.5. Vì vậy, tầm quan trọng của TCL trong công tác nuôi cấy mô và công nghệ 

sinh học thực vật ở hiện tại và trong tương lai là không thể phủ nhận. 

 

Hình 1.5. Một số ưu điểm của kỹ thuật nuôi cấy TCL. 

Khi sử dụng mẫu cấy TCL, diện tích bề mặt của mẫu tiếp xúc với môi trường 

tương đối lớn hơn so với mẫu cấy thông thường và việc vận chuyển các thành phần 

của môi trường hiệu quả hơn vì chúng có thể tiếp cận các tế bào tiềm năng của mẫu 

cấy; điều này cho phép quá trình hình thành cơ quan hoặc phản ứng tạo phôi dễ dàng 

hơn so với các loại mẫu cấy thông thường. Do đó, TCL được sử dụng làm vật liệu 

nuôi cấy trong quá trình nhân giống in vitro của nhiều loài thực vật, cũng như cần 

thiết cho việc nhân giống và bảo tồn các loài thực vật có nguy cơ tuyệt chủng và các 

loài có giá trị thương mại cao [96]. Kỹ thuật TCL đã được ứng dụng trên nhiều loài 
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cây dược liệu như Scutellaria ocmulgee [99], Withania coagulans [100], Panax 

vietnamensis var. langbianensis [101]. Kỹ thuật này cũng được sử dụng trong tái sinh 

nhiều loài cây rau và cây ăn quả, chẳng hạn như Rubus spp. [102], Ficus carica [103], 

Actinidia chinensis Planch [104]. Kỹ thuật TCL đã được ứng dụng thành công trong 

vi nhân giống hơn 20 loài phong lan [105-108] và nhiều loài cây cảnh khác như Lilium 

[109], Cattleya forbesii Lindl [110], Begonia × tuberhybrida Voss [111], Clivia 

miniata Regel [112]. Ngoài ra, kỹ thuật này cũng mang lại tiềm năng tái sinh khả thi 

cho các mô khó tái sinh của cây hạt trần và cây rừng [113]. Ví dụ, một quy trình tạo 

phôi in vitro hiệu quả từ các mẫu cấy TCL có nguồn gốc từ phôi hợp tử của Pinus 

patula đã được báo cáo, vượt qua những hạn chế do sự không tương thích về tăng 

trưởng in vitro của loài cây này [114].  

Đối với chanh dây tím, nhân giống in vitro chủ yếu dựa vào tái sinh chồi [115]. 

Quá trình tái sinh này đã được thực hiện thành công từ một số loại mô và cơ quan 

khác nhau, chẳng hạn như trụ lá mầm [80, 116], rễ [81], lá [87], nội nhũ [90] và đốt 

thân [93]. Trong đó, kỹ thuật TCL đóng vai trò quan trọng trong quá trình tái sinh 

chồi của chanh dây tím; tuy nhiên, nguồn mẫu TCL được sử dụng chủ yếu từ lá và 

lóng thân in vitro [89, 92, 96]. Đối với lóng thân ex vitro, Hiếu và cộng sự (2018) 

cũng báo cáo rằng các mẫu đoạn lóng chỉ tạo ra mô sẹo chứ không tạo chồi trong điều 

kiện nuôi cấy in vitro [91]. Do đó, việc khảo sát sự tái sinh dựa trên các mẫu cấy TCL 

đối với các nguồn mẫu ex vitro sẽ góp phần cải thiện hiệu suất và tăng cường nguồn 

mẫu ban đầu cho quá trình sản xuất cây chanh dây tím in vitro.  

1.4.2.2. Nghiên cứu phát sinh phôi soma 

Phát sinh cơ quan là con đường chính cho hệ thống tái sinh in vitro của nhiều 

loài chanh dây [117]. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự tái sinh cây chanh dây có 

thể thu được thông qua quá trình hình thành cơ quan từ các mô khác nhau [81, 87, 

96, 118]. Mặt khác, tái sinh sinh dưỡng thông qua sự phát sinh SE đã được đề xuất 

để mang lại lợi thế so với phát sinh cơ quan về hiệu quả nhân giống và giảm sự hình 

thành các thể biến dị [119]. Tái sinh thực vật thông qua SE rất được mong đợi đối với 

vi nhân giống để cải thiện sự phát triển của cây con đồng nhất [120]. Bên cạnh đó, sự 

phát sinh SE đóng vai trò quan trọng trong nhân giống in vitro và bảo tồn nguồn gen 

của nhiều loài thực vật [115, 121]. Ngoài ra, sự phát sinh SE còn có một số ứng dụng 
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thiết yếu khác trong nhân giống cây trồng dựa trên các công cụ công nghệ sinh học 

[122]. Con đường tái tạo này cung cấp một nền tảng hiệu quả cho việc nhân giống 

cây trồng bằng các kỹ thuật di truyền như công nghệ chuyển gen, công cụ chỉnh sửa 

bộ gen [123], hoặc đa bội hóa nhân tạo [124]. Vì vậy, tái sinh thực vật thông qua sự 

phát sinh SE là một hướng nghiên cứu tiềm năng. 

Sự phát sinh SE là sự chuyển đổi của các tế bào sinh dưỡng thành các cấu trúc 

lưỡng cực (sự phân hóa ở các cực đối diện của mô phân sinh chồi và rễ) [121]. Đó là 

sự biến đổi phức tạp của tế bào sinh dưỡng dưới tác động của nhiều yếu tố. Trong hệ 

thống tái sinh in vitro, thành phần môi trường, loại mẫu cấy và kiểu gen thực vật được 

đề xuất là những yếu tố thiết yếu trong quy trình này [119, 125, 126]. Hơn nữa, SE 

có thể được hình thành theo con đường trực tiếp hoặc gián tiếp phụ thuộc đáng kể 

vào tín hiệu của các chất điều hòa sinh trưởng thực vật (PGR), đặc biệt là auxin và 

cytokinin [85, 127]. Ngoài ra, một số yếu tố có tác động tích cực đến sự cảm ứng và 

tăng sinh SE như AgNPs cũng đang được nghiên cứu trong nhiều quá trình tái sinh 

cây trồng [58, 124, 128]. Tuy nhiên, mỗi loài thực vật thường có phản ứng khác nhau 

đối với các nhân tố ảnh hưởng. Vì vậy, để có thể tái sinh cây thành công thông qua 

phát sinh SE, việc lựa chọn nguồn mẫu, chuẩn hóa loại và nồng độ PGR cũng như 

một số yếu tố tích cực khác là rất cần thiết. 

Đối với chanh dây tím, quá trình tạo cây con chủ yếu dựa trên cơ chế phát sinh 

cơ quan [115]. Sự tái sinh này đã được thực hiện thành công từ các loại mô và cơ 

quan khác nhau, chẳng hạn như trụ dưới lá mầm [80, 116], lá [87], rễ [81], đốt thân 

[93], và nội nhũ [90]. Ngược lại, hầu hết các hệ thống phát sinh SE đã được thiết lập 

đều sử dụng phôi hợp tử có nguồn gốc từ hạt trưởng thành làm mẫu cấy [82, 85, 95]. 

Hub và cộng sự (2017) cũng quan sát thấy sự hình thành các mô giống như SE từ mô 

sẹo có nguồn gốc từ các mảnh lá. Tuy nhiên, sự hình thành các mô giống như SE 

chưa được mô tả rõ ràng về con đường cảm ứng cũng như hiệu quả tái sinh [87]. Do 

đó, tiềm năng của các mô thực vật khác đối với phát sinh SE ở loài cây trồng này vẫn 

chưa được biết rõ và cần được tiến hành nghiên cứu. 

Nhìn chung, kỹ thuật nuôi cấy TCL và phát sinh SE là hai kỹ thuật mang lại 

hiệu quả tái sinh cao trên cây chanh dây tím. Do đó, đây là hai quá trình tái sinh tiềm 

năng để tạo nguồn mẫu số lượng lớn cho các thí nghiệm ra hoa và tạo quả in vitro. 
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1.4.3. Sự ra hoa và tạo quả trên cây chanh dây tím 

1.4.3.1. Đặc điểm cấu trúc hoa 

Các chồi hoa chanh dây tím hình thành dưới các nách lá tại các đốt. Mỗi đốt 

bao gồm một bông hoa duy nhất, bên cạnh một tua cuốn (Hình 1.6A). Đây dường như 

là cấu tạo phổ biến được thiết lập ở loài này [129]. Hoa chanh dây tím là hoa lưỡng 

tính, mọc từ nách lá. Mỗi hoa mang 5 nhị đực với 5 chỉ dính nhau thành ống ở đáy và 

tách rời ở phần mang bao phấn. Hoa có 3 đầu nhuỵ sắp xếp trên 3 vòi nhuỵ nối liền 

với bầu nhuỵ (Hình 1.6B). Cây chanh dây chủ yếu tự thụ phấn, nhưng những loài thụ 

phấn như ong, chim ruồi, dơi có thể giúp tăng cường tỉ lệ đậu quả. Ở chanh dây tím, 

sự thụ phấn diễn ra vào buổi sáng [14]. 

 

Hình 1.6. Đặc điểm đốt thân chứa chồi hoa và cấu trúc hoa của cây chanh dây tím. 

A. Đặc điểm của đốt thân chứa chồi hoa (Thước: 2 cm) [129]. B. Mặt cắt hoa thể hiện 

các cơ quan của hoa và các sự kiện sau thụ phấn [130]. 

1.4.3.2. Hiện tượng tự bất hợp 

Sự thụ phấn và thụ tinh rất quan trọng đối với việc tạo quả trên cây chanh dây 

và mức độ đậu quả phụ thuộc vào hiệu quả của các quá trình này. Nhiều loài chanh 
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dây không đậu quả trừ khi hoa của chúng được thụ phấn từ một cây khác tương thích 

về mặt di truyền. Điều này tuỳ thuộc vào hai kiểu hiện tượng xuất hiện trên cây chanh 

dây là tự bất hợp (Self - incompatibility) và tự tương thích (Self - compatibility).  

Khoảng 50% số loài thực vật hạt kín được báo cáo rằng có cơ chế tự bất hợp 

sinh hóa. Sự bất hợp sinh hóa dẫn đến việc hạt phấn và noãn của cùng một cá thể 

không thể tiến hành quá trình thụ tinh, cho dù hạt phấn được tạo ra trên cùng một hoa 

hay trên một hoa khác. Khi nghiên cứu về cơ chế này trên một số họ thực vật, cơ chế 

tự bất hợp này có thể do sự kiểm soát quá trình tự thụ tinh do một locus di truyền duy 

nhất, locus S. Vị trí S không đại diện cho một gen đơn lẻ, mà là một vùng liên kết 

chặt chẽ của nhiễm sắc thể chứa một số gen kiểm soát sự tự tương đồng. Locus S tồn 

tại ở nhiều dạng, được gọi là “haplotype” (thay vì allele, vì có nhiều gen, mặc dù 

thuật ngữ “allele S” cũng thường được sử dụng) [131]. Đặc tính tự bất hợp là một cơ 

chế di truyền ở thực vật hạt kín ngăn cản quá trình tự thụ. Do đặc tính này, các ống 

phấn phát triển chậm và thường bị giữ lại hoàn toàn trong vòi nhụy do một tổ hợp 

không tương thích. Những quan sát về siêu cấu trúc trong quá trình tương tác không 

tương thích cho thấy hệ thống màng của ống phấn bị hư hỏng, và quá trình thụ tinh 

không được quan sát hoặc bị trì hoãn đáng kể khi so sánh với tương tác tự tương 

thích. Cây chanh dây loại bỏ hạt phấn không tương thích được cho là do những thay 

đổi cấu trúc mạnh mẽ trong cả hạt phấn và ống phấn [132]. 

Tính tự bất hợp ở thực vật là cơ chế ngăn cản quá trình tự thụ tinh và thúc đẩy 

quá trình thụ tinh chéo, từ đó tăng cường sự đa dạng di truyền. Một số cá thể của loài 

tự bất hợp lại biểu hiện tính tự không tương thích một phần (partial self-

incompatibility), nghĩa là chúng vẫn có khả năng tự thụ phấn nhưng số lượng hạt tạo 

ra khác nhau. Nhiều loại chanh dây vàng không đậu quả trừ khi hoa của chúng được 

thụ phấn từ một cây khác có gen tương thích. Cơ chế tự bất hợp này ở chanh dây tím 

khuyến khích sự thụ phấn chéo, trong đó phấn hoa được chuyển giữa hoa của các cây 

khác nhau. Sự thụ phấn chéo này thường được tạo điều kiện thuận lợi bởi các loài thụ 

phấn như ong, bướm hoặc chim ruồi. Việc thụ tinh chéo đảm bảo sự đa dạng di truyền 

ở thế hệ sau và góp phần vào khả năng thích ứng của quần thể thực vật. Ở một số 

giống chanh dây, bao gồm cả giống tím và vàng, mức độ tự bất hợp diễn ra không 
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hoàn toàn tuỳ thuộc vào từng giống và chúng có thể thay đổi bởi các yếu tố như nhiệt 

độ, tuổi cây, v.v. 

1.4.3.3. Sự ra hoa và tạo quả 

Trong điều kiện in vitro, hiện tượng ra hoa không phải là một hiện tượng phổ 

biến đối với chi Passiflora trong quá trình nuôi cấy. Theo các báo cáo hiện tại, sự ra 

hoa in vitro chỉ được ghi nhận trên cây P. suberosa [15]. Trong báo cáo này, cây P. 

suberosa được nuôi cấy trong vòng 21 ngày trên môi trường MS bổ sung 3% sucrose, 

glycine, vitamin và cytokinin đã ra hoa in vitro. Nghiên cứu cũng chỉ ra rằng sự ra 

hoa in vitro phụ thuộc vào vị trí và nguồn gốc mẫu cấy. Các mẫu lá và mẫu lóng chỉ 

ra hoa nếu chúng có nguồn gốc gần các ngọn; các mẫu cấy có nguồn gốc dưới đốt thứ 

5 chỉ tạo ra các chồi không ra hoa. Bên cạnh đó, hầu hết các hoa được hình thành in 

vitro đều thiếu nhị, chỉ một số hoa hoàn chỉnh được tạo ra. Nghiên cứu trên cũng cho 

thấy rằng các loài P. caerulea, P. edulis Sims., P. foetida và P. trifasciata chỉ tạo chồi 

nhưng không ra hoa khi được nuôi cấy trong điều kiện in vitro tương tự [15].  

Nhìn chung, trong lĩnh vực ra hoa in vitro, các nghiên cứu trên chi Passiflora 

còn rất hạn chế. Dựa trên các báo cáo ở thời điểm hiện tại, chưa có công bố nào được 

ghi nhận cho sự ra hoa in vitro đối với loài chanh dây tím (P. edulis Sims f. edulis), 

một trong những loài có giá trị thương mại cao trong chi này. Việc nghiên cứu ra hoa 

và tạo quả in vitro là một hướng nghiên cứu mới trên cây chanh dây tím. Vì vậy, 

nghiên cứu điều khiển ra hoa in vitro trên cây chanh dây tím là môt hướng nghiên 

cứu cần thiết và có tính ứng dụng cao trên nhiều phương diện. 

Mặt khác, không giống như một số loài thực vật có đặc điểm rõ ràng với quang 

kỳ, sự khởi đầu của quá trình ra hoa ở chanh dây không phụ thuộc lớn vào quang kỳ 

ngoài điều kiện tự nhiên. Giống chanh dây tím bắt đầu ra hoa và tạo quả sau khi trải 

qua giai đoạn non. Tuy nhiên, sự phát triển hoa bình thường đòi hỏi phải tiếp xúc liên 

tục với chu kỳ sáng dài. Đỉnh chồi liên tục tạo ra các đốt mới, mỗi đốt chứa một lá, 

tua cuốn và chồi hoa. Chanh dây tím hạn chế ra hoa ở các đốt phát triển trong điều 

kiện không thuận lợi bằng cách ngăn chặn sự phát triển của hoa thay vì kích thích ra 

hoa, và sử dụng những thay đổi theo mùa trong chu kỳ quang để xác định thời điểm 

ra hoa và tạo quả một cách chính xác [133]. Do đó, thời gian chiếu sáng dài có thể là 

một yêu cầu cần thiết trong quá trình nghiên cứu ra hoa in vitro. 
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Bên cạnh đó, PGR như các nhóm auxin, cytokinin, GAs, ABA thường được 

sử dụng để kích thích sự ra hoa in vitro ở nhiều loài thực vật. Ở cây chanh dây tím, 

các nhóm auxin và cytokinin ở nhiều loại và nồng độ khác nhau thường được sử dụng 

trong quá trình nuôi cấy các chồi nhằm mục đích nhân nhanh các chồi và tạo ra các 

rễ in vitro [134]. Tuy nhiên, chưa có báo cáo nào về sự ra hoa in vitro được ghi nhận 

đối với các nhóm chất này; do đó, các nhóm PGR khác như GAs và ABA là các yếu 

tố tiềm năng cần được xem xét đối với sự ra hoa in vitro ở đối tượng này. Đồng thời, 

nhóm chất có tác động tích cực đến quá trình ra hoa và tạo quả in vitro như PA, và 

nhóm các kim loại tác động đáng kể đến quá trình ra hoa được ghi nhận gần đây như 

bạc và coban, là những yếu tố tiềm năng cần được xem xét để khảo sát. 
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CHƯƠNG 2.  NỘI DUNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nội dung nghiên cứu 

Đề tài nghiên cứu được thực hiện theo các nội dung được thể hiện ở Hình 2.1, 

cụ thể với 2 nội dung chính như sau: 

Nội dung 1: Nghiên cứu tạo nguồn mẫu cấy in vitro cây chanh dây tím 

Mục đích: Tạo nguồn mẫu cấy số lượng lớn phục vụ cho các thí nghiệm về sự 

ra hoa và bước đầu tạo quả in vitro. 

Nội dung tiến hành: 

Nghiên cứu tái sinh chồi từ các mẫu cấy TCL từ lóng thân ex vitro 

Nghiên cứu phát sinh phôi soma (SE) từ mẫu cấy lá ex vitro  

Nghiên cứu nhân nhanh nguồn mẫu cấy chồi thích hợp 

Nội dung 2: Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố đến quá trình ra hoa 

và bước đầu tạo quả của cây chanh dây tím trong điều kiện nuôi cấy in vitro 

Mục đích: Xác định các ảnh hưởng của một số yếu tố như chất điều hoà sinh 

trưởng thực vật (PGR), một số muối và hạt nano kim loại, và polyamine (PA) đến sự 

sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in vitro. 

Nội dung tiến hành: 

Khảo sát ảnh hưởng của PGR ngoại sinh đến quá trình ra hoa và tạo quả in 

vitro: 

- Khảo sát ảnh hưởng của GA3 đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in vitro 

- Khảo sát ảnh hưởng của ABA đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in 

vitro 

Khảo sát ảnh hưởng của bạc và coban đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in 

vitro: 

- Khảo sát ảnh hưởng của AgNO3 đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in 

vitro 
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- Khảo sát ảnh hưởng của AgNPs đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in 

vitro 

- Khảo sát ảnh hưởng của CoNPs đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in 

vitro 

Khảo sát ảnh hưởng của PA đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in vitro: 

- Khảo sát ảnh hưởng của spermidine (Spd) đơn lẻ đến sự sinh trưởng, ra 

hoa và tạo quả in vitro  

- Khảo sát ảnh hưởng của Spd kết hợp đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả 

in vitro 

 

Hình 2.1. Sơ đồ thể hiện khái quát các nội dung nghiên cứu. 

2.2. Vật liệu nghiên cứu  

2.2.1. Vật liệu thực vật 

Trong nội dung 1, các mẫu lá và lóng thân của cây chanh dây tím (Passiflora 

edulis Sims f. edulis) 6 tháng tuổi, được lưu giữ tại vườn ươm Viện Nghiên cứu Khoa 

học Tây Nguyên được sử dụng làm vật liệu ban đầu. Các nguồn mẫu này được khử 

trùng theo quy trình của Hieu và cộng sự (2018) [91]. Theo quy trình này, các mẫu lá 

và lóng thân (từ ngọn chồi) được thu thập từ các cây khỏe mạnh và được đặt dưới vòi 

nước chảy trong 10 phút. Tiếp theo, các mẫu này được khử trùng bằng ethanol (70%) 
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trong 30 giây rồi rửa lại bằng nước cất 3 lần. Sau đó, mẫu được khử trùng bằng dung 

dịch AgNPs (0,1%) trong 15 phút. Cuối cùng, các mẫu được rửa 3 lần bằng nước cất 

vô trùng và nuôi cấy trong môi trường Murashige and Skoog (MS) [135] trong 7 

ngày. Các mẫu cấy không nhiễm vi khuẩn và nấm được thu nhận và được sử dụng để 

bố trí các thí nghiệm. 

Trong nội dung 2, các ngọn chồi từ các chồi tái sinh của cây chanh dây tím in 

vitro trong môi trường thích hợp được sử dụng để bố trí các thí nghiệm ra hoa. Các 

nguồn vật liệu thực vật ban đầu được thể hiện sơ lược trong Hình 2.2. Các mẫu cấy 

trong từng thí nghiệm được mô tả cụ thể trong phần Phương pháp nghiên cứu. 

 

Hình 2.2. Các nguồn mẫu cấy ban đầu của nghiên cứu. 

