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DANH MỤC CHỮ VIẾT TẮT 

AC0 : Môi trường nhân nhanh chồi tử linh lan 

AgNPs  :  Nano bạc (Argentum nanoparticles) 

APX   :  Ascorbate peroxidase  

AR0 : Môi trường ra rễ cây tử linh lan 

AuNPs :  Nano vàng (Aurum nanoparticles) 

BA   : 6-Benzylaminopurine 

Ca(ClO)2    :  Canxi hypoclorit  

CAT   : Catalase  

CC0 : Môi trường nhân nhanh chồi cúc 

CĐHSTTV : Chất điều hòa sinh trưởng thực vật 

CMC          : Chất ổn định (Carboxymethyl cellulose) 

CNSH      : Công nghệ sinh học 

CoNPs : Nano cobalt (Cobalt nanoparticles) 

CR0 : Môi trường ra rễ cây cúc 

CS0 : Môi trường cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi cúc 

CuNPs   : Nano đồng (Copper nanoparticles) 

DC0 : Môi trường nhân nhanh chồi đồng tiền 

DR0 : Môi trường ra rễ cây đồng tiền 

FeNPs: : Nano sắt (Iron nanoparticles) 

MoO3NPs : Nano molypden (Molypden trioxide nanoparticles) 

MS   : Môi trường Murashige và Skoog (1962) 

MT   : Môi trường 

NAA   :  Axit 1-Naphthaleneacetic 

NaBH4    :  Natri borohydrit 
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NPs : Hạt Nano 

ROS      : Các loại Oxy phản ứng (Reactive Oxygen Species) 

SAM :      S-adenosyl-L-methionine 

B5 : Môi trường Gamborg (1968) 

SH : Môi trường Schenk và Hildebrandt (1972) 

SOD : Superoxide dismutase 

SPAD : Chỉ số Chlorophyll tổng 
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GIẢI THÍCH MỘT SỐ THUẬT NGỮ ĐƯỢC DÙNG TRONG LUẬN ÁN 

Dư lượng: Thuật ngữ ‘dư lượng’ (residue) được sử dụng trong luận án này chỉ lượng 

dinh dưỡng không được cây hấp thu và chuyển hóa hết, vẫn còn tích tụ lại trong mẫu 

sau giai đoạn nuôi cấy. 

Dung dịch nano: dịch phân tán nano, là một dạng huyền phù hoặc dung dịch chứa 

các hạt vật liệu có kích thước ở cấp độ nanomet. Trong luận án này, dung dịch nano 

chỉ dung dịch có chứa các hạt nano MoO3NPs (35,5 ± 1,7 nm), CoNPs (14,6 ± 2,5 

nm), FeNPs (4,4 ± 0,6 nm). 
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LỜI MỞ ĐẦU 

Lý do chọn đề tài 

Thế kỷ XXI chứng kiến sự bùng nổ của công nghệ Nano trên mọi lĩnh vực của 

đời sống, từ mỹ phẩm, dệt may, hàng gia dụng, thực phẩm đến MT và y tế. Ngành 

khoa học sự sống nói chung và sinh học, công nghệ sinh học (CNSH) nói riêng bao 

gồm CNSH trong nhân giống thực vật cũng đang tận dụng và tiếp nhận những tiến 

bộ này để thúc đẩy sự phát triển. 

Nghiên cứu ứng dụng các hạt nano (NPs) trong nuôi cấy in vitro hiện nay chủ 

yếu tập trung đến việc bổ sung NPs vào MT nuôi cấy nhằm tăng cường khả năng phát 

sinh hình thái, sinh trưởng, cải thiện năng suất cây trồng, cải thiện hiệu quả chuyển 

gen và bảo vệ cây trước tác động môi trường, nhưng vẫn còn một khoảng trống trong 

việc ứng dụng NPs như là nguồn dinh dưỡng thay thế các muối kim loại trong MT 

nuôi cấy in vitro. 