2.2.2. Thiết bị, dụng cụ và hóa chất 

Thiết bị và dụng cụ:  

Một số thiết bị chính được sử dụng bao gồm: máy đo hàm lượng diệp lục 

SPAD-502 (Nhật Bản), tủ an toàn sinh học ESCO (Singapore), tủ sấy Sanyo MOV-

112, tủ sấy Memmert, cân kỹ thuật Precisa (Nhật Bản), cân điện tử, thước cặp điện 
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tử Mitutoyo (Nhật bản), đèn UV hai bước sóng 254 nm và 365 nm, máy cất nước, 

máy đo pH, nồi hấp vô trùng. Các dụng cụ sử dụng bao gồm dao cấy, đĩa cấy, panh 

cấy, kéo, ống nghiệm thủy tinh, bình nuôi cấy 250 ml, màng lọc vô trùng, bơm tiêm 

5 mL, dây thun, túi nilon chịu nhiệt, găng tay và một số dụng cụ hỗ trợ khác. Các 

dụng cụ chuyên dụng được khử trùng bằng autoclave ở 121°C, 1 atm trong 30 phút.  

Hóa chất:  

Dung dịch các hạt nano bạc (AgNPs, 500 ppm) và dung dịch các hạt nano 

coban (CoNPs, 500 ppm) do Viện Công nghệ Môi trường (VAST) cung cấp. Dung 

dịch AgNPs (kích thước nhỏ hơn 20 nm) thu được theo tỉ lệ: [AgNO3] = 750 - 1000 

ppm, [β-chitosan] = 250 - 300 ppm, [NaBH4]=200 ppm, tỉ lệ mol [NaBH4]/[AgNO3] 

= 1/4, tốc độ nhỏ giọt của NaBH4 là 10 - 12 giọt/phút [136]. Dung dịch CoNPs (20 - 

60 nm) thu được dựa trên chất khử NaBH4 và chất ổn định carboxymethyl cellulose 

[137]. 

Các PGR bao gồm: Axit 1-Naphthaleneacetic (NAA, > 98%, Duchefa 

Biochemie, Hà Lan), axit 2,4-Dichlorophenoxyacetic (2,4-D, > 96%, Duchefa 

Biochemie, Hà Lan), 6-Benzyladenine (BA, Sigma-Aldrich, Mỹ), meta-Topoline 

(mT, > 99%, Duchefa Biochemie, Hà Lan), axit gibberellic A3 (GA3, ≥ 99,5%, 

Sigma-Aldrich, Mỹ), axit abscisic (ABA, ≥ 99,5%,). Các chất khác bao gồm 

spermidine (Spd, ≥ 99,5%, Sigma-Aldrich, Mỹ), bạc nitrate (AgNO3, 99,99%, Sigma-

Aldrich, Mỹ), agar (Việt Xô, Việt Nam), sucrose (Biên Hòa, Việt Nam). 

2.2.3. Môi trường nuôi cấy 

Môi trường Murashige and Skoog (MS) [135] bổ sung 30 g/L sucrose và 8 g/L 

agar được sử dụng làm môi trường nuôi cấy cơ bản trong nghiên cứu này. Các PGR 

hoặc các chất khác được thêm vào môi trường MS tùy thuộc vào từng thí nghiệm cụ 

thể được mô tả trong mục Phương pháp nghiên cứu. Môi trường nuôi cấy được điều 

chỉnh đến pH = 5,8 trước khi được hấp tiệt trùng trong vòng 30 phút ở 121°C (1 atm). 

Các môi trường bổ sung GA3 hoặc Spd được bổ sung lạnh vào môi trường nuôi cấy 

(đã hấp khử trùng) sau khi được vô trùng thông qua màng lọc vô trùng (0,22 µm, 

Sigma-Aldrich, Mỹ). 
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2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Phương pháp bố trí thí nghiệm 

2.3.1.1. Nội dung 1: Nghiên cứu tạo nguồn mẫu cấy in vitro cây chanh dây tím 

• Thí nghiệm 1: Nghiên cứu tái sinh chồi từ các mẫu cấy TCL từ lóng thân ex 

vitro 

Thí nghiệm 1.1. Khảo sát ảnh hưởng của vị trí lóng thân đến sự cảm ứng chồi 

Mục đích: Tìm ra vị trí lóng thân thích hợp cho sự cảm ứng chồi in vitro từ các 

mẫu cấy tTCL. 

Phương pháp tiến hành:  

Các đoạn lóng thân ex vitro (1 cm) ở vị trí lóng thứ 1 đến thứ 5 (tính từ ngọn 

chồi) được cắt theo chiều ngang với độ dày khoảng 0,2 cm để tạo ra các mẫu cấy 

tTCL như mô tả ở Hình 2.3. Các mẫu cấy tTCL được tiến hành nuôi cấy trong môi 

trường MS bổ sung  kết hợp 1,5 mg/L BA và 1,0 mg/L NAA [138] để so sánh tỉ lệ 

cảm ứng chồi tại các vị trí lóng khác nhau. Tỉ lệ cảm ứng chồi (%) được ghi nhận sau 

60 ngày nuôi cấy. 

 

Hình 2.3. Thiết lập các mẫu cấy tTCL và lTCL từ lóng thân ex vitro. 



40 

  

 

Thí nghiệm 1.2. Khảo sát sự cảm ứng chồi từ các loại mẫu cấy TCL lóng thân 

Mục đích: So sánh hiệu quả cảm ứng chồi in vitro của mẫu cấy tTCL và lTCL 

tại vị trí lóng thân thích hợp. 

Phương pháp tiến hành:  

Trong thí nghiệm này, các đoạn lóng thân ex vitro ở vị trí lóng cho sự cảm ứng 

chồi tối ưu (khảo sát ở thí nghiệm phía trên) được sử dụng làm nguồn mẫu cấy. Các 

đoạn lóng thân (1 cm) được cắt ngang thành 5 mẫu tTCL hoặc cắt dọc thành 4 mẫu 

lTCL như mô tả ở Hình 2.3. Các mẫu cấy được nuôi cấy trong môi trường tương tự 

như thí nghiệm 1.1 để so sánh hiệu quả cảm ứng chồi giữa hai loại mẫu cấy. Các chỉ 

tiêu về tỉ lệ cảm ứng chồi (%) và số chồi (lớn hơn 0,5 cm)/mẫu được ghi nhận sau 60 

ngày nuôi cấy. 

Thí nghiệm 1.3. Ảnh hưởng của AgNPs đến sự tái sinh chồi từ mẫu cấy TCL 

Mục đích: Khảo sát ảnh hưởng của AgNPs đến quá trình tái sinh chồi từ mẫu 

cấy lTCL và oTCL lóng thân. 

Phương pháp tiến hành:  

Tương tự như thiết lập mẫu cấy lTCL, các đoạn lóng thân có chiều dài khoảng 

1 cm và đường kính khoảng 0,4 cm được cắt dọc thành 4 mẫu, tiến hành loại bỏ phần 

bên trong của mẫu và chỉ giữ lại các lớp tế bào bên ngoài (độ dày khoảng 0,1 cm) để 

tạo thành các mẫu cấy oTCL (Hình 2.4). Sau đó, mặt dưới (phần vết thương) của mẫu 

cấy oTCL được đặt tiếp xúc với bề mặt của môi trường nuôi cấy. Các mẫu cấy lTCL 

và oTCL được nuôi cấy trong môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L BA; 1,0 mg/L NAA 

[138] và các nồng độ AgNPs (0; 1,0; 3,0; 5,0 và 7,0 mg/L) để khảo sát hiệu quả cảm 

ứng chồi từ hai nguồn mẫu cấy này. Các chỉ tiêu về tỉ lệ cảm ứng chồi (%) và số 

chồi/mẫu được ghi nhận sau 60 ngày nuôi cấy. 
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Hình 2.4. Sơ đồ thiết lập mẫu cấy lTCL và oTCL từ lóng thân ex vitro. 

• Thí nghiệm 2: Nghiên cứu phát sinh phôi soma (SE) từ mẫu cấy lá ex vitro 

Thí nghiệm 2.1. Ảnh hưởng của 2,4-D và NAA đến sự phát sinh SE 

Mục đích: Khảo sát ảnh hưởng của 2,4-D và NAA đến sự phát sinh SE từ mẫu 

cấy lá. 

Phương pháp tiến hành: 

Mẫu cấy từ lá ex vitro (1,0 × 1,0 cm) được sử dụng làm mẫu cấy ban đầu. 

Trong thí nghiệm này, các mẫu cấy được nuôi cấy trong môi trường MS được bổ sung 

2,4-D (0; 1,0; 2,0; 3,0 và 4,0 mg/L) hoặc NAA (0; 1,0; 2,0; 3,0 và 4,0 mg/L) để khảo 

sát sự cảm ứng SE. Mỗi nghiệm thức (NT) được tiến hành với 30 bình nuôi cấy, với 

3 mẫu mỗi bình. Các chỉ tiêu theo dõi bao gồm tỉ lệ cảm ứng SE (%) và số phôi/mẫu 

được ghi nhận sau 60 ngày nuôi cấy. 

Thí nghiệm 2.2. Ảnh hưởng của auxin kết hợp với AgNPs đến sự phát sinh SE 

Mục đích: Khảo sát ảnh hưởng của AgNPs trong môi trường chứa auxin đến 

sự phát sinh SE từ mẫu cấy lá. 

Phương pháp tiến hành: 

Để nghiên cứu tác động của AgNPs đối với sự phát sinh SE, các mẫu lá (1 × 1 

cm) được nuôi cấy trong môi trường MS có bổ sung loại và nồng độ auxin thích hợp 

(được nghiên cứu ở thí nghiệm phía trước) và bổ sung AgNPs ở các nồng độ khác 

nhau (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 và 3,0 mg/L). Mỗi NT được tiến hành với 30 bình nuôi 

cấy, với 1 mẫu cấy mỗi bình. Các chỉ tiêu theo dõi bao gồm tỉ lệ cảm ứng SE (%) và 
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số phôi/mẫu được ghi nhận sau 75 ngày nuôi cấy, chỉ tiêu số cây con/mẫu được thu 

nhận sau 90 ngày nuôi cấy. 

• Thí nghiệm 3: Nghiên cứu nhân nhanh nguồn mẫu cấy chồi thích hợp 

Tiếp theo, các chồi tái sinh từ nguồn mẫu cấy ở NT tối ưu được khảo sát ở các 

thí nghiệm trước được chọn và được chuyển sang môi trường nuôi cấy để tiến hành 

nhân nhanh chồi. Các chồi có chiều dài khoảng 1 cm được thu nhận và nuôi cấy trong 

môi trường MS có bổ sung cố định 1,0 mg/L meta-Topolin (mT) [93] và AgNPs ở 

các nồng độ khác nhau (0; 1,0; 3,0; 5,0 và 7,0 mg/L). Mỗi NT được bố trí 30 bình 

nuôi cấy (mỗi bình 1 chồi). Các chỉ tiêu về tỉ lệ cảm ứng chồi (%), số chồi/mẫu, chiều 

cao chồi (cm), và chỉ số SPAD được ghi nhận sau 60 ngày nuôi cấy. 

2.3.1.2. Nội dung 2: Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố đến quá trình ra hoa và 

bước đầu tạo quả của cây chanh dây tím trong điều kiện nuôi cấy in vitro 

Mục đích: Xác định các ảnh hưởng của một số yếu tố như chất điều hoà sinh 

trưởng thực vật (PGR), một số muối và hạt nano kim loại, và polyamine (PA) đến sự 

sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in vitro. 

Vật liệu thí nghiệm: Chồi chanh dây (từ quá trình tái sinh thích hợp được khảo 

sát phía trên) được nhân lên trong môi trường tối ưu được khảo sát ở Nội dung 1. Các 

chồi sau khi tái sinh được chuyển sang môi trường MS bổ sung 2,5 mg/L IBA [138] 

để kích thích tạo rễ trong vòng 60 ngày. Ngọn chồi (từ các chồi đã hình thành rễ) với 

chiều cao khoảng 1,5 cm (bao gồm 1 ngọn và 3 lá) được sử dụng làm nguồn mẫu cấy 

cho các thí nghiệm ra hoa và tạo quả in vitro (Hình 2.5). 
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Hình 2.5. Sơ đồ mô tả các giai đoạn bố trí thí nghiệm nghiên cứu sự ra hoa in vitro 

của cây chanh dây tím. 

• Thí nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của PGR ngoại sinh đến quá trình ra hoa 

và tạo quả in vitro 

Thí nghiệm 1.1. Khảo sát ảnh hưởng của GA3 đến sự sinh trưởng, ra hoa và 

tạo quả in vitro  

Phương pháp tiến hành: Chồi chanh dây in vitro cao khoảng 1,5 cm được 

chuyển sang môi trường MS cơ bản chứa 30 g/L sucrose và 8 g/L agar và bổ sung 

các nồng độ GA3 (0; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 mg/L). Sau khi môi trường MS cơ bản được 

hấp khử trùng, GA3 sẽ được lọc qua màng lọc khử trùng và bổ sung lạnh vào môi 

trường nuôi cấy trong tủ cấy vô trùng. Các chỉ tiêu liên quan đến quá trình sinh trưởng 

và ra hoa (được trình bày phía sau) được theo dõi sau 60 ngày nuôi cấy. 

Thí nghiệm 1.2. Khảo sát ảnh hưởng của ABA đến sự sinh trưởng, ra hoa và 

tạo quả in vitro 

Phương pháp tiến hành: Chồi chanh dây in vitro cao khoảng 1,5 được chuyển 

sang môi trường MS cơ bản chứa 30 g/L sucrose và 8 g/L agar và bổ sung ABA ở 
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các nồng độ khác nhau (0; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 mg/L). Các chỉ tiêu liên quan đến quá 

trình sinh trưởng và ra hoa được theo dõi sau 60 ngày nuôi cấy. 

• Thí nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của bạc và coban đến sự sinh trưởng, ra 

hoa và tạo quả in vitro 

Mục đích: 

Thí nghiệm 2.1. Khảo sát ảnh hưởng của AgNO3 đến sự sinh trưởng, ra hoa và 

tạo quả in vitro 

Phương pháp tiến hành: Các ngọn chồi có chiều dài khoảng 1,5 cm được nuôi 

cấy trong môi trường MS cơ bản, 30 g/L sucrose và 8 g/L agar và bổ sung AgNO3 (0; 

1,0; 3,0; 5,0; 7,0; và 9,0 mg/L) tại các nồng độ khác nhau để khảo sát sự ra hoa in 

vitro. Các chỉ tiêu liên quan đến quá trình sinh trưởng và ra hoa được theo dõi sau 60 

ngày nuôi cấy. 

Thí nghiệm 2.2. Khảo sát ảnh hưởng của AgNPs đến sự sinh trưởng, ra hoa và 

tạo quả in vitro 

Phương pháp tiến hành: Các ngọn chồi có chiều dài khoảng 1,5 cm được nuôi 

cấy trong môi trường MS cơ bản có bổ sung AgNPs ở các nồng độ khác nhau (0; 1,0; 

3,0; 5,0; 7,0; và 9,0 mg/L). Các NT không bổ sung AgNPs được sử dụng làm đối 

chứng. Các chỉ tiêu liên quan đến quá trình sinh trưởng và ra hoa được theo dõi sau 

60 ngày nuôi cấy. 

Thí nghiệm 2.3. Khảo sát sự ảnh hưởng của CoNPs đến sự sinh trưởng, ra hoa 

và tạo quả in vitro 

Phương pháp tiến hành: Các ngọn chồi có chiều dài khoảng 1,5 cm được 

chuyển sang môi trường MS cơ bản hoặc MS loại bỏ thành phần muối CoCl2, có chứa 

30 g/L sucrose và 8 g/L agar và bổ sung CoNPs ở các nồng độ khác nhau (0; 0,1; 0,2; 

0,3; 0,4 và 0,5 mg/L) để khảo sát sự sinh trưởng và ra hoa in vitro. Các chỉ tiêu liên 

quan đến quá trình sinh trưởng và ra hoa được theo dõi sau 60 ngày nuôi cấy. 
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• Thí nghiệm 3: Khảo sát ảnh hưởng của polyamine đến sự sinh trưởng, ra hoa 

và tạo quả in vitro 

Thí nghiệm 3.1. Khảo sát ảnh hưởng của spermidine (Spd) đơn lẻ đến sự sinh 

trưởng, ra hoa và tạo quả in vitro 

Phương pháp tiến hành: Các chồi ngọn chanh dây in vitro cao khoảng 1,5 cm 

được chuyển sang môi trường MS bổ sung các nồng độ Spd (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 

mM) để khảo sát sự ra hoa in vitro. Sau khi môi trường MS cơ bản được hấp khử 

trùng, Spd sẽ được lọc qua màng lọc khử trùng và bổ sung lạnh vào môi trường nuôi 

cấy trong tủ cấy vô trùng. Các chỉ tiêu liên quan đến quá trình sinh trưởng và ra hoa 

được theo dõi sau 90 ngày nuôi cấy. 

Thí nghiệm 3.2. Khảo sát ảnh hưởng của spermidine kết hợp đến sự sinh 

trưởng, ra hoa và tạo quả in vitro 

Phương pháp tiến hành: Tương tự với thí nghiệm trước, các chồi ngọn chanh 

dây in vitro cao khoảng 1,5 cm được  nuôi cấy trong môi trường MS bổ sung các 

nồng độ Spd (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 mM) kết hợp với các yếu tố thích hợp được khảo 

sát ở thí nghiệm phía trên để tăng cường sự ra hoa in vitro. Các chỉ tiêu liên quan đến 

quá trình sinh trưởng và ra hoa được theo dõi sau 90 ngày nuôi cấy. 

• Theo dõi sự ra hoa và tạo quả in vitro: 

Sự tạo quả của tất cả các thí nghiệm ở phía trên được ghi nhận cùng với sự ra 

hoa trên môi trường bổ sung các chất tương ứng. Bố trí và ghi nhận các chỉ tiêu ra 

hoa và tạo quả in vitro được tiến hành như sau: 

Đối với các thí nghiệm ra hoa: Mỗi bình cấy 1 mẫu chồi. Mỗi NT được tiến 

hành với 60 bình nuôi cấy và lặp lại 3 lần. Các chỉ tiêu theo dõi bao gồm chiều cao 

chồi (cm), số lá/chồi, chỉ số SPAD, tỉ lệ ra hoa (%), số nụ hoa/mẫu, tỉ lệ nở hoa (%), 

đường kính hoa (cm).  

Theo dõi và ghi nhận sự tạo quả đối với các chồi trong các NT có sự hình thành 

hoa in vitro. Các chỉ tiêu được ghi nhận bao gồm tỉ lệ tạo quả (%), số quả/chồi và 

đường kính quả (cm). Thời gian ghi nhận tạo quả in vitro tuỳ thuộc vào thời gian cụ 

thể của từng thí nghiệm. 
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Đặc điểm ra hoa và tạo quả trong quá trình này được giải phẫu và quan sát 

theo các giai đoạn phát triển. Các đặc điểm ra hoa và tạo quả của cây chanh dây tím 

2 năm tuổi ngoài tự nhiên được dùng để so sánh với các cây trong điều kiện in vitro.  

2.3.2. Một số phương pháp và kỹ thuật dùng trong nghiên cứu  

2.3.2.1. Thu nhận và đánh giá một số chỉ tiêu theo dõi trong đề tài 

Đo chỉ số SPAD ở lá: Chỉ số SPAD được đo bằng máy SPAD-502 (Nhật Bản). 

Mỗi chồi được đo ở 3 lá mở đầu tiên tính từ ngọn và được tính trung bình.  

Chiều cao chồi trung bình = ∑ Chiều cao chồi / ∑ Số chồi. 

Tỉ lệ ra hoa (%) = ∑ Số chồi ra hoa / ∑ Số chồi. 

Số nụ hoa trung bình/chồi = ∑ Số nụ hoa / ∑ Số chồi ra hoa. 

Tỉ lệ hoa nở = ∑ Số hoa nở / ∑ Số nụ hoa. 

Tỉ lệ tạo quả = ∑ Số chồi tạo quả / ∑ Số chồi ra hoa. 

Số quả/chồi = ∑ Số quả / ∑ Số chồi ra hoa. 

2.3.2.2. Định lượng hormone nội sinh 

Việc phân tích hormone nội sinh được thực hiện bằng phương pháp Phân tích 

sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Quy trình thực hiện như sau: Cân một khối lượng 

chính xác mẫu tươi sau đó nghiền nhỏ trong hỗn hợp dung môi gồm 

CHCl3/MeOH/HCOOH/H2O (25/60/5/10, v/v) theo tỉ lệ 1 mL dung môi cho 0,1 g 

mẫu. Sau đó hỗn hợp được chiết ở -30°C trong 2 - 4 giờ (Mẫu được chia làm 2 phần, 

một phần giữ nguyên mẫu và 1 phần bổ sung nội chuẩn có nồng độ xác định). Lấy 

hỗn hợp mẫu ly tâm lạnh ở 4°C, thu phần phía trên. Phần còn lại được chiết tiếp với 

4 mL MeOH ở -4°C trong 1 giờ, lặp lại 2 lần. Toàn bộ dung dịch thu được chiết qua 

cột chiết pha rắn SPE-C18. Cột chiết SPE được rửa giải với dung môi MeOH. Dung 

dịch thu được đem cô quay ở áp suất chân không, nhiệt độ 50°C để loại dung môi và 

hoàn nguyên với 1 - 2 mL nước có pH = 2 (điều chỉnh bằng axit formic). Lọc qua 

màng lọc 0,45 µm, rồi bơm vào hệ thống HPLC.  

Hệ thống máy HPLC Thermo-Ultimate 3000, cột C18 (dài 25 cm, đường kính 

hạt 0,5 µm), đầu dò UV ở bước sóng 280 nm. Hệ dung môi pha động: (A): ACN, (B): 
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H2O chứa 0,5% HCOOH với chế độ chạy gradient như sau: từ 0-10 phút A/B = 75/25, 

từ 11-17 phút A/B= 50/50, từ 18 – 25 phút A/B= 75/25.  

Hàm lượng GA3, ABA và Melatonin của chồi được xác định bằng phương 

pháp HPLC sau 60 ngày nuôi cấy. Mẫu chồi nuôi cấy trong môi trường MS cơ bản 

được sử dụng làm đối chứng. Các phân tích được tiến hành tại Viện Công nghệ Sinh 

Học và Môi Trường, Trường Đại Học Tây Nguyên. 

2.3.2.3. Định lượng Ethylene 

Phương pháp sắc ký khí với đầu dò ion hóa ngọn lửa được sử dụng để định 

lượng khí ETH tích luỹ trong bình sau 60 ngày nuôi cấy đối với các NT ra hoa có bổ 

sung AgNPs và CoNPs. Hàm lượng khí ETH trong bình nuôi cấy mẫu chồi trong môi 

trường MS cơ bản được sử dụng làm đối chứng. Đối với các thí nghiệm có định lượng 

khí ethylene, miệng của bình nuôi cấy được bịt kín với nhiều lớp paraffin để tránh 

không khí thoát ra bên ngoài. Quy trình tổng quát như sau: Dùng bơm tiêm thu nhận 

1 cm3 khí từ bình nuôi cấy. Lượng khí thu nhận được đưa vào hệ thống sắc ký khí 

GC-CP 3380. Cột thép không gỉ (3 m × 1,5 mm) chứa đầy chất hấp phụ (Porapack 

R) có kích thước hạt 80 - 100 Mesh được sử dụng. Khí nitơ được sử dụng làm khí 

mang (55 cm3/phút) [139]. Mẫu chồi nuôi cấy trong môi trường MS cơ bản được sử 

dụng làm đối chứng. Các phân tích được tiến hành tại Viện Cây ăn quả miền Nam. 

2.3.2.4. Quan sát hình thái giải phẫu 

Những biến đổi tế bào học trong quá trình tạo chồi và tạo hoa in vitro được 

theo dõi bằng phương pháp giải phẫu. Các lát mỏng (40 - 50 µm) của mẫu cấy được 

tẩy trắng trong dung dịch natri hypoclorit (15%) trong 5 phút. Tiếp theo, mẫu được 

ngâm trong dung dịch axit acetic (10%) trong 10 phút. Mô được nhuộm bằng màu đỏ 

carmine hoặc tím violet trong vòng 5 phút. Cuối cùng, chúng được tráng lại bằng 

nước cất, đặt trên lam kính và phủ lamen. Việc quan sát mẫu được tiến hành trên kính 

hiển vi quang học với thị kính 10×, và vật kính 10× và 40× [134].  

2.3.2.5. Phân tích và xử lý số liệu  

Các NT được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên (CRD - Completely 

Randomized Design), mỗi NT được lặp lại 3 lần. Số liệu trung bình được phân tích 

bằng phần mềm thống kê SPSS 26.0 với các phép thử phù hợp với từng thí nghiệm ở 
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mức ý nghĩa p < 0,05. Sử dụng phần mềm Microsoft excel 2019 để vẽ đồ thị và biểu 

diễn các kết quả thống kê. Các biểu đồ thể hiện số liệu của các trung bình và thanh 

sai số được vẽ dựa trên độ lệch chuẩn của các từng nghiệm thức. 

2.3.3. Điều kiện nuôi cấy 

Các thí nghiệm được tiến hành ở phòng nuôi cấy tại phòng Sinh học phân tử 

và Chọn tạo giống cây trồng - Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên. Phòng nuôi 

cấy với nhiệt độ 25 ± 2°C, độ ẩm 55 - 60%, thời gian chiếu sáng 16 giờ/ngày (dùng 

đèn huỳnh quang cường độ 40 - 45 µmol.m-2.s-1) được sử dụng cho tất cả các giai 

đoạn nuôi cấy. 

2.3.4. Địa điểm và thời gian thực hiện luận án 

Các thí nghiệm được tiến hành tại Phòng Sinh học phân tử và Chọn tạo giống 

cây trồng, Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên (116, Xô Viết Nghệ Tĩnh, Phường 

7, Thành phố Đà Lạt, Tỉnh Lâm Đồng).  

Thời gian thực hiện luận án từ 2020 - 2024.  
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nội dung 1: Nghiên cứu tạo nguồn mẫu cấy in vitro cây chanh dây tím 

3.1.1. Nghiên cứu tái sinh chồi từ các mẫu cấy TCL lóng thân ex vitro 

3.1.1.1. Ảnh hưởng của vị trí lóng thân đến sự cảm ứng chồi từ mẫu cấy tTCL 

Kết quả cho thấy rằng, các vị trí lóng khác nhau có ảnh hưởng đáng kể đến sự 

phát sinh chồi của các mẫu cấy tTCL (Hình 3.1 và 3.2). Sau 30 ngày nuôi cấy, hầu 

hết các mẫu cấy tTCL đều ghi nhận sự hình thành của mô sẹo. Tuy nhiên, sự cảm ứng 

mô sẹo bị hạn chế ở vùng lõi của mẫu cấy tại vị trí lóng thân thứ 4 và 5 đã được ghi 

nhận (Hình 3.2A). Sau 60 ngày nuôi cấy, tỉ lệ cảm ứng chồi cao nhất (70,37% và 

66,67%) được ghi nhận lần lượt tại các mẫu cấy tại vị trí lóng thứ 3 và thứ 4. Các 

chồi của mẫu cấy ở vị trí lóng thứ 5 hình thành rõ ràng hơn ở vị trí 3; tuy nhiên, tỉ lệ 

cảm ứng chồi được ghi nhận thấp hơn đáng kể (40,74%) (Hình 3.1 và 3.2B-D).  

 

Hình 3.1. Tỉ lệ cảm ứng chồi của mẫu cấy tTCL từ các lóng thân ex vitro tại vị trí từ 

1 đến 5 tính từ ngọn sau 60 ngày nuôi cấy. 
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Hình 3.2. Sự cảm ứng chồi của mẫu cấy tTCL từ các lóng thân ex vitro. A. Mẫu cấy 

tTCL tại các vị trí lóng từ 1 đến 5 sau 30 ngày nuôi cấy. B, C, D. Chồi hình thành từ 

mẫu cấy tTCL tại vị trí 2, 3 và 5 sau 60 ngày nuôi cấy. (Thước: 1 mm). 

Vị trí của mẫu cấy có ảnh hưởng đáng kể đến khả năng tái sinh chồi trong điều 

kiện nuôi cấy in vitro. Điều này có thể liên quan đến sự khác biệt về độ trưởng thành 

của tế bào và hàm lượng hormone nội sinh của các lóng, dẫn đến sự đáp ứng khác 

nhau với môi trường cảm ứng của mẫu cấy. Trên cây Sesamum indicum, các tác giả 

cũng chỉ ra rằng những mẫu cấy tTCL từ vị trí các lóng gần ngọn và gần gốc cho hiệu 

quả tái sinh chồi thấp hơn các vị trí khác [140]. Trên cây chanh dây vàng, mẫu cấy 

lTCL lóng thân in vitro từ vị trí đốt thứ 3 cũng được ghi nhận cho hiệu quả tái sinh 

chồi cao nhất [134]. Đối với mẫu cấy lTCL đoạn thân in vitro ở chanh dây tím, hiệu 

quả phát sinh chồi tối ưu cũng được thu nhận ở vị trí đốt thứ 3 [92]. 

Tương tự với các nghiên cứu trước, các kết quả trong thí nghiệm hiện tại chỉ 

ra rằng mẫu cấy ở vị trí lóng thứ 3 thích hợp cho quá trình phát sinh chồi hơn so với 

các vị trí khác từ nguồn mẫu ex vitro ở chanh dây tím. Vì vậy, các lóng thân ở vị trí 

này được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 
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3.1.1.2. Sự cảm ứng chồi của mẫu cấy tTCL và lTCL từ lóng thân 

Sau khi xác định được mẫu cấy ở vị trí lóng thứ 3 thích hợp cho quá trình phát 

sinh chồi, hiệu quả phát sinh chồi từ hai loại mẫu cấy tTCL và lTCL từ vị trí lóng 

thân này được khảo sát trong cùng một điều kiện nuôi cấy. Kết quả cho thấy rằng, tỉ 

lệ cảm ứng chồi ở hai loại mẫu cấy tTCL và lTCL khác biệt không đáng kể (70,37% 

và 67,78%, tương ứng). Tuy nhiên, số chồi trung bình hình thành ở mẫu cấy lTCL 

(3,00 chồi/mẫu) cao hơn đáng kể so với mẫu cấy tTCL (1,33 chồi/mẫu) sau 60 ngày 

nuôi cấy (Hình 3.3).  

 

Hình 3.3. Sự cảm ứng chồi của các mẫu cấy TCL từ lóng thân ex vitro sau 60 ngày 

nuôi cấy. A, B. Chồi hình thành từ mẫu cấy tTCL và lTCL (Thước: 1 mm). C. So 

sánh tỉ lệ cảm ứng chồi và số chồi giữa mẫu cấy tTCL và lTCL. (*Thể hiện sự khác 

biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,05). 

Quá trình tái sinh chồi là một quá trình phức tạp, chịu ảnh hưởng bởi nhiều 

yếu tố khác nhau. Trong đó, loại mẫu cấy (bao gồm cả độ tuổi, kích thước và hình 

dạng của mẫu cấy) là một trong những yếu tố ảnh hưởng đáng kể đến quá trình này. 

Trong thí nghiệm hiện tại, mẫu cấy lTCL cho số lượng chồi tái sinh cao hơn so với 

mẫu cấy tTCL ở cây chanh dây tím.  Hieu và cộng sự (2021) cũng đã báo cáo rằng 

các mẫu cấy tTCL (dày 1 mm) từ đoạn thân in vitro của cây Passiflora edulis ‘Monte 

Alegre’ không đáp ứng lại với môi trường và hóa nâu sau 60 ngày nuôi cấy; trong khi 
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mẫu cấy lTCL cho cảm ứng tái sinh chồi cao [138]. Sự khác biệt trên có thể là do sự 

đáp ứng khác nhau của các lớp tế bào với môi trường cảm ứng. Mẫu cấy lTCL chỉ 

chứa một hoặc một vài loại mô, trong khi mẫu cấy tTCL bao gồm nhiều tế bào từ các 

loại mô khác nhau. Ngoài ra, sự khác biệt về kích thước, hình dạng và diện tích bề 

mặt vết cắt cũng có thể ảnh hưởng đến hiệu quả phát sinh chồi giữa hai loại mẫu cấy 

[141]. 

3.1.1.3. Ảnh hưởng của AgNPs đến sự tái sinh chồi từ mẫu cấy lTCL và oTCL lóng 

thân 

Kết quả ở thí nghiệm trước chỉ ra rằng mẫu cấy lTCL thích hợp cho quá trình 

phát sinh chồi. Tuy nhiên, vùng mô phần lõi của các mẫu cấy thường không cảm ứng 

tái sinh, điều này có thể ảnh hưởng đến hiệu quả tái sinh chồi. Do đó, trong thí nghiệm 

này, các mẫu cấy oTCL (được thiết lập từ việc loại bỏ phần mô ở lõi của các mẫu cấy 

lTCL) được khảo sát sự tái sinh chồi. Sau 60 ngày nuôi cấy, kết quả ghi nhận cho 

thấy rằng trung bình số chồi trên mẫu và chiều cao chồi khác biệt không đáng kể giữa 

hai loại mẫu cấy này, trong khi đó, tỉ lệ cảm ứng chồi của các mẫu cấy oTCL (79,25%) 

cao hơn đáng kể đối với lTCL (67,78%) (Hình 3.4). Điều này chỉ ra rằng việc loại bỏ 

vùng mô lõi đã mang lại hiệu quả tích cực đối với khả năng cảm ứng chồi của mẫu 

cấy.  

 

Hình 3.4. So sánh hiệu quả tái sinh chồi giữa mẫu cấy lTCL và oTCL từ các lóng 

thân ở vị trí thứ 3 sau 60 ngày nuôi cấy. (*Thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê). 

Mặt khác, nhằm mục đích tăng cường hiệu quả tái sinh chồi, hai loại mẫu này 

được khảo sát sự phát sinh chồi trong môi trường nuôi cấy bổ sung các nồng độ 

AgNPs khác nhau. Kết quả cho thấy rằng hiệu quả tái sinh chồi từ mẫu cấy lTCL và 
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oTCL có thể được tăng cường đáng kể trong môi trường bổ sung các nồng độ AgNPs 

thích hợp (Bảng 3.1, Hình 3.5). 

Bảng 3.1. Ảnh hưởng của AgNPs đến sự tái sinh chồi từ mẫu cấy lTCL và oTCL sau 

60 ngày nuôi cấy. 

AgNPs 

(mg/L) 

Tỉ lệ cảm ứng chồi 

(%) 

Số chồi 

/mẫu 

Chiều cao chồi 

(cm) 

lTCL oTCL lTCL oTCL lTCL oTCL 

0 67,78c* 79,25c 3,00c 3,33d 0,93b 1,05c 

1,0 70,00c 87,51b 5,00bc 10,67b 1,23b 1,54b 

3,0 72,72bc 100a 7,33b 15,33a 1,37b 2,61a 

5,0 87,78a 87,87b 11,33a 7,33c 2,53a 2,50a 

7,0 79,25b 82,03c 7,67b 7,00c 2,50a 1,47b 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 

Đối với các mẫu cấy lTCL, việc bổ sung 5,0 mg/L AgNPs cho tỉ lệ tái tạo chồi 

cao nhất (87,78%). Hơn nữa, số lượng chồi (11,33 chồi/mẫu) và chiều cao chồi (2,53 

cm) cao nhất cũng được ghi nhận ở NT 5,0 mg/L AgNPs (Bảng 3.1, Hình 3.5C). Đối 

với các mẫu cấy oTCL, tỉ lệ tái sinh chồi (100%), số chồi (15,33 chồi/mẫu) và chiều 

cao chồi (2,61 cm) cao nhất được ghi nhận trong NT bổ sung 3,0 mg/L AgNPs. Kết 

quả quan sát cũng cho thấy các mẫu cấy cảm ứng chồi sau 9 ngày nuôi cấy. Tuy 

nhiên, chồi được tái sinh từ các mẫu cấy oTCL cho thấy sự hình thành sơ khởi lá rõ 

ràng hơn so với các mẫu cấy lTCL (Hình 3.5A). Đồng thời, các chồi tái sinh có thể 

được quan sát rõ ràng trên bề mặt mẫu cấy oTCL sau 30 ngày nuôi cấy (Hình 3.5B). 

Ngoài ra, các rễ bất định cũng được quan sát thấy ở các mẫu cấy oTCL trong môi 

trường bổ sung 5 hoặc 7 mg/L AgNPs (Hình 3.5C). 
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Hình 3.5. Chồi tái sinh từ mẫu cấy lTCL và oTCL trong môi trường bổ sung AgNPs. 

A. Tái sinh chồi từ mẫu lTCL và oTCL sau 9 ngày nuôi cấy (Thước: 40 µm). B. Chồi 

hình thành từ bề mặt mẫu cấy oTCL sau 30 ngày nuôi cấy (Thước: 1 cm). C. Sự tái 

sinh chồi từ mẫu cấy lTCL và oTCL trong môi trường chứa AgNPs ở các nồng độ 

khác nhau sau 60 ngày nuôi cấy (Thước: 1 cm). Các mũi tên màu xanh chỉ vị trí của 

rễ bất định được hình thành từ mẫu cấy. Mô phân sinh ngọn (am - apical meristem), 

vùng mô phân sinh (mr - meristematic region), sơ khởi lá (lp - leaf primordia), mạch 

dẫn (vb - vascular bundle). 

Hieu và cộng sự (2022) cũng đã ghi nhận tỉ lệ tái sinh chồi cao (71,67%) của 

mẫu cấy lTCL đoạn thân in vitro của cây chanh dây vàng [138]. Trong nghiên cứu 

này, tỉ lệ tái sinh chồi cao (87,67%) cũng được quan sát thấy ở mẫu cấy lTCL từ lóng 

thân ex vitro. Hơn nữa, tỉ lệ tái sinh chồi (100%) được ghi nhận ở các mẫu cấy oTCL 
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cao hơn so với các mẫu cấy lTCL. Điều này có thể là do việc loại bỏ các vùng phân 

chia chậm và sự tiếp xúc trực tiếp của các vùng phân chia mạnh với môi trường nuôi 

cấy của các mẫu cấy oTCL. Các mẫu cấy oTCL được loại bỏ các tế bào ở vùng lõi và 

giữ lại chủ yếu các tế bào vùng nhu mô và tượng tầng. Do đó, khả năng tái sinh chồi 

của mẫu cấy oTCL cao hơn mẫu lTCL có thể là do khả năng tái sinh các các vùng tế 

bào này. Các phản ứng khác nhau của các vùng tế bào và các mô hình cắt mẫu cấy 

đối với các quá trình tái sinh thực vật cũng đã được báo cáo và phần nào được làm rõ 

trong một số nghiên cứu trước đây [96, 100, 106, 142]. Mặt khác, kết quả cũng cho 

thấy hiệu quả tái sinh chồi từ mẫu cấy lTCL và oTCL có thể được tăng cường đáng 

kể trong môi trường bổ sung các nồng độ AgNPs. Kết quả này tương tự với các báo 

cáo trước đó về khả năng tăng cường sự tái sinh chồi của AgNPs trong môi trường 

nuôi cấy của Swertia chirata [143] và Lavandula angustifolia [144]. 

Nhìn chung, đối với các mẫu cấy TCL từ lóng thân ex vitro, sự cảm ứng chồi 

tối ưu (70,37%) được quan sát tại các mẫu cấy tại vị trí lóng thân thứ 3. Tỉ lệ cảm ứng 

chồi của mẫu cấy tTCL và lTCL tại vị trí lóng thứ 3 khác biệt không đáng kể; tuy 

nhiên, số chồi ở mẫu cấy lTCL cao hơn đáng kể so với mẫu cấy tTCL. Các mẫu cấy 

oTCL cho tỉ lệ tái sinh chồi cao hơn so với mẫu cấy lTCL. Việc bổ sung AgNPs ở 

nồng độ thích hợp trong môi trường nuôi cấy cũng cải thiện đáng kể khả năng tái sinh 

chồi của cả mẫu cấy lTCL (5,0 mg/L AgNPs) và oTCL (3,0 mg/L AgNPs). 

3.1.2. Nghiên cứu phát sinh phôi soma từ mẫu cấy lá ex vitro  

3.1.2.1. Ảnh hưởng của 2,4-D và NAA đến sự phát sinh SE 

Kết quả cho thấy sự phát sinh SE từ mẫu cấy lá bị ảnh hưởng đáng kể bởi loại 

và nồng độ auxin bổ sung trong môi trường sau 60 ngày nuôi cấy (Bảng 3.2, Hình 

3.6). Các SE gián tiếp thông qua mô sẹo được ghi nhận ở nồng độ từ 1,0 đến 2,0 mg/L 

2,4-D. Trong đó, bổ sung 2,0 mg/L 2,4-D cho tỉ lệ phát sinh SE (25,93%) và số phôi 

trên mẫu cấy (8,00 phôi/mẫu) đạt cao nhất. Tuy nhiên, mẫu lá chỉ tạo ra mô sẹo khi 

tăng nồng độ 2,4-D trong môi trường nuôi cấy lên 3,0 và 4,0 mg/L. Mặt khác, việc 

bổ sung 1,0 - 3,0 mg/L NAA vào môi trường nuôi cấy đã thúc đẩy cảm ứng hình 

thành phôi trực tiếp trên bề mặt của mẫu cấy lá. Các mẫu lá được nuôi cấy trên môi 

trường bổ sung 2,0 mg/L NAA cho tỉ lệ phát sinh SE trực tiếp (33,33%) và số phôi 

trên một mẫu (8,33 phôi) cao hơn so với các nồng độ thí nghiệm khác. Kết quả cũng 



56 

  

cho thấy khi tăng nồng độ NAA lên 4,0 mg/L, chỉ có sự hình thành mô sẹo được ghi 

nhận. 

Bảng 3.2. Ảnh hưởng của 2,4-D hoặc NAA lên sự phát sinh SE từ mẫu cấy lá sau 60 

ngày nuôi cấy. 