Chính vì vậy, đề tài "Nghiên cứu thay thế muối kim loại vi lượng bằng nano 

kim loại trong MT nuôi cấy in vitro trên một số đối tượng cây trồng" đã được 

chọn để tìm hiểu sâu về tiềm năng của NPs để thay thế các muối kim loại trong MT 

Mourashige et Skoog (1962) (MS) [1]. Đề tài tập trung vào việc tìm hiểu hiệu quả 

của các hạt nano sắt (FeNPs), nano molypden (MoO3NPs), và nano cobalt (CoNPs) 

thay thế cho các muối kim loại vi lượng tương ứng trong MT MS đến quá trình nhân 

giống vô tính và sinh trưởng tiếp theo ở giai đoạn vườn ươm của các loại cây hoa như 

cúc, đồng tiền và tử linh lan. Kết quả nghiên cứu sẽ mở ra một hướng đi mới và mang 

tính đột phá trong nuôi cấy in vitro. 

Mục tiêu nghiên cứu 

Mục tiêu tổng quát 

Đề tài “nghiên cứu thay thế một số muối kim loại vi lượng bằng nano kim loại 

trong vi nhân giống cây hoa (cúc, đồng tiền và tử linh lan) được thực hiện với mục 

đích đánh giá hiệu quả của việc thay thế các muối kim loại vi lượng (FeSO4.7H2O, 

Na2MoO4.2H2O, CoCl2.6H2O) trong MT nuôi cấy MS bằng các NPs tương ứng 

(FeNPs, MoO3NPs và CoNPs) trên ba loại cây trồng là cúc, đồng tiền, và tử linh lan. 

Từ đó, hướng đến việc sử dụng các NPs này thay thế cho các muối kim loại vi lượng 
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trong MT nuôi cấy MS – giúp tối ưu hóa quá trình sinh trưởng, phát triển và chất 

lượng của cây giống. 

Mục tiêu cụ thể 

Dinh dưỡng vi lượng là thành phần không thể thiếu xuyên suốt đời sống của cây 

trồng. Trong luận án này, vai trò của MoO3NPs (đối với quá trình cảm ứng mô sẹo, 

tái sinh chồi, nhân nhanh chồi, sinh trường và ra rễ của cây hoa cúc), CoNPs (đối với 

quá trình tái sinh chồi, nhân nhanh chồi, sinh trưởng và ra rễ của cây tử linh lan và 

đồng tiền; ra rễ của cây cúc), FeNPs (đối với quá trình ra rễ của cây cúc, đồng tiền và 

tử linh lan) được nghiên cứu. Bên cạnh đó, các thí nghiệm còn được thực hiện nhằm 

đánh giá ảnh hưởng của NPs đến quá trình quang hợp, hoạt độ của các enzyme kháng 

oxy hóa, hoạt độ enzyme thủy phân và hấp thu các khoáng đa lượng, vi lượng trong 

quá trình nuôi cấy các đối tượng cây trồng.  

Các hiện tượng bất thường trong nuôi cấy in vitro như tích lũy ethylene, thủy 

tinh thể, hóa nâu mẫu cấy và stress oxy hóa đã làm giảm hiệu quả của quá trình nuôi 

cấy mô thông qua việc làm giảm chất lượng cây con hoặc làm chết mẫu cấy. Bên cạnh 

việc sử dụng NPs như một nguồn dinh dưỡng, nghiên cứu còn hướng đến việc đánh 

giá tác động của CoNPs nhằm làm giảm các hiện tượng bất thường trong nuôi cấy in 

vitro (cây đồng tiền và tử linh lan). 

Dư lượng các muối kim loại mà cây trồng hấp thu trong suốt quá trình nuôi cấy 

in vitro có thể có những tác động tích cực hoặc tiêu cực đến sự sinh trưởng và phát 

triển của cây con. Nghiên cứu này cũng đánh giá tổng quát về những tác động của dư 

lượng NPs (MoO3NPs, CoNPs, FeNPs) đến nhóm đối tượng cây trồng nghiên cứu ở 

giai đoạn ra rễ và phát triển ở vườn ươm. Hướng đến việc sử dụng NPs như một 

nguồn dinh dưỡng thay thế hiệu quả trong MT nuôi cấy MS.  

Nội dung nghiên cứu 

Đối tượng nghiên cứu 

Ba loại cây trồng nuôi cấy in vitro: Cúc, đồng tiền và tử linh lan. 