2,4-D 

(mg/L) 

NAA 

(mg/L) 

Tỉ lệ cảm ứng 

SE (%) 

Số phôi 

/mẫu 
Mô tả 

0,0 0,0 0,00d* 0,00d Không cảm ứng 

1,0 0,0 14,81c 4,67b Cảm ứng mô sẹo sinh phôi 

2,0 0,0 25,93b 8,00a Cảm ứng mô sẹo sinh phôi 

3,0 0,0 0,00d 0,00d Chỉ cảm ứng mô sẹo 

4,0 0,0 0,00d 0,00d Chỉ cảm ứng mô sẹo 

0,0 1,0 18,52c 1,67c Cảm ứng phôi trực tiếp 

0,0 2,0 33,33a 8,33a Cảm ứng phôi trực tiếp 

0,0 3,0 14,81c 4,33b Cảm ứng phôi trực tiếp 

0,0 4,0 0,00d 0,00d Chỉ cảm ứng mô sẹo 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 

 

 

Hình 3.6. Cảm ứng SE từ mẫu cấy lá sau 60 ngày nuôi cấy. A. và C. Phôi hình thành 

gián tiếp. B. và D. Phôi hình thành trực tiếp. (Em) SE, (Fm) Vùng mô phân sinh, (Lt) 

Mô lá. (A, B: Thước 0,5 mm; C, D: Thước 40 µm). 
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Auxin đã được chứng minh là đóng vai trò thiết yếu trong quá trình phát sinh 

SE của nhiều loài thực vật. Chúng cần thiết cho sự phát triển phôi sớm trong các mô 

sinh dưỡng, sự biểu hiện của các gen liên quan đến quá trình tạo phôi và liên quan 

đến sự phân cực trong các tế bào hình thành SE [121]. Trong nghiên cứu hiện tại, SE 

từ mẫu lá của cây chanh dây tím bị ảnh hưởng đáng kể bởi loại và nồng độ auxin (2,4-

D và NAA). Sự phát sinh tối ưu của SE gián tiếp được ghi nhận tại 2,0 mg/L 2,4-D, 

trong khi việc bổ sung 2,0 mg/L NAA cho phát sinh SE trực tiếp. Vì vậy, có thể thấy 

rằng sự phát sinh SE ở mẫu lá chanh dây tím có thể hình thành theo hai con đường 

khác nhau và phụ thuộc đáng kể vào loại và nồng độ của auxin. 

3.1.2.2. Ảnh hưởng của AgNPs đối với quá trình phát sinh SE gián tiếp từ mẫu lá 

Các kết quả thí nghiệm trên chỉ ra rằng 2,0 mg/L 2,4-D cho thấy tác động thúc 

đẩy việc hình thành mô sẹo sinh phôi. Trong thí nghiệm này, các nồng độ khác nhau 

của AgNPs được bổ sung vào môi trường nuôi cấy có chứa 2,4-D nhằm tăng cường 

sự phát sinh SE gián tiếp từ các mẫu lá. Các kết quả ban đầu cho thấy sự phát sinh 

SE gián tiếp thông qua mô sẹo được tăng cường đáng kể trong môi trường bổ sung 

AgNPs sau 75 ngày nuôi cấy (Hình 3.7).  

Việc bổ sung AgNPs ở tất cả các nồng độ thí nghiệm cho tỉ lệ phát sinh SE và 

số lượng phôi trên mẫu cấy cao hơn so với đối chứng. Trong đó, môi trường nuôi cấy 

bổ sung kết hợp 2,0 mg/L 2,4-D và 2,0 mg/L AgNPs cho tỉ lệ cảm ứng SE (92,59%) 

và số phôi trên mẫu (31,67 phôi) tối ưu. Tuy nhiên, khi tăng nồng độ AgNPs lên 3,0 

mg/L, cả tỉ lệ cảm ứng SE và số lượng phôi trên mẫu cấy đều giảm đáng kể (Hình 

3.7A). Ngoài ra, sự hình thành mô sẹo sinh phôi và SE được quan sát thấy trên môi 

trường bổ sung AgNPs rõ ràng hơn so với môi trường đối chứng sau 15 ngày (Hình 

3.7B, C), 30 ngày (Hình 3.7D, E), và 75 ngày (Hình 3.7F, G). 
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Hình 3.7. Ảnh hưởng của AgNPs đối với sự phát sinh SE gián tiếp từ mẫu lá. A. Sự 

cảm ứng SE và số lượng SE trên mỗi mẫu cấy trong môi trường được bổ sung các 

nồng độ AgNPs khác nhau sau 75 ngày nuôi cấy. Sự phát sinh SE từ mẫu lá trên môi 

trường không bổ sung và bổ sung 2,0 mg/L AgNPs sau 15 ngày (B và C), 30 ngày (D 

và E) và 75 ngày (F và G) nuôi cấy (Thước: 1 mm). (p < 0,05, Duncan). 

Kết quả cũng cho thấy, các SE gián tiếp qua mô sẹo có các giai đoạn phát triển 

đầy đủ bao gồm phôi hình cầu, hình tim, hình ngư lôi và phôi có lá mầm. Hơn nữa, 

sự trưởng thành và chuyển đổi của SE được cải thiện đáng kể trên môi trường bổ sung 

AgNPs sau 75 ngày nuôi cấy. Khi xử lý với 2,0 mg/L AgNPs, số lượng phôi ở các 

giai đoạn tim, ngư lôi và lá mầm được cải thiện đáng kể. Ngược lại, số lượng phôi ở 

giai đoạn hình cầu cao hơn so với các giai đoạn khác đối với NT không bổ sung 

AgNPs (Hình 3.8). 
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Hình 3.8. Sự phát sinh SE gián tiếp từ mẫu cấy lá trên môi trường bổ sung 2,0 mg/L 

AgNPs sau 75 ngày nuôi cấy. A. Số lượng SE trung bình ở các giai đoạn phát triển 

khác nhau. B. Giai đoạn hình cầu. C. Giai đoạn hình tim. D. Giai đoạn hình ngư lôi. 

E. Giai đoạn lá mầm. (Thước: 0,5 mm). (p < 0,05; Duncan). 

 

Hình 3.9. Sự hình thành cây con từ SE có nguồn gốc từ mẫu cấy lá trong môi trường 

bổ sung AgNPs sau 120 ngày nuôi cấy. A. Tỉ lệ tạo cây con hoàn chỉnh từ SE trong 

môi trường bổ sung các nồng độ AgNPs khác nhau. B. Sự phát triển của cây con từ 

SE (Thước: 1 mm). (p < 0,05, Duncan). 
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Ngoài ra, các NT đều cho thấy khả năng hình thành cây con sau 120 ngày nuôi 

cấy. Việc bổ sung 2,0 mg/L 2,4-D kết hợp với các nồng độ của AgNPs đều cho số 

cây con hình thành từ phôi cao hơn đáng kể so với việc bổ sung đơn lẻ 2,4-D. Trong 

đó, bổ sung 2,0 mg/L 2,4-D kết hợp với 2,0 mg/L AgNPs cho số lượng cây con hình 

thành cao nhất (6,67 cây/mẫu) (Hình 3.9). 

Trong nuôi cấy mô thực vật, tác dụng tích cực của AgNPs đã được báo cáo ở 

nhiều khía cạnh khác nhau như khử trùng mẫu cấy, tăng cường nhân chồi, tăng sinh 

phôi, tăng trưởng cây con và kích thích sản xuất chất chuyển hóa thứ cấp [56-58, 

145]. Các cơ chế cơ bản của những tiềm năng này chủ yếu dựa trên các hạt kích thước 

nano của chúng, có thể dễ dàng vận chuyển và thâm nhập vào tế bào thực vật [56]. 

Ngoài ra, tác dụng của AgNPs đối với sự phát triển của thực vật được cho là có liên 

quan đến khả năng ức chế hoạt động ETH và sự tăng lên của các chất chống oxy hóa 

thường ghi nhận ở các cây được xử lý với AgNPs [146-148]. 

Trong các hệ thống tái sinh in vitro, ETH được tạo ra và ức chế sự hình thành 

mô sẹo và sự phát sinh SE ở nhiều loài thực vật như Linum usitatissimum [149], 

Leucojum aestivum [150], và Coffea canephora [151]. Do đó, tác dụng ức chế ETH 

của AgNPs có thể thuận lợi để thúc đẩy tái tạo mô sẹo và sự phát sinh SE. Xu hướng 

tương tự cũng được quan sát thấy ở nhiều loài thực vật. Ví dụ, việc bổ sung 5,0 mg/L 

AgNPs trong môi trường nuôi cấy đã thúc đẩy tần suất tạo mô sẹo và mô sẹo sinh 

phôi từ hạt trưởng thành của Oryza sativa [152]. Cường và cộng sự (2021) cũng báo 

cáo tác động tích cực của 1,6 mg/L AgNPs đối với sự phát sinh SE từ mô sẹo có 

nguồn gốc từ mẫu lá của Panax vietnamensis [58]. Trong nghiên cứu hiện tại ở cây 

chanh dây tím, các tác động tích cực của AgNPs đối với sự phát sinh SE có nguồn 

gốc từ mô sẹo từ các mẫu lá đã được ghi nhận. Cụ thể, việc bổ sung AgNPs vào môi 

trường nuôi cấy đã thúc đẩy đáng kể việc cảm ứng mô sẹo phát sinh phôi, tỉ lệ phát 

sinh và số lượng SE trên mẫu cấy. 

Ngoài ra, kết quả cũng chỉ ra rằng sự trưởng thành tốt hơn của SE đã được 

quan sát thấy trong môi trường có chứa AgNPs. Kết quả thí nghiệm trên cho thấy 2,4-

D là auxin thể hiện hiệu quả trong việc hình thành mô sẹo sinh phôi từ các mẫu lá của 

chanh dây tím. Tuy nhiên, sự tích lũy quá mức 2,4-D xảy ra bên trong phôi hình cầu 

đã được báo cáo là cản trở sự phân cực của tế bào và sự trưởng thành của phôi ở một 
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số thực vật [123]. Do đó, ảnh hưởng của AgNPs trong việc thúc đẩy sự trưởng thành 

của phôi trong nghiên cứu này đã mở ra một hướng nghiên cứu tiềm năng để tăng 

hiệu quả của sự phát sinh SE đối với chanh dây tím. Tác động này có thể liên quan 

đến sự thay đổi hàm lượng PGR và ETH trong mô thực vật dưới ảnh hưởng của 

AgNPs đã được quan sát thấy trong các báo cáo trước đây [152]. Hơn nữa, việc ngăn 

chặn các thụ thể liên quan đến sinh tổng hợp ETH bởi AgNPs đã thúc đẩy quá trình 

tổng hợp PA thông qua sự sẵn có của S-Adenosylmethionine [153, 154]. Do đó, sự 

trưởng thành của SE trong môi trường chứa AgNPs có thể liên quan đến sự gia tăng 

hàm lượng PA nội sinh, một yếu tố quan trọng trong sự trưởng thành của SE [95]. 

Ngược lại, sự tích lũy AgNPs quá mức cũng đã được báo cáo là gây ra một số tác 

động ức chế đối với sự sinh trưởng ở một số loài thực vật [155]. Sự xâm nhập quá 

mức của AgNPs vào mô thực vật có thể tạo ra các rào cản trong thành tế bào và các 

tác động bất lợi khác nhau do tăng sản xuất các oxygen phản ứng (ROS - Reactive 

Oxygen Species) [148]. Trong nghiên cứu này, việc bổ sung AgNPs ở nồng độ cao 

cũng làm giảm đáng kể tỉ lệ sự phát sinh SE ở chanh dây tím. 

Nhìn chung, sự phát sinh SE từ mẫu cấy lá cây chanh dây tím bị ảnh hưởng 

đáng kể bởi loại và nồng độ auxin. Sự phát sinh SE gián tiếp được ghi nhận tại 2,0 

mg/L 2,4-D, trong khi việc bổ sung 2,0 mg/L NAA cho phát sinh SE trực tiếp. Mặt 

khác, việc bổ sung AgNPs ở tất cả các nồng độ thí nghiệm cho tỉ lệ phát sinh SE cao 

hơn và số lượng phôi trên mẫu cấy cao hơn so với đối chứng. Trong đó, môi trường 

nuôi cấy bổ sung kết hợp 2,0 mg/L 2,4-D và 2,0 mg/L AgNPs cho tỉ lệ cảm ứng SE 

(92,59%), số phôi trên mỗi mẫu (31,67 phôi) và số lượng cây con hình thành (56,67 

cây/mẫu) đạt tối ưu.  

Như đã trình bày ở phần tổng quan, tái sinh chồi từ TCL và phát sinh SE là hai 

phương pháp tiềm năng để tái sinh thực vật trên cây chanh dây tím. Do đó, một số 

khảo sát hiện tại đối với hai quá trình này được thực hiện nhằm mục đích tạo ra nguồn 

mẫu cấy số lượng lớn cho các thí nghiệm ra hoa và bước đầu tạo quả in vitro. Trong 

nghiên cứu này, dựa trên hiệu quả tái sinh thực vật có thể thấy rằng sự tái sinh chồi 

từ các mẫu cấy oTCL cho hiệu quả cao hơn so với sự phát sinh SE về số lượng mẫu 

tạo thành cũng như thời gian trung bình của quá trình nuôi cấy. Đối với mẫu cấy 

oTCL, số chồi tái sinh trung bình sau 60 ngày nuôi cấy là 15,33 chồi/mẫu; trong khi 
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số phôi hình thành từ mẫu mảnh lá là trung bình 6,67 cây con từ phôi được tạo thành 

sau 120 ngày nuôi cấy. Vì vậy, các chồi tái sinh từ mẫu cấy oTCL được lựa chọn làm 

nguồn mẫu cấy khởi đầu cho các thí nghiệm sau. 

3.1.3. Ảnh hưởng của AgNPs đến quá trình nhân nhanh chồi 

Kết quả của các thí nghiệm trước cho thấy mẫu cấy oTCL cho hiệu quả tái sinh 

cao trong môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L BA; 1,0 mg/L NAA và 3,0 mg/L AgNPs. 

Trong thí nghiệm này, các chồi tái sinh từ môi trường này được thu nhận và tiếp tục 

được nhân nhanh nhằm mục đích tạo ra số chồi đủ lớn cho các thí nghiệm tiếp theo. 

Chen và cộng sự (2020) đã báo cáo rằng việc bổ sung 1,0 mg/L mT vào môi trường 

nuôi cấy cải thiện đáng kể chất lượng chồi trong quá trình vi nhân giống cây chanh 

dây “Tainung No.1” (Passiflora edulis Sims.). Trong nghiên cứu hiện tại, sự kết hợp 

giữa 1,0 mg/L mT và AgNPs ở nồng độ thích hợp cho thấy sự cải thiện đáng kể về 

sự nhân chồi của chanh dây tím (Hình 3.10). 

 

Hình 3.10. Ảnh hưởng của AgNPs đến hiệu quả nhân chồi trong môi trường bổ sung 

cố định 1,0 mg/L mT sau 60 ngày nuôi cấy. A. Ảnh hưởng của AgNPs đến số chồi 

trên mẫu và chiều cao chồi. B. Chồi trong môi trường không bổ sung AgNPs và bổ 

sung 5,0 mg/L AgNPs (Thước: 1 cm). C. Ảnh hưởng của AgNPs đến chỉ số SPAD ở 

lá.  
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Cụ thể, các chồi in vitro được tái sinh từ các mẫu cấy oTCL đã được thu nhận 

và nuôi cấy trong môi trường bổ sung cố định 1,0 mg/L mT và AgNPs ở các nồng độ 

khác nhau. Kết quả cho thấy việc bổ sung AgNPs trong môi trường nuôi cấy đã tăng 

cường đáng kể hiệu quả nhân chồi. NT bổ sung 5,0 mg/L AgNPs cho số lượng chồi 

(13,67 chồi/mẫu) và chiều cao chồi (4,43 cm) cao nhất (Hình 3.10A, B). Hơn nữa, 

việc bổ sung AgNPs trong môi trường nuôi cấy cũng làm tăng đáng kể chỉ số SPAD 

ở lá (33,93) so với đối chứng (22,18) (Hình 3.10C). 

Nhiều nghiên cứu cũng đã nhấn mạnh những tác động tích cực của AgNPs đối 

với sự phát triển của thực vật in vitro [56]. Một số báo cáo cho thấy các enzyme chống 

oxy hóa được kích hoạt khi các mẫu cấy được tiếp xúc với AgNPs, điều này có ảnh 

hưởng đến sự tăng sinh chồi, dẫn đến cải thiện việc sản xuất số lượng chồi trên mẫu 

cấy [143, 147]. Việc bổ sung AgNPs trong môi trường nuôi cấy cũng làm tăng sự 

hình thành chồi và trọng lượng tươi của chồi ở Lavandula angustifolia [144]. Ngan 

và cộng sự (2020) đã báo cáo rằng các chồi Rosa hybrida khi được nuôi cấy trong 

môi trường MS bổ sung AgNPs (2,0 mg/L) cho thấy hàm lượng diệp lục và chiều cao 

chồi tăng đáng kể. Tuy nhiên, việc bổ sung AgNPs không hoàn toàn có lợi cho sự 

nhân chồi ở thực vật. Ví dụ, sự tăng trưởng chồi ở Phalaenopsis amabilis đã giảm 

đáng kể khi sử dụng AgNPs ở nồng độ cao [155]. Một xu hướng tương tự đã được 

quan sát thấy trong thí nghiệm hiện tại, việc bổ sung 7,0 mg/L AgNPs trong môi 

trường nuôi cấy đã làm giảm số lượng chồi trên mẫu và chỉ số SPAD ở lá.  

Nhìn chung, trong thí nghiệm này, các tác động tích cực của AgNPs một lần 

nữa được chứng minh đối với quá trình nhân nhanh chồi của cây chanh dây tím nuôi 

cấy in vitro. Như vậy, các kết quả chỉ ra rằng sự nhân nhanh của các chồi tái sinh từ 

mẫu cấy oTCL có nguồn gốc từ lóng thân ex vitro được cải thiện đáng kể. Do đó, môi 

trường MS bổ sung 1 mg/L mT và 5,0 mg/L AgNPs được sử dụng cho quá trình nhân 

nhanh chồi để tạo ra số lượng lớn các chồi cho các thí nghiệm ra hoa và tạo quả. 
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3.2. Nội dung 2: Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố đến quá trình ra hoa và 

bước đầu tạo quả của cây chanh dây tím trong điều kiện nuôi cấy in vitro 

Dựa vào các kết quả ở Nội dung 1, các chồi tái sinh từ các mẫu cấy oTCL được 

nhân nhanh trong môi trường nhân nhanh chồi thích hợp (môi trường MS bổ sung 1 

mg/L mT và 5 mg/L AgNPs). Sau đó, các chồi tái sinh (1 cm) được chuyển sang nuôi 

cấy trong cảm ứng ra rễ (môi trường MS chứa 2,5 mg/L IBA) trong vòng 60 ngày để 

tạo cây hoàn chỉnh. Tiếp theo, các ngọn chồi được thu nhận từ các chồi này với độ 

dài khoảng 1,5 cm (bao gồm 1 đỉnh chồi và 3 lá) được sử dụng để làm nguồn mẫu 

cấy cho các thí nghiệm ra hoa và tạo quả in vitro. 

3.2.1. Ảnh hưởng của một số PGR ngoại sinh đến quá trình ra hoa in vitro 

3.2.1.1. Ảnh hưởng của GA3 đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro  

Trong môi trường bổ sung GA3, sự sinh trưởng của chồi chanh dây tím được 

tăng cường đáng kể tại nồng độ thích hợp (Bảng 3.3, Hình 3.11). Chiều cao của các 

chồi nuôi cấy trong môi trường bổ sung GA3 ở nồng độ 1,0 mg/L và 1,5 mg/L (6,33 

cm và 7,10 cm, tương ứng) cao hơn đáng kể so với đối chứng (2,07 cm). Ngoài ra, số 

lá trên chồi đạt cao nhất trong môi trường bổ sung 1,0 mg/L GA3 (10,33 lá/chồi). Chỉ 

số SPAD ở lá giảm đáng kể trong môi trường bổ sung 2,0 và 3,0 mg/L GA3 (24,38 

và 24,04) so với đối chứng (27,12). Mặt khác, các nồng độ GA3 bổ sung không kích 

thích sự ra hoa in vitro ở cây chanh dây tím. 

Bảng 3.3 Ảnh hưởng của GA3 đến sự sinh trưởng của chồi chanh dây sau 60 ngày 

nuôi cấy. 

GA3 

(mg/L) 

Chiều cao chồi 

(cm) 
Số lá /chồi SPAD 

0 2,07c* 6,67c 27,12a 

1,0 6,33a 10,33a 26,85a 

1,5 7,10a 8,33b 26,93a 

2,0 3,90b 7,00bc 24,38b 

3,0 4,07b 7,67bc 24,04b 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 



65 

  

Nhìn chung, kết quả ban đầu cho thấy, việc bổ sung GA3 trong môi trường 

nuôi cấy đã cải thiện đáng kể chiều cao chồi và số lá trên chồi nhưng không gây ra 

sự ra hoa in vitro đối với cây chanh dây tím trong giới hạn của thí nghiệm. Gibberellin 

(GAs) được coi là tín hiệu gây ra sự kéo dài thân, rút ngắn thời gian của giai đoạn 

non và ra hoa ở thực vật. GAs đóng một vai trò quan trọng trong việc thúc đẩy ra hoa 

ở nhiều loài thực vật ngoài tự nhiên như Arabidopsis thaliana, Henckelia 

humboldtianus, Helleborus niger, Lolium temulentum và Iris nigricans [156]. GAs 

thúc đẩy sự ra hoa và hình thành hoa ở cây ngày dài và cây hai năm trong điều kiện 

không thích hợp để ra hoa (như điều kiện ngày ngắn hoặc cây cần trải qua thọ hàn). 

Ngược lại, GAs thường được ghi nhận đã ức chế sự ra hoa đối với một số cây lâu 

năm [157]. Điều này cho thấy rằng ảnh hưởng của GAs lên sự ra hoa ở các loài thực 

vật khác nhau là không giống nhau. 

 

Hình 3.11. Chồi chanh dây tím nuôi cấy trên các môi trường bổ sung GA3 ở các nồng 

độ khác nhau sau 60 ngày nuôi cấy (Thước: 1 cm). 

Trong điều kiện in vitro, các ảnh hưởng khác nhau của GAs đến sự ra hoa in 

vitro ở các loài thực vật đã được ghi nhận. Các ngọn chồi từ cây con in vitro 2 tháng 

tuổi của cây Ocimum basilicum L. được chuyển sang môi trường MS bổ sung 1,0 

mg/L GA3 đều ghi nhận sự ra hoa in vitro [9]. Cây Lavandula heterophylla ra hoa 

trong môi trường nuôi cấy bổ sung GA3 ở điều kiện nhiệt độ thấp nhưng bị ngăn chặn 

ở điều kiện nhiệt độ cao [156]. Sự gia tăng hàm lượng GAs, đi kèm với sự hình thành 

mầm hoa trong cây Bryophyllum daigremontianum khi được chuyển từ điều kiện 

ngày dài sang điều kiện ngày ngắn [156]. Qua đó, có thể thấy rằng tác động của GA3 

đối với ra hoa in vitro còn phụ thuộc vào nhiều yếu tố như liều lượng bổ sung, loài 

thực vật và điều kiện nuôi cấy. Trong nghiên cứu này, việc bổ sung GA3 ở nồng độ 

thích hợp trong môi trường nuôi cấy đã làm tăng chiều cao, số lá của chồi chanh dây 
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tím. Tuy nhiên, kết quả ban đầu cho thấy sự cảm ứng ra hoa in vitro ở cây chanh dây 

tím không được ghi nhận trong môi trường bổ sung GA3 đơn lẻ trong giới hạn của thí 

nghiệm (Hình 3.11). Do đó, tác động của GA3 đối với sự ra hoa của cây chanh dây 

tím cần được khảo sát ở nhiều khía cạnh khác trong những nghiên cứu tiếp theo. 

3.2.1.2. Ảnh hưởng của ABA đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro 

Kết quả ghi nhận ở Bảng 3.4 cho thấy sự sinh trưởng của các chồi bị suy giảm 

trong môi trường bổ sung ABA. Chiều cao của các chồi nuôi cấy trong môi trường 

bổ sung ABA ở nồng độ 2,0 mg/L (1,80 cm) và 3,0 mg/L (1,73 cm) thấp hơn đáng 

kể so với đối chứng (2,07 cm). Số lá trên chồi giảm đáng kể trong môi trường bổ sung 

1,5 - 3,0 mg/L ABA, trong đó, số lá trên chồi giảm một nửa trong môi trường bổ sung 

3,0 mg/L ABA (3,33 lá/chồi) so với đối chứng (6,67 lá/chồi). Kết quả cũng cho thấy 

chỉ số SPAD ở lá cũng giảm đáng kể trong môi trường bổ sung 1,5 - 3,0 mg/L ABA 

so với đối chứng. Tại nồng độ thí nghiệm cao nhất là 3,0 mg/L ABA, chỉ số SPAD 

được ghi nhận thấp nhất (23,21) và thấp hơn đáng kể so với đối chứng (27,12). Đồng 

thời, tất cả các NT bổ sung ABA đều ghi nhận hiện tượng rụng lá sau 60 ngày nuôi 

cấy (Hình 3.12A). Mặt khác, các chồi trong môi trường bổ sung ABA không ghi nhận 

sự ra hoa in vitro sau 60 ngày nuôi cấy và các lá có hiện tượng giảm diệp lục tố và 

rụng sau 90 ngày nuôi cấy (Hình 3.12B). 

Bảng 3.4 Ảnh hưởng của ABA đến sự sinh trưởng của chồi chanh dây tím sau 60 

ngày nuôi cấy. 

ABA  

(mg/L) 

Chiều cao chồi  

(cm) 
Số lá /chồi SPAD 

0 2,07a* 6,67a 27,12a 

1,0 2,10a 6,00ab 27,42a 

1,5 1,97ab 4,67bc 25,29b 

2,0 1,80b 4,00c 25,40b 

3,0 1,73b 3,33c 23,21c 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 
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Hình 3.12. Chồi chanh dây nuôi cấy trên các môi trường bổ sung ABA ở các nồng 

độ khác nhau. A. Sau 60 ngày nuôi cấy. B. Sau 90 ngày nuôi cấy. (Thước: 1 cm). 

ABA là một trong những hormone thực vật quan trọng, chủ yếu gây ra trạng 

thái ngủ của hạt và chồi, làm chậm quá trình nảy mầm của hạt, kìm hãm sự phát triển 

của cây con và tăng cường khả năng chống chịu stress phi sinh học của thực vật. ABA 

và GAs có vai trò đối lập trong điều hòa một số quá trình sinh học, bao gồm cả việc 

kiểm soát thời gian ra hoa [41]. Tác động tích cực và tiêu cực của ABA đối với quá 

trình phân hoá mầm hoa đã được báo cáo ở nhiều loài thực vật. Chẳng hạn, ở cây 

Arabidopsis, ABA được chứng minh đã tham gia vào việc kiểm soát quá trình chuyển 

đổi hình thành mầm hoa. Trong lá, tín hiệu ABA ảnh hưởng đến sự biểu hiện của các 

gen tham gia vào quá trình điều hoà sự ra hoa, chẳng hạn gen FT ở đỉnh chồi. Ngược 

lại, nồng độ ABA quá cao làm tăng biểu hiện của gen FLC gây ra hoa muộn trong 

điều kiện ngày ngắn [42].  

Sự ra hoa in vitro ở cây Lycopersicon esculentum được ghi nhận ở chồi tái sinh 

từ mô sẹo của mẫu lá trong môi trường nuôi cấy bổ sung 1,0 mg/L ABA [73]. Ở cây 

Vigna aconitifolia, bổ sung ABA và proline riêng lẻ hoặc kết hợp đều ảnh hưởng đến 

số ngày ra hoa, số hoa trên cây, số quả trên cây và hạt trên quả; trong đó, tần suất cây 
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ra hoa đạt 100% ở 1,0 và 3,0 µM ABA và 800 µM proline [158]. Trong nghiên cứu 

này, kết quả ban đầu cho thấy sự cảm ứng ra hoa in vitro ở cây chanh dây tím không 

được ghi nhận trong môi trường bổ sung ABA đơn lẻ trong khuôn khổ của thí nghiệm. 

Vì vậy, có thể thấy rằng sự ra hoa in vitro dưới tác động của ABA phụ thuộc đáng kể 

vào loài thực vật cũng như nồng độ bổ sung.  

Nhìn chung, việc bổ sung ABA hoặc GA3 trong môi trường nuôi cấy tác động 

đáng kể đến sự sinh trưởng của chồi chanh dây tím thông qua các chỉ tiêu về chiều 

cao cây, số lá và chỉ số SPAD ở lá. Tuy nhiên, sự ra hoa in vitro không được ghi nhận 

trong môi trường bổ sung đơn lẻ ABA hoặc GA3 tại các nồng độ bổ sung (1,0 – 3,0 

mg/L) trong phạm vi của thí nghiệm.  

Các PGR khác như nhóm auxin, cytokinin, GA3, ABA thường được sử dụng 

để kích thích sự ra hoa trên nhiều loài thực vật in vitro. Đối với chanh dây tím, các 

nhóm auxin và cytokinin ở nhiều loại và nồng độ khác nhau đã được sử dụng trong 

quá trình nuôi cấy các chồi nhằm mục đích tạo chồi và trong giai đoạn ra rễ in vitro 

[134]. Tuy nhiên, chưa có báo cáo nào về sự ra hoa in vitro được ghi nhận khi sử 

dụng các nhóm chất này. Trong thí nghiệm hiện tại, dựa vào các kết quả có thể thấy 

rằng việc bổ sung hai PGR khác là GA3 và ABA đơn lẻ cũng không kích thích sự ra 

hoa in vitro ở cây chanh dây tím.  

Trong quá trình ra hoa, một số PGR đóng vai trò quan trọng và tương tác với 

nhau ảnh hưởng đến thời gian và sự điều hòa của quá trình ra hoa. Sự tương tác giữa 

các hormone này rất phức tạp và thường tạo thành mạng lưới phức tạp. Sự cân bằng 

và tương tác giữa các hormone này rất quan trọng đối với việc xác định thời điểm ra 

hoa và sự phát triển của hoa. Một loại hormone có thể điều chỉnh tích cực sự ra hoa, 

trong khi một loại hormone khác có thể ức chế nó. Kết quả được xác định bởi sự cân 

bằng và tương tác của các tín hiệu này. Chẳng hạn, GAs gây ra sự phân hủy các 

protein ức chế auxin, thúc đẩy sự ra hoa. Auxin cũng có thể điều chỉnh quá trình sinh 

tổng hợp và vận chuyển GAs. Cytokinin có thể đối kháng GAs bằng cách kích hoạt 

các protein ức chế và ức chế đường truyền tín hiệu GAs. ABA có thể ức chế quá trình 

sinh tổng hợp và truyền tín hiệu GAs, từ đó tác động đến quá trình ra hoa. Tương tác 

chéo không chỉ giới hạn ở các tương tác theo cặp mà có thể bởi nhiều PGR được kết 

nối với nhau để điều chỉnh các tín hiệu chung [159]. Vì vậy, bước đầu có thể thấy 
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rằng việc bổ sung GA3 và ABA đơn lẻ tại các nồng độ thí nghiệm chưa đạt sự cân 

bằng để kích thích sự ra hoa ở chồi cây chanh dây tím in vitro. 

3.2.2. Ảnh hưởng của bạc và coban đến quá trình ra hoa và tạo quả in vitro  

3.2.2.1. Ảnh hưởng của AgNO3 đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro 

Kết quả ghi nhận ở Bảng 3.5 và Hình 3.13 cho thấy rằng, sự sinh trưởng của 

chồi chanh dây tím được tăng cường trong môi trường bổ sung AgNO3 tại nồng độ 

thích hợp sau 60 ngày nuôi cấy. Trong đó, bổ sung AgNO3 ở nồng độ từ 7,0 và 9,0 

mg/L cho chiều cao chồi (7,73 và 7,07 cm) và số lá trên chồi (11,67 và 15,33 lá/chồi) 

cao hơn đáng kể so với NT đối chứng (2,07 cm và 6,67 lá/chồi, tương ứng). Ngoài 

ra, kết quả cũng cho thấy chỉ số SPAD được cải thiện trong môi trường bổ sung 3,0 - 

7,0 mg/L AgNO3. Tuy nhiên, kết quả ban đầu cho thấy, sự ra hoa in vitro không được 

ghi nhận đối với chồi chanh dây tím trong ở các nồng độ AgNO3 đơn lẻ trong giới 

hạn của thí nghiệm.  

Bảng 3.5 Ảnh hưởng của AgNO3 đến sự sinh trưởng của chồi sau 60 ngày nuôi cấy. 

AgNO3 

(mg/L) 

Chiều cao chồi 

(cm) 
Số lá/chồi SPAD 

0 2,07d* 6,67cd 27,12b 

1,0 3,53c 6,33d 26,91b 

3,0 5,90b 8,33c 29,40a 

5,0 5,63b 7,67cd 30,01a 

7,0 7,73a 11,67b 29,57a 

9,0 7,07a 15,33a 28,45ab 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 
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Hình 3.13. Chồi chanh dây phát triển trong môi trường bổ sung AgNO3 ở các nồng 

độ khác nhau sau 60 ngày nuôi cấy. (Thước: 1 cm). 

Các ion bạc, chẳng hạn như AgNO3, đóng vai trò quan trọng trong việc ảnh 

hưởng đến quá trình phát sinh SE, phát sinh chồi và sự hình thành rễ ở một số loài 

cây trồng [160]. AgNO3 cũng được cho là có ảnh hưởng đến quá trình ra hoa in vitro 

ở một số loài thực vật. Việc bổ sung AgNO3 ngoại sinh trong môi trường MS đã ảnh 

hưởng tích cực đến sự ra hoa in vitro trên cây Capsicum frutescens. Các hoa in vitro 

được ghi nhận sau 25 ngày trong môi trường bổ sung AgNO3 ở nồng độ 40 µM [50]. 

Tuổi thọ hoa in vitro của Dianthus chinensis cũng được cải thiện trong môi trường 

bổ sung AgNO3 [11]. Việc bổ sung AgNO3 kết hợp với thay đổi chu kỳ sáng đã thúc 

đẩy sự ra hoa in vitro với tần số cao ở Oldenlandia herbacea (L.) Roxb. [161]. 

Bạc ở dạng ion được biết đến là chất ức chế hiệu quả hoạt động của ETH và 

tham gia vào các phản ứng tạo hoa [50, 146, 162]. ETH có thể liên quan trực tiếp 

hoặc gián tiếp đến quá trình ra hoa ở những loài thực vật nhạy cảm với ETH. Ngoài 

ra, việc ngăn chặn các thụ thể liên quan đến sinh tổng hợp ETH có thể dẫn đến tổng 

hợp PA (một yếu tố quan trọng trong việc ra hoa ở nhiều loài thực vật) do sự sẵn có 

của S-adenosyl methionine [153]. Do đó, việc bổ sung ion bạc có thể tác động đến 

hàm lượng ETH và PA, từ đó tác động đến quá trình ra hoa ở thực vật [11, 154]. Mặt 

khác, thực vật phản ứng khác nhau với AgNO3 trong quá trình cảm ứng ra hoa. Chẳng 

hạn, cây Rosa indica ra hoa in vitro ở nồng độ 50 mg/L AgNO3; trong khi ở cây Rosa 

× hybrida, sự ra hoa in vitro được ghi nhận ở nồng độ thấp hơn đáng kể (2 mg/L) 

[163]. Bên cạnh đó, giai đoạn ra hoa và phát triển hoa có những yêu cầu khác nhau, 

nguyên nhân là do sự biểu hiện gen khác biệt giữa các loài thực vật. Trong nghiên 

cứu hiện tại, có thể thấy rằng việc bổ sung AgNO3 trong giới hạn của thí nghiệm 

không kích thích sự ra hoa từ chồi in vitro của cây chanh dây tím. 
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3.2.2.2. Ảnh hưởng của AgNPs đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro 

Sau 60 ngày nuôi cấy, kết quả ghi nhận cho thấy sự sinh trưởng của các chồi 

chanh dây tím được tăng cường đáng kể trong môi trường nuôi cấy bổ sung AgNPs 

tại nồng độ thích hợp. Chiều cao chồi cao nhất (7,50 cm) được ghi nhận ở nồng độ 

7,0 mg/L AgNPs và cao hơn đáng kể so với đối chứng (2,07 cm). NT bổ sung 3,0 

mg/L AgNPs làm tăng đáng kể số lá (13,33 lá/chồi) và chỉ số SPAD (30,12) so với 

đối chứng (6,67 lá/chồi và 27,12; tương ứng). Tuy nhiên, chỉ số SPAD giảm đáng kể 

khi tăng nồng độ AgNPs bổ sung lên 7,0 và 9,0 mg/L so với đối chứng (Bảng 3.6). 

Bảng 3.6 Ảnh hưởng của AgNPs đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro của chồi sau 

60 ngày nuôi cấy. 

AgNPs 

(mg/L) 

Chiều cao chồi 

(cm) 

Số lá 

/chồi 
SPAD 

Tỉ lệ ra hoa 

(%) 

Số nụ hoa 

/chồi 

0 2,07e* 6,67d 27,12bc 0,00e - 

1,0 3,50d 10,67c 28,40ab 0,00e - 

3,0 7,23a 13,33ab 30,12a 11,58d 0,67c 

5,0 6,27c 10,67c 25,68cd 23,60c 1,00b 

7,0 7,50a 12,00bc 24,73d 51,72a 2,33a 

9,0 6,77b 14,67a 24,00d 38,20b 1,33b 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 

Mặt khác, sự ra hoa in vitro đã được quan sát thấy ở các chồi được nuôi cấy 

trong môi trường bổ sung từ 3,0 đến 9,0 mg/L AgNPs với tỉ lệ ra hoa dao động từ 

11,58% đến 51,72% sau 60 ngày nuôi cấy (Bảng 3.6, Hình 3.14A). Trong đó, các 

chồi được nuôi cấy trong môi trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs cho tỉ lệ ra hoa 

(51,72%) và số hoa (2,33 hoa/chồi) cao nhất. Tỉ lệ ra hoa và số hoa giảm đáng kể khi 

tăng nồng độ AgNPs bổ sung trong môi trường nuôi cấy lên 9,0 mg/L (38,20% và 

1,33 hoa/chồi, tương ứng). 
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Hình 3.14. Ảnh hưởng của AgNPs đến sự ra hoa in vitro, sự thay đổi hormone nội 

sinh của chồi và sự tích luỹ ETH sau 60 ngày nuôi cấy. A. Sự ra hoa in vitro trong 

môi trường bổ sung AgNPs ở các nồng độ khác nhau (Thước: 1 cm). B. Hàm lượng 

GAs, ABA, melatonin tích luỹ trong chồi và hàm lượng ETH tích luỹ trong bình nuôi 

cấy ở nghiệm thức bổ sung 7,0 mg/L AgNPs và đối chứng. 

Kết quả phân tích cho thấy rằng các chồi trong môi trường chứa 7,0 mg/L 

AgNPs cho thấy hàm lượng GAs (94,146 µg/g) và ABA (1,498 µg/g) nội sinh thấp 

hơn đáng kể so với đối chứng (141,354 µg/g và 2,006 µg/g, tương ứng) sau 60 ngày 

nuôi cấy (Hình 3.14B). Tương tự, Yan và cộng sự (2019) cũng đã báo cáo rằng hàm 

lượng GAs và ABA của cây ra hoa giảm đáng kể so với các cây không ra hoa ở cây 

Glycyrrhiza uralensis; ngoài ra, hàm lượng cao của GAs và ABA cũng được đề xuất 

là tỉ lệ thuận với tốc độ rụng hoa và quả ở cây này [159].  
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Kết quả cũng cho thấy hàm lượng melatonin trong các chồi được nuôi cấy 

trong NT bổ sung 7,0 mg/L AgNPs (0,229 µg/g) cũng thấp hơn đáng kể so với đối 

chứng (0,383 µg/g) (Hình 3.14B). Ở nhiều loài thực vật, melatonin chủ yếu tham gia 

vào quá trình đáp ứng các stress, nhưng nó cũng liên quan đến sự nảy mầm, tăng 

trưởng thực vật, hình thành rễ và là một tác nhân bảo vệ giúp cải thiện các chức năng 

quan trọng ở thực vật [164]. Hàm lượng melatonin cũng đã được báo cáo ảnh hưởng 

đến các giai đoạn phát triển khác nhau của hoa [164, 165]. Đối với giai đoạn cảm ứng 

ra hoa, hàm lượng melatonin cao cũng được báo cáo đã ức chế sự ra hoa ở 

Chenopodium rubrum [166] và Arabidopsis thaliana [164]. 

Ngoài ra, hàm lượng ETH tích luỹ trong bình nuôi cấy tại NT bổ sung 7,0 

mg/L AgNPs (0,1262 ppm) được ghi nhận cao hơn so với NT không bổ sung AgNPs 

(0,0696 ppm) (Hình 3.14B). Điều này trái ngược với khả năng ngăn chặn ETR trong 

bình nuôi cấy của AgNPs đã được báo cáo. Tuy nhiên, sự tích tụ ETH cao hơn có thể 

là do nồng độ cao của AgNPs bổ sung và giai đoạn sinh lý của thực vật. Ngan và cộng 

sự (2019) cũng đã báo cáo về sự gia tăng khí ETH trong bình nuôi cấy các cây con 

Rosa hybrida khi bổ sung AgNPs ở nồng độ cao (7,0 mg/L). Tương tự, Cuong và 

cộng sự (2021) cũng báo cáo về sự gia tăng đáng kể của khí ETH tích tụ trong bình 

nuôi cấy cây con Panax vietnamensis khi bổ sung AgNPs ở nồng độ từ 1,6 - 2,0 mg/L 

[58]. Do đó, hiệu quả ngăn chặn ETH còn tuỳ thuộc vào nồng độ NPs bổ sung và loài 

thực vật.  