Ba loại NPs (MoO3NPs, CoNPs và FeNPs) được sử dụng thay thế các muối kim 

loại truyền thống trong MT MS (Na2MoO4.2H2O, CoCl2.6H2O và FeSO4.7H2O). 
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Phạm vi nghiên cứu 

Nghiên cứu tập trung vào việc sử dụng MoO3NPs, CoNPs và FeNPs ở các 

nồng độ khác nhau để thay thế các muối kim loại tương ứng trong MT nuôi cấy MS. 

Từ đó, đánh giá sự phát sinh hình thái, sinh trưởng, các chỉ tiêu sinh lý và sinh hóa 

của mẫu cấy trong nuôi cấy in vitro cây cúc, đồng tiền và tử linh lan. Bên cạnh đó, đề 

tài còn nghiên cứu thêm về ảnh hưởng của các nano kim loại này khi cây được chuyển 

sang giai đoạn vườn ươm. 

Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài 

Ý nghĩa khoa học 

Những kết quả nghiên cứu sẽ đưa ra dẫn chứng khoa học mới về vai trò của NPs 

trong cải thiện sinh trưởng của cây cúc, đồng tiền và tử linh lan. Đồng thời, đề tài 

cũng khắc phục một số vấn đề bất thường thường gặp trong quá trình nuôi cấy in 

vitro. Kết quả nghiên cứu sẽ trở thành nguồn tài liệu quý giá, hỗ trợ trong việc giảng 

dạy và nghiên cứu CNSH thực vật. 

Ý nghĩa thực tiễn 

Kết quả của đề tài đã cho thấy triển vọng của việc sử dụng NPs thay thế cho các 

muối kim loại vi lượng giúp cải thiện hiệu quả của MT nuôi cấy. Với ưu điểm sử dụng 

lượng vật liệu ít hơn nhưng mang lại hiệu quả nuôi cấy cao hơn, đồng thời giúp gia 

tăng tỷ lệ sống, chất lượng của cây con (thông qua việc khắc phục một số hiện tượng 

bất thường trong vi nhân giống) – việc ứng dụng NPs trong MT nuôi cấy in vitro sẽ 

là một hướng đi đầy triển vọng đồng thời mở ra hướng nghiên cứu về sự hấp thu, vận 

chuyển, sử dụng và tác động các NPs trong thực vật. 

Những đóng góp mới của luận án 

Luận án đã chứng minh một cách có hệ thống khả năng thay thế các muối kim 

loại vi lượng truyền thống trong MT MS bằng các dạng nano kim loại (FeNPs, 

MoO₃NPs, CoNPs) trên ba loài cây hoa (cúc, đồng tiền, tử linh lan), qua đó mở ra 

hướng tiếp cận mới trong cải tiến MT nuôi cấy in vitro.  
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• Xác định được nồng độ tối ưu của từng loại nano kim loại cho từng giai đoạn 

phát triển (cảm ứng mô sẹo, tái sinh chồi, nhân nhanh và ra rễ) ở từng đối tượng 

cây trồng. 

• Cung cấp bằng chứng về cơ chế tác động sinh lý – sinh hóa của nano kim loại, 

thông qua việc gia tăng hoạt độ các enzyme kháng oxy hóa (SOD, CAT, APX), 

giảm hoạt động enzyme thủy phân (cellulase, pectinase) và hạn chế tích tụ 

ethylene, từ đó giảm các rối loạn sinh lý trong nuôi cấy in vitro.  

• Làm rõ vai trò của nano kim loại trong tăng cường khả năng hấp thu dinh dưỡng 

khoáng (đa lượng và vi lượng), góp phần cải thiện sinh trưởng, phát triển và 

chất lượng cây con.  

• Chứng minh rằng cây con thu được từ các nghiệm thức sử dụng nano kim loại 

có khả năng thích nghi tốt hơn, sinh trưởng ổn định và nâng cao chất lượng hoa 

trong điều kiện vườn ươm, khẳng định tiềm năng ứng dụng thực tiễn của hướng 

nghiên cứu. 
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CHƯƠNG 1: TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. MÔI TRƯỜNG NUÔI CẤY MS 

1.1.1. Thành phần môi trường nuôi cấy MS 

MT Murashige và Skoog (MS), phát triển bởi Toshio Murashige và Folke Skoog 

vào năm 1962, là một trong những MT nuôi cấy mô phổ biến và quan trọng nhất cho 

đến ngày nay [1]. MT này được thiết kế với sự cân bằng giữa các nguyên tố vi lượng 

và đa lượng, đáp ứng nhu cầu dinh dưỡng thiết yếu cho sự sinh trưởng của mô thực 

vật trong điều kiện in vitro. 