Mặt khác, sự phản ứng với ETH ở mỗi loài thực vật là khác nhau và phụ thuộc 

lớn vào nồng độ. Chẳng hạn, nghiên cứu của Prameswara và cộng sự (2009) cho thấy 

rằng sự tiếp xúc của cây con Ptilotus nobilis với khí ETH ở mức 100 mg/L làm tăng 

đáng kể số chồi và chiều cao cây nhưng điều này không xảy ra đối với cây con của 

Ptilotus spicatus [167]. Ở một số loài, ETH có vai trò kích thích sự ra hoa; còn trên 

đa số các loài thực vật khác, ETH lại gây ức chế sự ra hoa [2]. Hơn nữa, sự khác biệt 

ETH có thể một phần là do sự khác biệt giai đoạn giữa các chồi có hoa và không hoa, 

do đó, trong nghiên cứu này khó có thể khẳng định hàm lượng ETH tăng lên là do tác 

động của AgNPs và lượng ETH này có ảnh hưởng đến quá trình cảm ứng ra hoa. Vì 

vậy, sự tích tụ ETH và tác động của chúng đối với sự ra hoa in vitro của cây chanh 

dây tím cần được khảo sát làm rõ trong những nghiên cứu tiếp theo.  
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Trong nghiên cứu hiện tại, sự ra hoa in vitro của cây chanh dây tím lần đầu 

tiên được ghi nhận từ các mẫu cấy chồi trong môi trường bổ sung AgNPs. Trong nuôi 

cấy mô thực vật, bạc thường được sử dụng dưới dạng AgNO3 hoặc Ag2O3S2; nhưng 

Ag2O3S2 được báo cáo có tính di động cao hơn so với AgNO3 [168]. Ở Capsicum, 

Ag2O3S2 tỏ ra hiệu quả hơn AgNO3 trong việc tăng cường ra hoa in vitro [2]. Mặt 

khác, AgNPs có kích thước từ 1 đến 100 nm với tính di động cao và thể hiện các đặc 

tính vật lý, hóa học và sinh học độc đáo [56] được kỳ vọng có tiềm năng lớn trong sự 

phát triển của cây trồng cũng như quá trình ra hoa của thực vật [160]. Ngan và cộng 

sự (2019) cũng đã báo cáo về sự ra hoa in vitro từ các chồi 1,5 cm của cây Rosa 

hybrida được nuôi cấy trên môi trường ½ MS bổ sung 5 mg/L AgNPs sau 4 tuần nuôi 

cấy [169]. Ở cây Dendrocalamus strictus, việc bổ sung AgNPs ở nồng độ 6,0 mg/L 

đã kích thích đáng kể sự ra hoa trong điều kiện in vitro [61]. Kết quả nghiên cứu hiện 

tại cũng cho thấy môi trường nuôi cấy bổ sung AgNPs ảnh hưởng tích cực đến sự ra 

hoa in vitro ở cây chanh dây tím. 

Tương tự với AgNO3, các tác động tương tự đối với thực vật cũng được báo 

cáo đối với bạc ở dạng các hạt nano. AgNPs được báo cáo là có ảnh hưởng đến hoạt 

động ETH trên nhiều loài thực vật. Hơn nữa, sự tổng hợp PA, một yếu tố liên quan 

đến nhiều giai đoạn của quá trình ra hoa ở thực vật, có thể được tăng cường dựa trên 

ảnh hưởng của AgNPs [153]. Cả ETH và PA đều đã được báo cáo là có tác động đáng 

kể đến sự ra hoa ở thực vật. Mặt khác, AgNPs cũng có thể ảnh hưởng đến thực vật 

thông qua các quá trình khác nhau. Một số tác động phổ biến dựa trên việc sản xuất 

ROS và can thiệp vào cơ chế oxy hóa đã được báo cáo ở một số loài thực vật tiếp xúc 

với AgNPs [170]. Dưới tác động của ROS, cơ chế chống oxy hóa bao gồm sản xuất 

các phân tử enzyme và coenzyme được kích hoạt. Việc sản xuất các phân tử chống 

oxy hóa ảnh hưởng đáng kể đến sự sinh trưởng và phát triển của thực vật [171]. Cơ 

chế sản xuất ROS và chống oxy hóa có liên quan chặt chẽ đến phản ứng stress và làm 

thay đổi đáng kể quá trình ra hoa ở thực vật. AgNPs cũng có thể điều chỉnh nồng độ 

và đường truyền tín hiệu của các chất điều hòa sinh trưởng, từ đó thúc đẩy sự ra hoa 

in vitro [61]. Ngoài ra, sự tương tác giữa ROS và tín hiệu hormone nội sinh tham gia 

vào quá trình phối hợp các phản ứng thích nghi của thực vật [172]. Những thay đổi 

về hàm lượng các hormone nội sinh như auxin, cytokinin, GAs và ABA đã được ghi 
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nhận ở một số loài thực vật tiếp xúc với AgNPs [152, 173]. Điều này cho thấy AgNPs 

có thể ảnh hưởng đến sự cân bằng hormone nội sinh, từ đó có thể ảnh hưởng đến quá 

trình sinh trưởng và ra hoa ở thực vật. Ngoài ra, Salachna và cộng sự (2019) đã báo 

cáo rằng AgNPs có liên quan đến điều chỉnh việc kích hoạt các gen thiết yếu tham 

gia vào quá trình cảm ứng ra hoa, đẩy nhanh quá trình chuyển đổi từ giai đoạn sinh 

dưỡng sang giai đoạn sinh sản ở thực vật in vitro [60]. Vì vậy, có thể thấy rằng AgNPs 

có thể tác động đến quá trình ra hoa in vitro thông qua tương tác với nhiều yếu tố. 

Tuy nhiên, cơ chế chính xác của sự ra hoa in vitro của cây chanh dây tím dưới tác 

động của AgNPs cần được nghiên cứu để làm rõ trong các nghiên cứu sâu hơn. 

Sự hình thành chồi hoa in vitro trong môi trường bổ sung AgNPs 

 

Hình 3.15. Sự hình thành và phát triển của chồi hoa in vitro trong môi trường bổ sung 

7,0 mg/L AgNPs. A. Vị trí hình thành các chồi hoa in vitro. B. Chồi sinh dưỡng phát 

triển khi chồi hoa không hình thành. C. Sự hình thành chồi hoa ở ngọn chồi sau 45 

ngày nuôi cấy. D. và E. Sự hình thành chồi hoa ở đốt thân sau 45 ngày nuôi cấy (1 - 

vị trí thân, 2 - vị trí vảy, 3 - vị trí lá, 4 - vị trí chồi sinh dưỡng, 5 - vị trí chồi hoa). 

(Thước 1 cm). (Mũi tên đỏ chỉ vị trí của chồi hoa).  
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Một số ghi nhận ở nghiên cứu này cũng tiết lộ một số đặc điểm của quá trình 

hình thành chồi hoa dưới tác động của AgNPs. Kết quả quan sát cho thấy các chồi 

hoa được cảm ứng tại vị trí dưới nách lá ở các đốt gần với ngọn chồi. Ở chồi không 

cảm ứng ra hoa, các chồi sinh dưỡng thường được hình thành phát triển ở các đốt 

thân (Hình 3.15). Tại thời điểm sau 40 - 45 ngày nuôi cấy trong điều kiện in vitro, kết 

quả giải phẫu cho thấy sự chuyển đổi rõ rệt từ chồi sinh dưỡng sang chồi hoa trong 

môi trường nuôi cấy bổ sung 7,0 mg/L AgNPs. Các chồi hoa có đỉnh sinh trưởng mở 

rộng, phình to lên theo dạng hình vòm và hình thành sơ khởi hoa (Hình 3.16 và 3.17).  

 

 

Hình 3.16. Sự chuyển đổi từ chồi sinh dưỡng sang chồi sinh sản sau 40 - 45 ngày 

nuôi cấy. A. Chồi sinh dưỡng. B. Chồi hoa. (Thước: 40 µm). 

Trong giai đoạn sinh dưỡng, SAM thúc đẩy sự hình thành liên tục của lá và thân 

(bao gồm các đốt và lóng), với sự phát triển của lá là dấu hiệu đặc trưng của giai đoạn 

này. Sự điều hòa của sự phân hóa lá và hình thái lá phức tạp tiếp theo sẽ hình thành 

nên hình dạng của cây trong giai đoạn sinh dưỡng. Khi bắt đầu giai đoạn chuyển đổi 

từ sinh dưỡng sang sinh sản, SAM thay đổi bản sắc sinh dưỡng hiện tại để cam kết 

hình thành mô phân sinh hoa và bắt đầu hình thành sơ khởi hoa. Quá trình chuyển 

đổi giai đoạn phát triển tác động đáng kể đến gần như tất cả các thông số phát triển 
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của SAM. Khi bắt đầu quá trình chuyển đổi phát triển, hình dạng của SAM là sự thay 

đổi hình thái rõ ràng nhất được quan sát thấy. Trong quá trình chuyển đổi này, SAM 

mở rộng và có hình dạng giống như mái vòm tròn trịa hơn. Các vùng mô riêng biệt 

với các hoạt động phân bào đa dạng đóng vai trò quan trọng trong việc thúc đẩy những 

thay đổi hình thái này trong SAM. Quá trình ra hoa này thể hiện bước đầu tiên trong 

quá trình sinh sản của thực vật và được điều chỉnh chặt chẽ bởi các tín hiệu môi 

trường và giai đoạn phát triển của cây [174].  

 

Hình 3.17. Giải phẫu chồi hoa từ chồi in vitro nuôi cấy trong môi trường bổ sung 7,0 

mg/L AgNPs sau 45 ngày nuôi cấy. A. Chồi hoa. B. Vùng mô phân sinh mở rộng của 

sơ khởi hoa. C. Vùng mô hình thành tua cuốn (vị trí mũi tên) (Thước: 40 µm). 

Ngoài điều kiện tự nhiên, các chồi hoa chanh dây tím hình thành dưới các nách 

lá tại các vị trí đốt. Mỗi đốt bao gồm một bông hoa duy nhất, bên cạnh một tua cuốn; 

đây dường như là cấu tạo phổ biến được thiết lập ở loài này [129]. Trong nghiên cứu 

hiện tại dưới ảnh hưởng của AgNPs, kết quả phân tích giải phẫu cho thấy rằng, các 

sơ khởi hoa được hình thành bên cạnh mô phân sinh của tua cuốn (Hình 3.17C), tuy 

nhiên, các vùng mô này không tiếp tục phát triển để hình thành tua cuốn trong điều 

kiện in vitro. 
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Ảnh hưởng của AgNPs đến sự nở hoa in vitro của cây chanh dây tím 

Sự nở hoa in vitro là một quá trình phức tạp và chịu ảnh hưởng bởi nhiều yếu 

tố khác nhau. Trong nghiên cứu hiện tại, sự nở hoa của cây chanh dây tím đã được 

ghi nhận trong điều kiện in vitro với tỉ lệ khác nhau. Sau 70 ngày nuôi cấy, kết quả 

ghi nhận cho thấy tỉ lệ nở hoa (23,28 - 100%) được ghi nhận đối với các NT bổ sung 

AgNPs. Tỉ lệ nở hoa cao nhất (100%) được ghi nhận ở NT bổ sung 7,0 mg/L AgNPs; 

tuy nhiên, khi nồng độ AgNPs tăng lên 9,0 mg/L, tỉ lệ nở hoa giảm mạnh (63,14%). 

Ngoài ra, những hoa in vitro có đường kính lớn nhất (3,43 cm) cũng được quan sát 

thấy trong NT bổ sung 7,0 mg/L AgNPs (Hình 3.18). 

 

Hình 3.18. Ảnh hưởng của AgNPs đến sự nở hoa in vitro sau 70 ngày nuôi cấy. A. 

Tỉ lệ nở hoa và đường kính hoa trong môi trường nuôi cấy bổ sung các nồng độ 

AgNPs khác nhau. B. Sự nở hoa trong môi trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs (thước: 

1 cm). 
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Một số đặc điểm khác biệt của hoa in vitro và hoa ngoài tự nhiên 

Mặt khác, khi so sánh với nụ hoa ngoài tự nhiên từ cây 2 năm tuổi cho thấy 

rằng, nụ hoa in vitro có kích thước nhỏ, các lá đài bao quanh mỏng hơn. Ngoài ra, đa 

số hoa in vitro thường khuyết thiếu các lá bắc, vị trí lá bắc sai lệch hoặc các lá bắc 

rụng trong quá trình phát triển của nụ hoa (Hình 3.19). Một số chương trình phát triển 

ở thực vật được quy nghiêm ngặt có thể bị tác động bởi các đột biến hoặc do tín hiệu 

môi trường. Ví dụ như sự tiêu biến các lá bắc của hoa ở các thực vật hạt kín khác 

nhau như một số loài cỏ và Arabidopsis thaliana [175]. Sự sai khác vị trí lá bắc cũng 

có thể do sự bất thường trong quá trình kéo dài của cuống hoa, dẫn tới vị trí các lá 

bắc cách xa các lá đài và nụ hoa. Tuy nhiên, hiện tượng ghi nhận trên đây cần được 

tiếp tục làm rõ ở các nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.19. Đặc điểm của nụ hoa ngoài tự nhiên và nụ hoa in vitro. A. Nụ hoa ngoài 

tự nhiên từ cây 2 năm tuổi. B. Nụ hoa in vitro từ chồi ngọn sau 60 ngày nuôi cấy trong 

môi trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs. (Thước: 1 cm).  

Ngoài ra, khi so sánh các hoa in vitro và hoa ngoài tự nhiên cho thấy nhiều đặc 

điểm khác biệt. Các hoa in vitro có kích thước nhỏ hơn, đồng thời một số hoa in vitro 

có những đặc điểm bất thường so với hoa ngoài tự nhiên. Ở điều kiện bình thường, 

hoa chanh dây tím ngoài tự nhiên bao gồm năm nhị hoa với bao phấn lớn chứa phấn 

hoa. Một nhuỵ có ba vòi nhuỵ kéo dài từ bầu nhụy, mỗi nhánh kết thúc bằng một đầu 
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nhụy (Hình 3.20). Đối với hoa in vitro, một số đặc điểm sai khác điển hình như sự ít 

đi của các hạt phấn, sự tiêu biến của cánh hoa, sự thiếu đi một vòi nhuỵ hoặc chỉ nhị, 

hoặc sự kém phát triển của các bao phấn đã được ghi nhận (Hình 3.20). 

 

Hình 3.20. Một số đặc điểm của hoa chanh dây ngoài tự nhiên từ cây 2 năm tuổi và 

hoa từ chồi in vitro (Thước: 2 cm). 

Hiện tại, các nghiên cứu về sự phát triển của hoa dưới tác động của AgNPs 

còn rất hạn chế. Tuy nhiên, một số nghiên cứu đã ghi nhận về việc hình thành các hoa 

bất thường dưới tác động của AgNO3. Các chồi hoa hồng in vitro hình thành hoa bất 

thường với tần số tăng lên khi nồng độ AgNO3 tăng. Ngoài ra, số lượng cánh hoa thu 

được giảm và màu sắc cánh hoa thay đổi so với hoa ngoài tự nhiên [163].  

ETH cũng có tác động đáng kể đối với sự phát triển của hoa. ETH có liên quan 

đến sự phát triển của tế bào cánh hoa và các nghiên cứu gần đây cho thấy ETH là chất 

điều hòa các gen liên quan đến sự phát triển của hoa [43]. Những nhận định này trùng 

khớp với kết quả của nghiên cứu này, những bất thường về cánh hoa không phát triển 

hoặc cánh hoa bị khuyết đã được quan sát. Do đó, các thay đổi ở hoa in vitro trên cây 

chanh dây tím có thể liên quan đến sự thay đổi ETH dưới tác động của AgNPs. 
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Hoa phát triển từ các vùng tế bào chưa biệt hóa hình thành ở hai bên sườn của 

mô phân sinh tiền hoa; những tế bào này biệt hóa thành các cơ quan hoa khác nhau. 

Nhiều mô hình để giải thích các sự bất thường của cơ quan hoa gắn liền với sự biểu 

hiện của các nhóm gen liên quan. Những đặc điểm bất thường về cánh hoa, nhị và 

nhụy ở hoa chanh dây tím in vitro có thể liên quan đến sự biểu hiện của các gen xác 

định cơ quan hoa như AGAMOUS, APETALA, PISTILLATA, SEPALLATA [30, 31]. 

Mặt khác, những biến đổi DNA/RNA/protein ở thực vật cũng được báo cáo khi tiếp 

xúc với AgNPs [176]. Mặc dù các báo cáo hiện tại về tác động của AgNPs đối với sự 

biểu hiện của các gene xác định cơ quan hoa rất hạn chế, nhưng tác động của AgNPs 

đối với sự biểu hiện gene đã được báo cáo gợi lên khả năng có thể có sự biến đổi đối 

với nhóm gene này. Mặt khác, AgNPs được chứng minh là kích hoạt các gen liên 

quan đến cả phản ứng stress oxy hóa và điều hòa các gen liên quan đến phản ứng 

truyền tín hiệu và hormone [176]. AgNPs có thể ảnh hưởng đến các gen này, từ đó 

tác động gián tiếp đến sự phát triển của hoa. Tuy nhiên, những giả thuyết này yêu cầu 

nhiều bằng chứng hơn để có thể xác định. Do đó, để có thể hiểu rõ được cơ chế đối 

với sự bất thường của các hoa chanh dây tím in vitro, các nghiên cứu liên quan biểu 

hiện gen cần được thực hiện trong những nghiên cứu tiếp theo. 

3.2.2.3. Ảnh hưởng của AgNPs đến sự tạo quả in vitro 

Kết quả ghi nhận sau 90 ngày nuôi cấy cho thấy rằng hầu hết các hoa in vitro 

có các cơ quan sinh sản như bầu nhụy, vòi nhụy và bao phấn có khả năng hình thành 

quả non (Hình 3.21). Những hoa có những bất thường về nhị thường không có khả 

năng tạo quả in vitro. Đồng thời, những hoa không tạo quả có dấu hiệu héo và rụng 

sau khi nở hoa (Hình 3.21B). Tỉ lệ tạo quả ở NT sử dụng AgNPs ở nồng độ thích hợp 

cao hơn đáng kể so với đối chứng. Trong đó, NT sử dụng 7,0 mg/L AgNPs cho tỉ lệ 

tạo quả (56,79%), số quả (1,67 quả/chồi) và đường kính quả (1,13 cm) cao nhất. Tuy 

nhiên, khi nồng độ AgNPs tăng lên 9 mg/L thì tỉ lệ tạo quả có xu hướng giảm 

(33,53%) (Bảng 3.7). 
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Bảng 3.7. Ảnh hưởng của AgNPs đến quá trình tạo quả in vitro sau 90 ngày nuôi cấy. 

AgNPs 

 (mg/L) 

Tỉ lệ tạo quả 

(%) 

Số quả 

/chồi 

Đường kính quả 

(cm) 

0 0,00d* 0,00c 0,00d 

1,0 0,00d 0,00c 0,00d 

3,0 20,09c 1,00b 0,07c 

5,0 35,82b 1,00b 0,77b 

7,0 56,79a 1,67a 1,13a 

9,0 33,53b 1,00b 0,83b 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 

Các kết quả hiện tại cho thấy lần đầu tiên quả non trong điều kiện in vitro của 

cây chanh dây tím được hình thành. Tương tự, sự tạo quả cũng đã được quan sát thấy 

trong quá trình nuôi cấy in vitro ở một số loài thực vật khác như Phyllanthus niruri 

[65], Cleome viscosa [7], Scrophularia takesimensis [69], Withania somnifera [8], 

Capsicum spp. [2], Solanum spp. [10]. Một số báo cáo đã chỉ ra rằng sự tích tụ AgNPs 

trong thực vật có ảnh hưởng lâu dài đến một số giai đoạn phát triển tiếp theo của 

chúng. Chẳng hạn, Cuong và cộng sự (2021) đã báo cáo rằng việc bổ sung AgNPs 

không chỉ làm tăng sự hình thành thân rễ in vitro mà còn cải thiện tỉ lệ sống của cây 

con và hàm lượng saponin trong sâm Ngọc Linh [58]. Sự tích lũy AgNPs trong giai 

đoạn nhân chồi cũng ảnh hưởng tích cực đến giai đoạn ra rễ của cây dâu tây [57]. Kết 

quả hiện tại cũng chỉ ra rằng AgNPs được bổ sung vào môi trường nuôi cấy không 

chỉ thúc đẩy giai đoạn ra hoa mà còn ảnh hưởng tích cực đến quá trình tạo quả in vitro 

của chanh dây tím. 
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Hình 3.21. Sự nở hoa và tạo quả in vitro trong môi trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs. 

A. Hoa in vitro có đầy đủ nhị và nhuỵ (1- bao phấn, 2- bầu nhuỵ, 3- vòi nhuỵ, 4- đầu 

nhuỵ). B. Sự tàn héo của hoa không tạo quả được ghi nhận sau khi nở 10 ngày. C. 

Quả non hình thành được ghi nhận sau 20 ngày hoa nở. (Thước: 1 cm). (Mũi tên đỏ 

chỉ vị trí của hoa, mũi tên xanh chỉ vị trí của quả). 

Sự tạo quả in vitro ở thực vật có thể chịu ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố tác động. 

Chẳng hạn, sự thụ phấn và tạo quả ở nhiều loài thực vật phụ thuộc nhiều vào tuổi thọ 

của hoa [62]. Tuy nhiên, tuổi thọ của hoa phụ thuộc vào nhiều yếu tố, đặc biệt là hàm 

lượng ETH [146]. Ion bạc được cho là có ảnh hưởng đến hoạt động của ETH, do đó 

tác động đến quá trình ra hoa in vitro ở những loài thực vật nhạy cảm với ETH [2]. 