MT MS bao gồm các thành phần chính sau: 

1. Muối vô cơ: Đây là nguồn cung cấp dinh dưỡng thiết yếu như nitơ (N), phốt 

pho (P), ka li (K), ma giê (Mg), can xi (Ca), lưu huỳnh (S) và các vi lượng như 

sắt (Fe), kẽm (Zn), man gan (Mn), đồng (Cu), mô lýp đen (Mo), cobalt (Co) 

và bo (B). Các nguyên tố này có vai trò rất quan trọng trong việc thúc đẩy sinh 

trưởng của mô thực vật. 

2. Nguồn carbon: Sucrose thường được sử dụng với nồng độ từ 2 - 3%, cung 

cấp nguồn năng lượng thiết yếu cho sinh trưởng của mô thực vật nuôi cấy in 

vitro. 

3. Vitamin: Bao gồm các loại vitamin như thiamine (vitamin B1), pyridoxine 

(vitamin B6) và nicotinic acid. Chúng kích thích quá trình phân chia tế bào và 

giúp mô sinh trưởng nhanh chóng. 

4. Hormone thực vật: Tùy thuộc vào loại cây và giai đoạn nuôi cấy, các 

CĐHSTTV như auxin (IAA, NAA) và cytokinin (BA, kinetin) có thể được bổ 

sung để thúc đẩy sự phát sinh hình thái, tái sinh chồi hoặc rễ. 

MT MS được xem là "MT cơ bản" cho việc nuôi cấy tế bào, mô và cơ quan thực 

vật vì sự cân bằng tương đối hoàn hảo của các yếu tố dinh dưỡng. Chính nhờ tính đa 

dụng và hiệu quả, MT này đang được sử dụng rộng rãi trong các nghiên cứu CNSH 

thực vật như nhân giống in vitro, bảo tồn nguồn gen và sản xuất các hợp chất sinh 

học giá trị cao. 
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Bảng 1.1. Thành phần và nồng độ dinh dưỡng trong môi trường nuôi cấy MS 

Thành phần Nồng độ (mg/L) 

Muối vô cơ  

NH₄NO₃ 1650 

KNO₃ 1900 

CaCl₂·2H₂O 440 

MgSO₄·7H₂O 370 

KH₂PO₄ 170 

Vi lượng  

H₃BO₃ 6,2 

MnSO₄·H₂O 16,9 

ZnSO₄·7H₂O 8,6 

KI 0,83 

Na₂MoO₄·2H₂O 0,25 

CuSO₄·5H₂O 0,025 

CoCl₂·6H₂O 0,025 

Fe EDTA  

Fe EDTA (Na₂EDTA·Fe) 36,7 

Nguồn Carbon  

Sucrose 20000 

Vitamin và chất bổ sung  

Thiamine-HCl (B1) 0,1 

Pyridoxine-HCl (B6) 0,5 

Nicotinic acid (B3) 0,5 

Glycine 2,0 

Myo-inositol 100 

CĐHSTTV 
N/A 

Không bắt buộc (tùy mục đích) 

Chất đông đặc (nếu cần)  

Agar 6000 - 8000 

1.1.2. Sự hấp thu, vận chuyển và dự trữ khoáng chất trong thực vật 

Chất khoáng muốn đi vào cây thì trước hết phải được hấp phụ trên bề mặt rễ và 

sau đó ion khoáng đi qua chất nguyên sinh để vào trong tế bào và được vận chuyển 

từ tế bào này qua tế bào khác rồi đến tất cả các bộ phận của cây. 
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1.1.2.1. Sự trao đổi chất khoáng của rễ trong đất 

Các chất khoáng trước hết phải hòa tan trong dung dịch đất rồi mới có thể được 

rễ cây hấp thụ thông qua bề mặt lông hút. Sự hấp thụ này diễn ra nhờ quá trình trao 

đổi ion giữa đất và rễ, trong đó các ion khoáng được giữ lại trên bề mặt rễ. Có hai cơ 

chế trao đổi ion chính là trao đổi trực tiếp khi rễ tiếp xúc với keo đất và trao đổi gián 

tiếp thông qua axit cacbonic trong dung dịch đất. 

Trong quá trình hô hấp, rễ cây giải phóng CO₂, chất này kết hợp với nước tạo 

thành axit cacbonic yếu và nhanh chóng phân ly thành H⁺ và HCO₃⁻. Các ion H⁺ sẽ 

trao đổi với các cation trong đất, còn HCO₃⁻ sẽ trao đổi với các anion. Quá trình trao 

đổi này tuân theo nguyên tắc cân bằng hóa trị và đương lượng giữa các ion [2].  

Phương thức trao đổi tiếp xúc (trực tiếp) 

Các lông hút của rễ chui sâu vào các khe nhỏ trong đất và tiếp xúc trực tiếp với 

các hạt keo đất. Tại đây, các ion H⁺ và HCO₃⁻ do rễ tiết ra sẽ tham gia trao đổi trực 

tiếp với các cation và anion đang bám trên bề mặt keo đất. Nhờ cơ chế trao đổi trực 

tiếp này, rễ cây có thể hấp thụ được lượng chất khoáng lớn hơn so với phần khoáng 

hòa tan trong dung dịch đất. Vì vậy, lượng chất khoáng dễ tiêu trong dung dịch đất 

thường thấp hơn so với khả năng khai thác dinh dưỡng thực tế của cây [2]. 

Phương thức trao đổi axit cacbonic thông qua dung dịch đất (gián tiếp) 

Các chất khoáng dễ tiêu trong dung dịch đất là nguồn dinh dưỡng mà rễ cây có 

thể hấp thụ một cách thuận lợi nhất, tuy nhiên quá trình hấp thụ vẫn diễn ra thông qua 

môi trường dung dịch đất. Trong quá trình hoạt động sống, rễ cây liên tục thải CO₂ 

vào dung dịch đất, CO₂ này hòa tan và phân ly tạo thành các ion H⁺ và HCO₃⁻. 

Các ion H⁺ có vai trò trao đổi với các cation như K⁺ (hoặc các cation khác) đang 

bám trên bề mặt keo đất, từ đó giải phóng chúng vào dung dịch đất. Sau khi được giải 

phóng, các cation này di chuyển tự do đến lông hút và thực hiện trao đổi với ion H⁺ 

trên bề mặt rễ để được hấp thụ. Ngoài ra, K⁺ cũng có thể kết hợp với HCO₃⁻ trong 

dung dịch đất rồi di chuyển đến lông hút để trao đổi trực tiếp với H⁺ của rễ. 

Đối với các anion, ion HCO₃⁻ trong dung dịch đất sẽ trao đổi với các anion đang 

bị giữ trên keo đất, làm chúng được giải phóng vào dung dịch. Sau đó, các anion này 

di chuyển đến bề mặt rễ và trao đổi với HCO₃⁻ của rễ, nhờ đó được hấp thụ và giữ lại 

trong cây [2]. 

1.1.2.2. Sự xâm nhập chất khoáng vào tế bào 
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Sau khi được hấp phụ trên bề mặt rễ, các chất khoáng sẽ được đưa vào bên trong 

tế bào rễ và tiếp tục vận chuyển đến các bộ phận phía trên mặt đất của cây. Trong quá 

trình này, các ion khoáng phải đi xuyên qua chất nguyên sinh, đặc biệt là vượt qua 

hai lớp màng quan trọng gồm màng sinh chất (plasmalemma) và màng không bào 

(tonoplast). 

Các màng này có cấu trúc chặt chẽ, trong đó thành phần lipid đóng vai trò quyết 

định tính thấm của màng đối với các ion. Do màng mang bản chất lipid, những chất 

có khả năng hòa tan trong lipid sẽ dễ dàng đi qua màng hơn so với các chất khác. 

Có rất nhiều quan điểm giải thích sự xâm nhập của chất khoáng vào trong tế 

bào, nhưng chung quy thuộc 2 loại cơ chế: cơ chế xâm nhập thụ động và cơ chế xâm 

nhập chủ động [2]. 