Sreelekshmi và Siril (2021) đã báo cáo sự gia tăng tuổi thọ của hoa in vitro ở Dianthus 

chinensis được nuôi cấy trong môi trường bổ sung AgNO3 [11]. Hợp lực giữa 

Ag2O3S2 và BA cũng được báo cáo để cải thiện khả năng tạo quả in vitro ở Solanum 

americanum và Solanum villosum [10]. Mặt khác, AgNPs được ghi nhận đã ảnh 

hưởng đáng kể đến hàm lượng ETH trong quá trình vi nhân giống của nhiều loài thực 

vật [58, 143, 145, 177]. Vì vậy, việc bổ sung AgNPs trong môi trường nuôi cấy có 

thể ảnh hưởng đến quá trình này, từ đó tác động đến khả năng ra hoa và tạo quả in 

vitro. 
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Mặt khác, sự tạo quả in vitro thành công ở thực vật phụ thuộc đáng kể vào khả 

năng thụ phấn của hoa. Chẳng hạn, ở một số loài thực vật như Ipomoea quamoclit 

[178], quá trình tự thụ phấn in vitro bị ức chế do thiếu tác nhân thụ phấn; Ngược lại, 

sự tạo quả in vitro có thể xảy ra mà không cần các tác nhân thụ phấn ở Withania 

[179]. Chanh dây tím là loài tự thụ phấn, tuy nhiên sự có mặt của tác nhân thụ phấn 

ngoài tự nhiên sẽ tăng đáng kể tỉ lệ đậu quả (trung bình hơn 80%). Do đó, trong điều 

kiện in vitro, sự tạo quả có thể sụt giảm do thiếu tác nhân thụ phấn.  

Đặc điểm của cấu trúc hoa là một trong những yếu tố ảnh hưởng đáng kể đến 

khả năng thụ phấn ở thực vật. Vì vậy, các hoa chanh dây tím in vitro với một số đặc 

điểm khác biệt được ghi nhận trong nghiên cứu này có thể ảnh hưởng đến quá trình 

này. Chẳng hạn, các đặc điểm bất thường của hoa in vitro như sự kém phát triển của 

bao phấn có thể gây bất lợi đối với quá trình thụ phấn (Hình 3.20). Ngược lại, đối với 

hoa ngoài tự nhiên, bề mặt bao phấn có xu hướng úp xuống, điều này gây cản trở đối 

với quá trình thụ phấn. Trong khi đó, bề mặt bao phấn của các hoa in vitro có xu 

hướng ngửa, điều này có thể thuận lợi cho sự tiếp xúc giữa đầu nhuỵ và hạt phấn 

(Hình 3.22). Bên cạnh đó, một số đặc điểm của hạt phấn, độ cong của vòi nhuỵ cũng 

được chứng minh là có ảnh hưởng đến sự thụ phấn của hoa. Mặt khác, độ ẩm cao 

trong bình nuôi cấy có thể ảnh hưởng đến quá trình tiếp xúc giữa hạt phấn và đầu 

nhuỵ. Do đó, ảnh hưởng của cấu trúc hoa trong điều kiện in vitro đối với hiệu quả thụ 

phấn của chanh dây tím cần được nghiên cứu thêm trong các nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.22. Mặt bao phấn hướng lên ở hoa in vitro (trái) và hướng xuống ở hoa ngoài 

tự nhiên (phải) (1- bao phấn, 2- bầu nhuỵ, 3- vòi nhuỵ, 4- đầu nhuỵ). (Thước: 1 cm). 
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Ngoài ra, cơ chế di truyền phổ biến ở chanh dây (tính bất hợp - self-

incompatibility) có thể ngăn cản quá trình tạo quả trong điều kiện in vitro [132]. Nhiều 

giống chanh dây được biết là có tính tự bất hợp, có nghĩa là hoa không thể kết trái 

nếu nó được thụ phấn bởi phấn hoa của chính nó [180]. Tuy nhiên, một số cá thể của 

loài tự bất hợp lại biểu hiện tính tự không tương thích một phần (partial self-

incompatibility), nghĩa là chúng vẫn có khả năng tự thụ phấn nhưng số lượng hạt tạo 

ra khác nhau. Cơ chế tự bất hợp thường được điều khiển bởi hệ thống di truyền liên 

quan đến nhiều alen ở locus S. Mức độ tự bất hợp ở các loài chanh giây khác nhau 

giữa các giống và chúng có thể thay đổi bởi các yếu tố như nhiệt độ, tuổi cây. Nhiều 

loại chanh dây màu vàng không đậu quả trừ khi hoa của chúng được thụ phấn từ một 

cây khác có gen tương thích. Ở chanh dây tím, mức độ bất hợp diễn ra không hoàn 

toàn, do đó, hoa có khả năng tự thụ trong điều kiện in vitro. Mặt khác, AgNPs được 

thêm vào môi trường nuôi cấy ở nồng độ cao được báo cáo đã ảnh hưởng đến các sự 

kiện sinh hóa và gây ra các biến đổi di truyền đáng kể ở thực vật được nhân giống in 

vitro [181]. Phản ứng của thực vật đối với các AgNPs được báo cáo có liên quan đến 

quá trình phiên mã, thoái hóa protein, tổn thương DNA/RNA/protein và sự phân chia 

tế bào. AgNPs được chứng minh là kích hoạt các gen liên quan đến cả phản ứng stress 

kim loại và oxy hóa, tạo ra sự biểu hiện của các gen liên quan đến con đường truyền 

tín hiệu abscisic acid (ABA). Bên cạnh đó, nó còn ức chế sự điều hòa lên của các gen 

phản ứng hormone tăng trưởng trong quá trình phát triển rễ bên và điều hòa quá mức 

các gen liên quan đến phản ứng truyền tín hiệu và hormone, và giảm bớt hiện tượng 

im lặng gen phiên mã [176]. Những ghi nhận này cho thấy rằng phản ứng của thực 

vật với AgNPs có thể liên quan đến việc gây ra các tác động đến biểu hiện gen và cơ 

chế di truyền. Do đó, không loại trừ khả năng AgNPs có thể tác động đến các đặc 

điểm di truyền đối với sự sinh trưởng, ra hoa, tạo quả của các chồi in vitro của chanh 

dây tím. 

Trong nghiên cứu này, sự hình thành quả non in vitro ở chồi chanh dây tím đã 

được ghi nhận. Tuy nhiên, để xác định một cách chính xác quá trình tạo quả thành 

công, các nghiên cứu để xác định khả năng và mức độ thụ phấn, thụ tinh và tạo hạt 

cần được nghiên cứu sâu hơn để làm rõ. Mặc dù vậy, thí nghiệm hiện tại bước đầu đã 

chứng minh về khả năng ra hoa và bước đầu tạo quả trong điều kiện in vitro ở loài 
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thực vật này. Các kết quả này cũng gợi ra một tiềm năng mới cho nghiên cứu trong 

tương lai để cải thiện khả năng tạo quả in vitro thông qua các biện pháp can thiệp 

nhân tạo, chẳng hạn như thụ phấn bằng tay hoặc nuôi cấy ra hoa in vitro giữa các loài 

mà không có rào cản đối với sự thụ phấn và thụ tinh. 

3.2.2.4. Ảnh hưởng của CoNPs đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro 

Kết quả ghi nhận ở Bảng 3.8 và Hình 3.23 cho thấy rằng, việc bổ sung CoNPs 

tại các nồng độ thí nghiệm trong môi trường MS cơ bản ảnh hưởng đáng kể đến sự 

sinh trưởng của chồi chanh dây tím sau 60 ngày nuôi cấy. Trong đó, số lá trên chồi 

cao nhất (8,67 lá/chồi) được ghi nhận trong môi trường bổ sung 0,1 mg/L CoNPs. 

Tuy nhiên, số lá trên chồi và chỉ số SPAD giảm đáng kể khi tăng nồng độ bổ sung 

lên 0,3 và 0,4 mg/L (22,85 và 19,82; tương ứng) so với đối chứng (27,12). Mặt khác, 

chiều cao cây thay đổi không đáng kể trong môi trường bổ sung các nồng độ CoNPs. 

Bảng 3.8. Ảnh hưởng của CoNPs trong môi trường MS đến sự sinh trưởng của chồi 

chanh dây tím sau 60 ngày nuôi cấy. 

CoNPs 

(mg/L) 

Chiều cao chồi 

(cm) 
Số lá/chồi SPAD 

0 2,07a* 6,67b 27,12a 

0,1 2,52a 8,67a 28,31a 

0,2 2,34a 7,33b 25,37ab 

0,3 2,28a 5,33c 22,85b 

0,4 2,11a 4,33c 19,82c 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 
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Hình 3.23. Ảnh hưởng của CoNPs đến sự sinh trưởng của chồi sau 60 ngày nuôi cấy 

(Thước: 1 cm). 

Coban là nguyên tố vi lượng cần thiết cho sự sinh trưởng và phát triển của thực 

vật và nó là một trong những nguyên tố vi lượng được sử dụng phổ biến trong môi 

trường nuôi cấy mô thực vật. Coban là thành phần quan trọng cần thiết cho một số 

hoạt động của enzyme và coenzyme. Các tác động tích cực khác bao gồm sự phát 

triển của thân, kéo dài lá mầm, hình thành chồi, tăng cường sự phát triển của thực vật 

khi áp dụng ngoại sinh. Tuy nhiên, hàm lượng coban cao cũng dẫn đến sự vàng lá, 

hoại tử và ức chế sự hình thành rễ, cản trở quá trình vận chuyển chất dinh dưỡng và 

hấp thu nước [182]. Sự suy giảm sinh trưởng của chồi chanh dây tím trong thí nghiệm 

này có thể do hàm lượng muối CoCl2 có sẵn trong môi trường MS và việc bổ sung 

CoNPs ở nồng độ cao dẫn đến các tác động tiêu cực đối với sự sinh trưởng của chồi 

do ảnh hưởng của sự dư thừa coban. 

Mặt khác, trong môi trường MS loại bỏ muối CoCl2, kết quả ghi nhận ở Bảng 

3.9 và Hình 3.24A cho thấy rằng, chiều cao của các chồi nuôi cấy trong môi trường 

bổ sung CoNPs ở nồng độ từ 0,2 mg/L đến 0,4 mg/L cao hơn đáng kể so với đối 

chứng. Trong đó, bổ sung 0,3 mg/L cho chiều cao chồi cao nhất (8,87 cm). Ngoài ra, 

số lá trên chồi cao nhất (11,67 lá/chồi) cũng được ghi nhận trong môi trường bổ sung 

0,3 mg/L CoNPs. Chỉ số SPAD ở lá được cải thiện đáng kể trong môi trường bổ sung 

0,3 và 0,4 mg/L CoNPs (30,37 và 29,33; tương ứng) so với đối chứng (25,53). Tuy 

nhiên, chỉ số SPAD giảm đáng kể trong môi trường bổ sung 0,5 mg/L CoNPs (24,82). 

Ngoài ra, sau 60 ngày nuôi cấy, sự cảm ứng rễ cũng được ghi nhận ở NT bổ sung 0,2 

- 0,4 mg/L CoNPs; các rễ của chồi hình thành trực tiếp và không có sự hiện diện của 

mô sẹo ở phần gốc. Tuy nhiên, các rễ ở NT bổ sung 0,4 mg/L CoNPs có xu hướng 

hoá nâu (Hình 3.24B, C).  
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Bảng 3.9. Ảnh hưởng của CoNPs trong môi trường MS không bổ sung CoCl2 đến sự 

sinh trưởng của chồi chanh dây tím sau 60 ngày nuôi cấy. 

CoNPs 

(mg/L) 

Chiều cao chồi 

(cm) 
Số lá/chồi SPAD 

0 1,97
c*

 4,67
c

 25,53
c

 

0,1 2,12
c

 7,33
bc

 27,66
b

 

0,2 6,53
b

 7,00
bc

 28,11
ab

 

0,3 8,87
a

 11,67
a

 30,37
a

 

0,4 7,27
b

 8,67
b

 29,33
a

 

0,5 2,03
c

 8,00
bc

 24,82
c

 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 

 

 
Hình 3.24. Ảnh hưởng của CoNPs trong môi trường không bổ sung CoCl2 đến sự 

sinh trưởng của chồi sau 60 ngày nuôi cấy. A. Chồi in vitro trong môi trường bổ sung 

các nồng độ CoNPs khác nhau (Thước: 1 cm). B. Sự hình thành rễ trong môi trường 

bổ sung các nồng độ CoNPs khác nhau (Thước: 1 mm). C. Hình ảnh giải phẫu sự 

hình thành rễ trong môi trường bổ CoNPs (Thước: 100 µm). 
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Kết quả phân tích cũng cho thấy CoNPs cũng ảnh hưởng tới hàm lượng của 

một số hormone nội sinh tích luỹ trong chồi. Các chồi được nuôi cấy trong môi trường 

bổ sung 0,3 mg/L CoNPs cho thấy hàm lượng GAs nội sinh (263,288 µg/g) cao hơn 

đối chứng (141,354 µg/g) và hàm lượng ABA nội sinh (1,063 µg/g) thấp hơn so với 

đối chứng (2,006 µg/g) sau 60 ngày nuôi cấy. Ngoài ra, hàm lượng ETH tích luỹ trong 

bình nuôi cấy tại NT bổ sung 0,3 mg/L CoNPs (0,0438 ppm) cũng thấp hơn so với 

NT không bổ sung CoNPs (0,0696 ppm) (Hình 3.25). 

 

Hình 3.25. Hàm lượng GAs, ABA của chồi và hàm lượng ETH tích luỹ trong bình 

nuôi cấy ở nghiệm thức bổ sung 0,3 mg/L CoNPs và đối chứng. 

Tuy nhiên, các chồi trong môi trường MS cơ bản hoặc MS loại bỏ CoCl2 được 

bổ sung CoNPs tại các nồng độ thí nghiệm đều không ghi nhận sự ra hoa in vitro sau 

60 ngày nuôi cấy (Hình 3.23 và 3.24A). Tương tự như bạc, coban cũng gây ảnh hưởng 

đến hoạt động của ETH. Trong khi bạc để gây rối loạn hoạt tính của protein thụ thể 

của ETH thì coban ức chế quá trình tổng hợp ETH [48]. ETH được báo cáo có vai trò 

kích thích hoặc gây ức chế sự ra hoa tuỳ thuộc vào loài thực vật [2]. Việc bổ sung 

coban ngoại sinh trong môi trường MS đã làm tăng sự ra hoa in vitro trên cây ớt 

(Capsicum frutescens) sau 25 ngày nuôi cấy [50]. Trong nghiên cứu này, các chồi 

chanh dây tím không ra hoa in vitro trong môi trường bổ sung CoNPs tại các nồng độ 

thí nghiệm, mặc dù sự ra hoa được quan sát trên môi trường chứa AgNPs. Điều này 

gợi lên rằng hai loại nano kim loại này tác động đến sự ra hoa theo cách thức khác 

nhau và phụ thuộc vào loài thực vực và nồng độ bổ sung. 

Ngoài ra, hàm lượng GAs ở chồi trong môi trường bổ sung CoNPs cao hơn so 

với đối chứng; trong khi hàm lượng GAs ở chồi ra hoa trong môi trường bổ sung 
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AgNPs thấp hơn so với đối chứng. Điều này gợi lên rằng hàm lượng GAs tăng trong 

chồi có thể cản trở đến sự ra hoa in vitro ở cây chanh dây tím. Điều này cũng đồng 

thuận với các thí nghiệm phía trên, khi chồi được bổ sung GA3 ngoại sinh ở tất cả các 

nồng độ đều không ghi nhận sự ra hoa in vitro. Tuy nhiên, để có thể hiểu được chính 

xác các ảnh hưởng của GAs đến quá trình này, các yếu tố liên quan đến hàm lượng 

GAs qua từng giai đoạn phát triển của chồi và từng nồng độ của các hạt nano bổ sung 

cần được đánh giá trong các nghiên cứu tiếp theo. 

3.2.3. Ảnh hưởng của Spermidine đến sự sinh trưởng, ra hoa và tạo quả in vitro 

3.2.3.1. Ảnh hưởng của Spd đơn lẻ đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro 

Kết quả ghi nhận cho thấy rằng, chiều cao chồi được cải thiện đáng kể trong 

môi trường bổ sung Spd sau 90 ngày nuôi cấy. Cụ thể, bổ sung Spd ở nồng độ từ 0,05 

- 0,2 mM cho chiều cao chồi (5,77 - 8,87 cm) cao hơn đáng kể so với NT đối chứng 

(5,13 cm). Số lá trên chồi cao nhất (10,33 lá/chồi) được ghi nhận trong môi trường 

bổ sung 0,1 mM Spd. Ngoài ra, kết quả cũng cho thấy chỉ số SPAD tăng đáng kể 

trong môi trường bổ sung 0,1 mM và 0,2 mM Spd (33,75 và 32,94; tương ứng). Tuy 

nhiên, khi tăng nồng độ Spd lên 0,3 mM, kết quả ghi nhận một sự sụt giảm đáng kể 

cả về chiều cao của chồi và chỉ số SPAD ở lá (Bảng 3.10 và Hình 3.26). 

Bảng 3.10 Ảnh hưởng của Spd đến sự sinh trưởng của chồi sau 90 ngày nuôi cấy. 

Spd (mM) Chiều cao chồi (cm) Số lá/chồi SPAD 

0,0 5,13c* 8,67b 26,40c 

0,05 5,77b 8,33b 29,98b 

0,1 8,50a 10,33a 33,75a 

0,2 8,87a 8,00b 32,94a 

0,3 5,57bc 8,33b 29,21b 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). 
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Hình 3.26. Chồi in vitro trong môi trường bổ sung các nồng độ Spd khác nhau sau 

90 ngày nuôi cấy (Thước: 1 cm). 

Các PA phổ biến nhất ở thực vật bậc cao bao gồm Put, Spm, Spd. Các PA này 

được nghiên cứu và xem như là PGR. Chúng đóng vai trò quan trọng trong nhiều quá 

trình sinh trưởng và phát triển của thực vật bao gồm phân chia tế bào, phát sinh hình 

thái, sinh trưởng và sự lão hóa [46]. Trong nghiên cứu này, việc bổ sung Spd tại nồng 

độ thích hợp cho thấy một số tác động tích cực trong việc tăng cường chiều cao, số 

lá và chỉ số SPAD ở chồi chanh dây tím sau 90 ngày nuôi cấy.  

Mặt khác, Spd cũng được báo cáo có tác động đáng kể đối với quá trình sinh 

trưởng và ra hoa ở nhiều loài thực vật. Chẳng hạn, sự kéo dài chồi, tăng hình thành 

chồi và sự ra hoa in vitro (57,14%) được báo cáo trên cây Aerva javanica nuôi cấy 

trong môi trường bổ sung 0,5 mg/L Spd [183]. Việc bổ sung Spd qua rễ trong giai 

đoạn ra hoa sẽ dẫn đến sự ra hoa chậm ở cây Arabidopsis [184]. Một số nghiên cứu 

khác cho rằng việc bổ sung PA kết hợp với các tác nhân khác sẽ làm tăng hiệu quả 

của chúng. Chẳng hạn, sự khởi đầu của mầm hoa được tăng cường từ các mẫu cấy 

biểu bì cây Nicotiana tabacum được nuôi cấy trong môi trường bổ sung 5 µM Spd, 

nhưng Spd chỉ cho thấy tác dụng của nó khi có 10 µM kinetin được bổ sung trong 

môi trường nuôi cấy [185]. Qin và cộng sự (2019) đã báo cáo rằng Spd đã tăng mức 

Spd nội sinh trong chồi trong giai đoạn cuối của quá trình cảm ứng ra hoa ở Malus 

domestica; tuy nhiên, không có sự khác biệt đáng kể nào trong quá trình cảm ứng ra 

hoa và thậm chí còn có xu hướng giảm đáng kể [45]. Ngược lại, sự ra hoa sớm ở cây 

Polianthes tuberosa được cho là có liên quan đến sự gia tăng Spd nội sinh [186].  

Trong nghiên cứu hiện tại, việc bổ sung Spd đơn lẻ trong giới hạn của thí 

nghiệm không phải là yếu tố kích thích sự cảm ứng ra hoa in vitro đối với cây chanh 
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dây tím sau 90 ngày nuôi cấy. Những kết quả trái ngược này cho thấy tác động của 

Spd đối với sự ra hoa khác nhau và phụ thuộc đáng kể vào nồng độ bổ sung, kiểu gen 

thực vật, giai đoạn của quá trình sinh lý và các yếu tố cần thiết cho sự ra hoa ở từng 

loài thực vật. 

3.2.3.1. Ảnh hưởng của Spd kết hợp với AgNPs đến sự sinh trưởng và ra hoa và tạo 

quả in vitro 

Trong các thí nghiệm trước, sự ra hoa in vitro ở chanh dây tím được ghi nhận 

tối ưu trong môi trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs. Trong thí nghiệm này, các nồng 

độ Spd khác nhau sẽ được bổ sung kết hợp với 7,0 mg/L AgNPs để khảo sát sự ra 

hoa in vitro. Kết quả cho thấy rằng, môi trường nuôi cấy bổ sung kết hợp Spd và 

AgNPs tác động đáng kể đến sự sinh trưởng và ra hoa in vitro ở cây chanh dây tím. 

Sau 90 ngày nuôi cấy, chiều cao chồi được tăng cường đáng kể trong môi trường bổ 

sung Spd tại các nồng độ khác nhau. Chiều cao chồi cao nhất (9,17 cm) được ghi 

nhận tại NT bổ sung 0,3 mM Spd. Các NT bổ sung 0,05 và 0,1 mM cho số lá trên 

chồi cao (13,67 và 14,33 lá/chồi, tương ứng). Tuy nhiên, khi tăng nồng độ Spd lên 

0,2 và 0,3 mM, số lá trên chồi giảm đáng kể (8,00 và 8,33 chồi/mẫu, tương ứng). Mặt 

khác, sự ra hoa in vitro chỉ được ghi nhận đối với các chồi trong môi trường bổ sung 

kết hợp 0,05 mM Spd và 7,0 mg/L AgNPs sau 90 ngày nuôi cấy (với 17,78% số chồi 

ra hoa và 1,33 nụ hoa trên chồi). Các NT bổ sung kết hợp với nồng độ Spd từ 0,1 - 

0,3 mM không ghi nhận sự ra hoa trong thời gian khảo sát (Bảng 3.11 và Hình 3.27). 