Sự xâm nhập chất khoáng thụ động 

Đặc trưng của cơ chế thụ động là: 

• Quá trình xâm nhập chất khoáng không cần cung cấp năng lượng không liên 

quan đến trao đổi chất và tự diễn ra. 

• Phụ thuộc vào sự chênh lệch nồng độ ion trong và ngoài tế bào (gradient nồng 

độ). Nồng độ bên ngoài lớn hơn bên trong tế bào.  

• Chỉ vận chuyển các ion có tính thấm đối với màng, nghĩa là phải có tính tan 

trong màng lipit. 

❖ Sự khuếch tán chất tan vào trong tế bào 

Khuếch tán là quá trình các phân tử di chuyển từ nơi có nồng độ cao đến nơi có 

nồng độ thấp cho đến khi đạt trạng thái cân bằng trong hệ thống. 

Tốc độ xâm nhập của các chất tan vào tế bào phụ thuộc vào ba yếu tố chính. 

Thứ nhất, khả năng hòa tan trong lipid của ion (K) càng cao thì tốc độ xâm nhập càng 

lớn. Thứ hai, khối lượng phân tử của chất tan (M) càng nhỏ thì quá trình đi qua màng 

càng thuận lợi. Thứ ba, sự chênh lệch nồng độ giữa hai môi trường càng lớn thì tốc 

độ khuếch tán càng nhanh. 

Ba yếu tố này là điều kiện cần để một ion có thể đi vào tế bào theo cơ chế khuếch 

tán. Nếu thiếu một trong các yếu tố trên, quá trình khuếch tán sẽ diễn ra rất yếu hoặc 

không xảy ra. 
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Tuy nhiên, ngay cả khi các điều kiện khuếch tán đều được đảm bảo, tốc độ khuếch 

tán tự nhiên vẫn diễn ra chậm hơn rất nhiều so với sự di chuyển của chất tan trong tế 

bào. Điều này cho thấy trong tế bào tồn tại một cơ chế hỗ trợ giúp tăng tốc quá trình 

khuếch tán. Cơ chế đó được gọi là khuếch tán có xúc tác, giúp các chất tan di chuyển 

nhanh hơn qua màng. 

❖ Sự khuếch tán có xúc tác 

Tồn tại một số cơ chế hỗ trợ làm tăng đáng kể tốc độ khuếch tán, được gọi là khuếch 

tán có xúc tác. Đây vẫn là hình thức vận chuyển thụ động vì không tiêu tốn năng 

lượng của quá trình trao đổi chất. 

Một số cơ chế chính gồm: 

• Ionophor: là các hợp chất hữu cơ nằm trên màng có khả năng liên kết chọn 

lọc với ion và vận chuyển chúng qua màng mà không cần năng lượng. Nhiều 

ionophor đã được nghiên cứu có nguồn gốc từ vi sinh vật, như valinomycin từ 

Streptomyces hay nonactin từ Actinomyces. Khi hoạt động, các chất này làm 

tăng tính thấm của màng, giúp ion đi qua dễ dàng hơn nhờ sự liên kết có tính 

đặc hiệu cao giữa ionophor và ion.  

• Kênh ion: trên màng sinh chất và màng không bào tồn tại nhiều cấu trúc dạng 

lỗ xuyên màng có kích thước đủ lớn để ion đi qua. Các kênh này có tính chọn 

lọc, mỗi loại ion thường có kênh riêng và có khả năng đóng – mở tùy theo điều 

kiện của tế bào, giúp điều hòa quá trình vận chuyển ion.  

• Thế xuyên màng: sự di chuyển ion qua màng tạo ra chênh lệch điện thế giữa 

hai phía màng, thường dao động khoảng 50–200 mV và phía trong tế bào 

thường mang điện âm. Nhờ điện thế này, các cation có thể đi vào trong theo 

gradient điện trường, còn các anion có thể kết hợp với H⁺ để chuyển thành 

dạng cation rồi mới đi qua màng vào trong tế bào [2]. 