Bảng 3.11. Ảnh hưởng của Spd trong môi trường bổ sung AgNPs đến sự ra hoa in 

vitro sau 90 ngày nuôi cấy. 

AgNPs 

(mg/L) 

Spd 

(mM) 

Chiều cao chồi 

(cm) 
Số lá /chồi 

Tỉ lệ ra hoa 

(%) 

Số nụ hoa 

/chồi 

7,0 

0,05 8,03b* 13,67a 17,78 1,33 

0,1 7,90b 14,33a 0,00 - 

0,2 7,77b 8,00b 0,00 - 

0,3 9,17a 8,33b 0,00 - 

* Trong cùng một cột, các giá trị trung bình theo sau bởi cùng một ký tự (a, b,…) thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở p <0,05 (Duncan’s test). (Tukey’s test). (-) Không 

ghi nhận. 
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Hình 3.27. Sự sinh trưởng và ra hoa của chồi trong môi trường bổ sung 7,0 mg/L 

AgNPs kết hợp với các nồng độ Spd khác nhau sau 90 ngày nuôi cấy (Thước: 1 cm). 

Mũi tên chỉ vị trí của nụ hoa. 

 

 

Hình 3.28. Một số đặc điểm của ngọn chồi và đốt thân của chồi chanh dây trong môi 

trường bổ sung 0,05 mM Spd và 7,0 mg/L AgNPs sau 60 ngày nuôi cấy. A. Thân 

chồi in vitro (Thước: 1 cm). B. Đặc điểm các ngọn chồi (Thước: 1 mm). C. Đặc điểm 

các đốt thân (Thước: 1 mm). Các mũi tên chỉ vị trí của tua cuốn. 
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Mặt khác, quan sát một số chồi trong môi trường bổ sung 0,05 mM Spd và 7,0 

mg/L AgNPs cho thấy có sự xuất hiện của các tua cuốn sau 60 ngày nuôi cấy (Hình 

3.28). Đây cũng là vị trí xuất hiện liền kề của các chồi hoa in vitro (Hình 3.29, 3.30). 

Ngoài điều kiện tự nhiên, các chồi hoa chanh dây tím hình thành dưới các nách lá tại 

các vị trí đốt. Mỗi đốt bao gồm một bông hoa duy nhất, bên cạnh một tua cuốn; đây 

dường như là cấu tạo phổ biến được thiết lập ở loài này [129].  Trong thí nghiệm hiện 

tại, sự xuất hiện của các tua cuốn của cây chanh dây tím trong điều kiện in vitro cho 

thấy sự sinh trưởng và phát triển gần với cấu trúc ngoài điều kiện tự nhiên. Sự xuất 

hiện tua cuốn này được ghi nhận trong môi trường bổ sung kết hợp AgNPs và Spd, 

hiện tượng này không được ghi nhận trong môi trường bổ sung AgNPs đơn lẻ ở các 

thí nghiệm trước. Do đó, điều này có khả năng liên quan đến những ảnh hưởng trực 

tiếp hoặc gián tiếp của Spd đến quá trình này. Tuy nhiên, cơ chế chính xác của hiện 

tượng này cần được làm rõ trong các nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.29. Hình ảnh giải phẫu của sơ khởi hoa cảm ứng từ chồi in vitro sau 65 ngày 

nuôi cấy. A và B. Chồi sinh dưỡng. C - F. Sơ khởi hoa. (Thước: 40 µm). 

Các kết quả giải phẫu sau 65 ngày nuôi cấy cho thấy đã có sự hình thành các 

sơ khởi hoa ở vị trí các đốt gần ngọn (Hình 3.29). Các sơ khởi hoa này tiếp tục phát 

triển để hình thành các nụ hoa hoàn chỉnh. Trong điều kiện in vitro, kết quả quan sát 

cho thấy rằng tại vị trí đốt thân chứa cụm hoa thông thường bao gồm một chồi hoa 
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và một chồi sinh dưỡng hoặc một chồi hoa và một tua cuốn; trong khi đối với cây 

ngoài tự nhiên, cấu trúc hoàn chỉnh bao gồm một chồi hoa, một tua cuốn và một chồi 

sinh dưỡng (Hình 3.30, 3.31). 

 

Hình 3.30. Sự chuyển đổi từ giai đoạn sinh trưởng ra giai đoạn ra hoa của chồi in 

vitro. A, B. Mô phân sinh đỉnh chồi (SAM). C. Sự phân chia tạo mô lá ở SAM. D. 

Sự hình thành mô phân sinh tua cuốn ở vùng đáy sườn của SAM. E, F. Sự hình thành 

sơ khởi hoa ở cạnh đáy sườn mô tua cuốn. G. Sự hình thành các mô cơ quan của hoa. 

l - lá, tm - tua cuốn, f - sơ khởi hoa, b - lá bắc, s - lá đài, p - cánh hoa, st - nhị hoa. 

(Thước: 40 µm). 

Đối với chồi in vitro, phân tích giải phẫu cho thấy SAM thúc đẩy sự hình thành 

liên tục của các sơ khởi lá (Hình 3.30 A-C). Tại một số đỉnh chồi, có sự xuất hiện của 

vùng mô phân sinh của tua cuốn tại vùng đáy sườn của SAM (Hình 3.30D), các mô 

phân sinh này tiếp tục phát triển tạo thành các tua cuốn in vitro (Hình 3.31F). Sơ khởi 

hoa hình thành dưới đáy sườn của mô phân sinh tua cuốn (Hình 3.30E, F). Sơ khởi 

hoa tiếp tục phát triển, phân hoá và hình thành các cơ quan của hoa như lá bắc, lá đài, 

cánh hoa, etc (Hình 3.30G). 
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Các nghiên cứu về sự phát triển, nguồn gốc và sự điều hòa phân tử của các tua 

cuốn ở thực vật còn rất hạn chế. Các nghiên cứu trên cơ sở phân tử cơ bản của sự phát 

triển gân cho thấy sự điều hòa phân tử của chúng rất phức tạp vì ngay cả các tua cuốn 

có cùng nguồn gốc sinh học cũng được kiểm soát bởi các mạng lưới gen khác nhau. 

Tua cuốn có thể có nguồn gốc từ lá, các nhánh bên, hoặc cụm hoa [187]. Đối với cây 

chanh dây, việc chuyển sang giai đoạn trưởng thành xảy ra khi mô phân sinh ở nách, 

ngoài mô phân sinh sinh dưỡng, còn tạo ra một tua. Mô phân sinh hoa cuối cùng phát 

triển sau khi bắt đầu phát triển tua cuốn, từ cùng một nhóm tế bào mô phân sinh ban 

đầu ở mô phân sinh nách. Điều này cho thấy các tua cuốn là một phần của cụm hoa 

Passiflora [188]. Điều này có ý nghĩa lớn đến việc phân tích các gen liên quan đến 

nguồn gốc của các tua ở các họ thực vật khác nhau.  

 

Hình 3.31. Sự hình thành chồi hoa của cây chanh dây tím ở điều kiện tự nhiên và in 

vitro. Ngọn (A) và đốt thân (B, C) chứa chồi hoa của cây ngoài tự nhiên. Ngọn (D) 

và đốt thân (E, F) chứa chồi hoa của cây in vitro. (Thước: 1 mm). Mũi tên màu trắng 

chỉ vị trí của các tua cuốn, mũi tên màu đỏ chỉ vị trí của các chồi hoa, mũi tên màu 

đen chỉ vị trí các chồi sinh dưỡng. 



97 

  

 

Hình 3.32. So sánh sự ra hoa và tạo quả in vitro của chồi chanh dây tím trong môi 

trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs riêng lẻ và kết hợp với 0,05 mM Spd. 

Đối với sự tạo quả in vitro, kết quả ghi nhận cho thấy rằng hầu hết các có các 

cơ quan sinh sản như bầu nhụy, vòi nhụy và bao phấn có khả năng hình thành quả 

non (Hình 3.32 và 3.33). Các hoa hình thành có khả năng tạo quả in vitro (64,45%) 

và đạt trung bình 1,33 quả/chồi sau 120 ngày nuôi cấy. Khi so sánh với việc bổ sung 

7,0 mg/L AgNPs đơn lẻ, việc bổ sung Spd kết hợp với AgNPs cho thấy sự sinh trưởng 

chồi tốt hơn so với bổ sung riêng lẻ AgNPs (Hình 3.33). Tuy nhiên, kết quả quan sát 

cho thấy việc bổ sung kết hợp với Spd làm chậm quá trình ra hoa so với bổ sung 

AgNPs riêng lẻ (Phụ lục 1.2).  

Các vai trò của PA trong cảm ứng ra hoa, sự hình thành sơ khởi hoa và các cơ 

quan hoa đã được báo cáo trong nhiều nghiên cứu. Trong đó, Spd là một hợp chất PA 

đóng vai trò quan trọng trong nhiều quá trình sinh lý khác nhau ở thực vật, bao gồm 

cả sự ra hoa. Chẳng hạn, ở cây Polianthes tuberosa, Spd là một trong những tín hiệu 

giúp phân hóa mầm hoa. Các thí nghiệm trên cây Cucurbita pepo và Ginkgo biloba 

cũng cho thấy rằng Spd chiếm ưu thế trong quá trình phân hóa nụ hoa. Ở một ngưỡng 

Spd nhất định, nó có thể thúc đẩy sự khởi đầu của các gen ra hoa, từ đó kích hoạt quá 

trình tổng hợp protein chuyên biệt và sự hình thành của mầm hoa [45].  
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Hình 3.33. Sự ra hoa và tạo quả in vitro từ chồi nuôi cấy trong môi trường bổ sung 

AgNPs riêng lẻ và kết hợp với Spd. A. Nụ hoa của chồi chanh dây tím trong môi 

trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs đơn lẻ và kết hợp với 0,05 mM Spd. B. Nụ của chồi 

chanh dây tím trong môi trường bổ sung 7,0 mg/L AgNPs kết hợp với 0,05 mM Spd. 

C - E. Sự nở hoa và tạo quả trong môi trường bổ sung kết hợp 7,0 mg/L AgNPs và 

0,05 mM Spd trong giai đoạn 90 - 120 ngày nuôi cấy. (Thước: 1 cm). 

Mối liên hệ chặt chẽ giữa PA với sự phát triển hoa và tạo quả ở thực vật cũng 

đã được báo cáo trong nhiều nghiên cứu. Sự tái sinh của cây thuốc lá từ một dòng tế 

bào bị suy yếu trong chuyển hóa PA đã tạo ra hoa với hàng cánh hoa thứ hai thay cho 

bao phấn, trong khi dòng tế bào thuốc lá chuyển hoá PA cao cũng biểu hiện kiểu hình 

hoa bất thường, tạo ra các hoa có bao phấn thay cho noãn [189]. S-adenosyl 

methionine decarboxylase (SAMdc) là một loại enzyme quan trọng trong con đường 
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sinh tổng hợp PA. Sự ức chế SAMdc dẫn đến sự ra hoa kém, điều này đã bị đảo ngược 

khi bổ sung Spd ở Spirodela punctata [190]. Tương tự như vậy, việc ức chế các 

enzyme sinh tổng hợp PA bằng cách sử dụng alpha-difluoromethylarginine (một chất 

ức chế arginine decarboxylase) và alpha-difluoromethylornithine (một chất ức chế 

ornithine decarboxylase) đã ngăn chặn sự hình thành nụ hoa và sự phát triển tiếp theo 

của nụ hoa trong các mẫu cấy tế bào thuốc lá [191]. Sự suy giảm PA ở cây thuốc lá 

cũng biểu hiện kiểu hình hoa bất thường [189], trong khi mức độ cao của PA trong 

cà chua đột biến dẫn đến sự phát triển nhị hoa bất thường [192]. Hoa của cây cà chua 

chuyển gen đậu quả và hạt biểu hiện tỉ lệ Spd/Put và Spd/Spm cao hơn đáng kể so 

với hoa của cây chuyển gen không đậu quả và hạt [193].  

Trong giai đoạn ra hoa, Spd có liên quan đến nhiều quá trình quan trọng. Spd 

có liên quan đến việc thúc đẩy sự hình thành nụ hoa. Chúng ảnh hưởng đến quá trình 

chuyển đổi từ tăng trưởng sinh dưỡng sang tăng trưởng sinh sản bằng cách điều chỉnh 

sự biểu hiện của các gen liên quan đến sự ra hoa. Spd tương tác với các hormone thực 

vật, bao gồm auxin và cytokinin, rất cần thiết cho sự phát triển của các cơ quan hoa. 

Nó điều chỉnh sự cân bằng hormone, do đó ảnh hưởng đến thời gian và kiểu ra hoa. 

Spd đã được chứng minh là có vai trò giúp thực vật đối phó với các áp lực môi trường 

khác nhau, chẳng hạn như hạn hán hoặc độ mặn cao. Trong điều kiện căng thẳng, Spd 

có thể tăng cường khả năng chịu đựng của cây và thúc đẩy sự ra hoa như một phần 

của cơ chế phản ứng với căng thẳng. Spd cũng có thể tham gia vào quá trình thụ phấn 

và thụ tinh. Nó đã được phát hiện trong cơ quan sinh sản của thực vật và có thể góp 

phần vào sự phát triển và trưởng thành của phấn hoa và hạt [45, 153, 192, 194]. 

Nghiên cứu về các cơ chế cụ thể mà Spd ảnh hưởng đến sự ra hoa đang được tiến 

hành và các con đường chính xác liên quan có thể khác nhau giữa các loài thực vật 

khác nhau. Hiểu được vai trò của Spd trong quá trình ra hoa là rất quan trọng để điều 

khiển quá trình phát triển và sinh sản của thực vật, điều này có thể có tác động đến 

năng suất và chất lượng cây trồng trong nông nghiệp. 

Kết quả trong nghiên cứu hiện tại bước đầu ghi nhận sự trì hoãn ra hoa trong 

môi trường bổ các nồng độ Spm đơn lẻ và kết hợp với AgNPs. Các báo cáo về sự 

tương tác giữa Spd và AgNPs còn rất hạn chế đới với quá trình ra hoa và tạo quả ở 

thực vật. Tuy nhiên, cả hai chất đều liên quan đến sự stress oxy hoá ở thực vật. Hơn 
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nữa, việc bổ sung AgNPs có thể ảnh hưởng đến sinh tổng hợp Spd thông qua S-

adenosyl methionine [153]. Do đó, việc bổ sung kết hợp Spd và AgNPs trong thí 

nghiệm này có thể ảnh hưởng đến các quá trình này, từ đó tác động đến khả năng ra 

hoa và tạo quả in vitro của cây chanh dây tím. 

Thực vật có thể thay đổi thời gian ra hoa sớm hơn hay muộn hơn ở các điều 

kiện stress khác nhau nhằm tối đa hóa cơ hội sinh sản, và phần lớn các stress này có 

liên quan đến hoạt động của ROS. PA có thể làm tăng hoạt động của các enzyme 

chống oxy hóa khác nhau trong thực vật, do đó nó có thể điều chỉnh hiệu quả stress 

oxy hóa ở thực vật do các yếu tố khác nhau gây ra. Chẳng hạn, Spd ngoại sinh làm 

tăng đáng kể hàm lượng Spd và Spm và giảm hàm lượng Put nội sinh trong rễ của 

cây dưa chuột dưới ảnh hưởng của điều kiện thiếu oxy. Những thay đổi này có thể do 

việc tăng hoạt động của enzyme chống oxy hóa, giảm ROS và giảm peroxid hóa lipid 

màng, cuối cùng dẫn đến tăng cường khả năng chịu stress do thiếu oxy. Việc bổ sung 

Spd ngoại sinh đã cải thiện những tác động tiêu cực của các kim loại nặng như Hg2+ 

và Cr6+ như giảm hàm lượng Spd nội sinh và hoạt tính của superoxide dismutase, 

catalase, peroxidase. 

Ngược lại, PA cũng được xem là nguồn gốc của ROS do tạo ra các chất oxy 

hóa mạnh H2O2 trong quá trình dị hóa; do đó, PA có khả năng là nguyên nhân gây 

hại cho tế bào trong điều kiện stress. Tuy nhiên, H2O2 cũng là một phân tử tín hiệu 

có thể đi vào chuỗi truyền tín hiệu stress và kích hoạt phản ứng bảo vệ chống oxy 

hóa. Vì vậy, PA đóng vai trò kép trong stress oxy hóa thực vật. Mặt khác, việc bổ 

sung AgNPs ở một số nồng độ nhất định cũng được báo cáo gây các tác động đến 

việc hình thành ROS và các cơ chế chống oxy hoá ở nhiều loài thực vật. Do đó, việc 

bổ sung Spd trong thí nghiệm này có thể tác động đến một số ảnh hưởng có thể có 

thể có của AgNPs đối với các quá trình này, từ đó tác động đến sự ra hoa và tạo quả 

in vitro của cây chanh dây tím. Tuy nhiên, cơ chế chính xác và tương tác của AgNPs 

với Spd trong quá trình này cần được làm rõ trong các nghiên cứu tiếp theo. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Nội dung 1: Nghiên cứu tạo nguồn mẫu cấy in vitro cây chanh dây tím. 

Nguồn mẫu cấy từ quá trình phát sinh chồi tối ưu hơn nguồn mẫu từ quá trình 

phát sinh SE dựa trên hiệu quả tái sinh.  

Hiệu quả tái sinh chồi được tăng cường đáng kể từ các mẫu cấy oTCL tại lóng 

thân thứ 3 trong môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L BA; 1,0 mg/L NAA và 3,0 mg/L 

AgNPs. 

Môi trường MS bổ sung 1 mg/L mT và 3 mg/L AgNPs thích hợp để nhân 

nhanh chồi. 

Nội dung 2: Khảo sát ảnh hưởng của một số yếu tố đến sự ra hoa và bước đầu tạo 

quả của cây chanh dây tím trong điều kiện in vitro. 

Tại nồng độ thích hợp, GA3 tăng cường khả năng sinh trưởng của chồi, trong 

khi ABA làm giảm sinh trưởng của chồi tại tất cả các nồng độ bổ sung. Môi trường 

bổ sung đơn lẻ ABA hoặc GA3 tại các nồng độ thí nghiệm không kích thích sự ra hoa 

của cây chanh dây tím trong điều kiện in vitro. 

Bạc ở dạng NPs kích thích sự ra hoa từ các chồi của cây chanh dây tím, trong 

khi AgNO3 không gây cảm ứng ra hoa trong giới hạn của nghiên cứu. Tỉ lệ ra hoa 

dao động từ 11,67% đến 51,67% sau 60 ngày nuôi cấy. Khả năng ra hoa và tạo quả 

in vitro phụ thuộc đáng kể vào nồng độ AgNPs bổ sung. Một số hoa in vitro mang 

các đặc điểm cấu trúc khác biệt so với cấu trúc hoa ngoài tự nhiên. Đối với CoNPs, 

các chồi không ra hoa ở tất cả nồng độ thí nghiệm sau 60 ngày nuôi cấy. 

Bổ sung Spd đơn lẻ tại các nồng độ thí nghiệm không kích thích sự ra hoa in 

vitro ở chanh dây tím. Các chồi chậm ra hoa và tỉ lệ ra hoa giảm đáng kể trong môi 

trường bổ sung Spd kết hợp với AgNPs so với việc bổ sung AgNPs đơn lẻ. Việc bổ 

sung kết hợp với Spd cho cấu trúc chồi hoa gần với cấu trúc chồi hoa ngoài tự nhiên. 

  



102 

  

KIẾN NGHỊ 

Trong khuôn khổ về phạm vi và giới hạn nghiên cứu nhất định, để có thể 

nghiên cứu sâu, hoàn chỉnh và có khả năng ứng dụng cao hơn, một số kiến nghị được 

đề xuất như sau:  

Tiếp tục nghiên cứu sự ra hoa và tạo quả in vitro của cây chanh dây tím đối 

với nguồn mẫu cấy phát sinh từ SE. 

Nghiên cứu đã chỉ ra được AgNPs có ảnh hưởng tích cực đến sự ra hoa và tạo 

quả in vitro; tuy nhiên, để làm rõ được các tác động này cần tiếp tục đi sâu nghiên 

cứu về sự biến đổi động học của các hormone nội sinh và đặc biệt là biểu hiện của 

các gen liên quan. 

Nghiên cứu chỉ dừng lại việc ghi nhận bước đầu tạo quả in vitro của cây chanh 

dây tím. Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần được thực hiện để hiểu rõ hơn về các 

đặc điểm sinh lý cũng như các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình này.
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PHỤ LỤC 

1.1. Sơ đồ thể hiện tóm tắt quy trình ra hoa và tạo quả in vitro ở cây chanh dây tím 

dựa trên AgNPs. 

  



 

 

  

1.2. Khoảng thời gian trung bình để hoàn thành quá trình ra hoa và bước đầu tạo quả 

in vitro từ chồi ngọn (1,5 cm) của cây chanh dây tím trong môi trường bổ sung 7 

mg/L AgNPs riêng lẻ và kết hợp với 0,5 mM Spermidine. 
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