Sự xâm nhập chất khoáng chủ động 

Trong nhiều trường hợp, cây vẫn có thể hấp thụ ion khoáng dù nồng độ ion bên 

trong tế bào cao hơn bên ngoài, tức là diễn ra ngược chiều gradient nồng độ. Hiện 

tượng này không thể được giải thích bằng cơ chế khuếch tán hay khuếch tán có xúc 

tác. Thêm vào đó, quá trình tích lũy ion sẽ bị giảm mạnh khi hoạt động trao đổi chất 
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của cây bị ức chế, chẳng hạn như khi thiếu oxy trong môi trường hoặc khi sử dụng 

các chất ức chế hô hấp. 

Điều đó cho thấy việc hấp thụ và tích lũy ion khoáng phụ thuộc vào năng lượng 

do quá trình trao đổi chất cung cấp, và đây là một quá trình mang tính chọn lọc và 

chủ động của tế bào. 

Vận chuyển tích cực (active transport) khác với vận chuyển thụ động (passive 

transport) ở một số đặc điểm cơ bản sau: 

• Có sử dụng năng lượng từ quá trình trao đổi chất của tế bào.  

• Có khả năng vận chuyển chất ngược chiều gradient nồng độ (từ nơi có nồng 

độ thấp đến nơi có nồng độ cao).  

• Có thể đưa vào tế bào những ion khoáng không thấm hoặc thấm rất kém qua 

màng lipid.  

• Mang tính đặc hiệu cao đối với từng loại tế bào và từng loại chất được vận 

chuyển.  

Hiện nay có nhiều giả thuyết nhằm giải thích cơ chế vận chuyển tích cực, trong đó 

quan niệm chất mang được chấp nhận rộng rãi nhất. 

❖ Quan niệm chất mang 

Theo quan điểm này, trên màng sinh chất và màng không bào tồn tại các chất 

chuyên biệt có vai trò vận chuyển ion từ ngoài vào trong tế bào, được gọi là chất 

mang. Chúng có khả năng liên kết với các ion ở mặt ngoài màng và sau đó giải phóng 

chúng ở phía bên trong. 

Phức hợp trung gian giữa chất mang và ion đóng vai trò như một phương tiện 

giúp ion dễ dàng đi qua màng. Để hình thành phức hợp này, chất mang trước hết phải 

được hoạt hóa nhờ năng lượng ATP thông qua enzym photphokinaza. Vì vậy, đây là 

một dạng vận chuyển tích cực, có liên quan trực tiếp đến hoạt động trao đổi chất của 

tế bào. 

Sau khi được hoạt hóa, chất mang có thể liên kết thuận lợi với ion và đưa chúng 

vào bên trong tế bào. Tiếp đó, nhờ enzym photphataza, ion sẽ được tách ra khỏi phức 

hợp để giải phóng vào trong tế bào. 

Quá trình này có thể chia làm 3 giai đoạn: 1. Hoạt hóa chất mang – 2. Tạo phức 

hệ ion-chất mang – 3. Giải phóng ion. 
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Trong 3 giai đoạn, chỉ có giai đoạn đầu tiên cần năng lượng để hoạt hóa chất 

mang. Phương thức kết hợp giữa chất mang và ion cũng tương tự như kết hợp giữa 

enzyme và cơ chất khi tiến hành xúc tác phản ứng hóa học.  

Như vậy, sự xâm nhập chất khoáng vào tế bào được thực hiện bởi 2 cơ chế: bị 

động và chủ động. Tùy theo trường hợp cụ thể, điều kiện cụ thể mà cơ chế nào chiếm 

ưu thế. Nhìn chung, cả 2 cơ chế này đều diễn ra song song trong cây. Nếu một trong 

2 phương thức bị ức chế thì cũng có nghĩa sự hút khoáng bị ức chế. Ví dụ khi cây bị 

yếm khí thì sự hút khoáng cũng bị ngừng trệ [2]. 

1.1.2.3. Sự vận chuyển chất khoáng trong cây 

Sự vận chuyển trong các tế bào 

Sau khi được hấp thu, các khoáng chất được vận chuyển từ rễ đến mọi bộ phận 

khác của cây qua hai con đường chính: 

• Con đường gian bào (Apoplast):  

Con đường apoplast là con đường vận chuyển khoáng chất qua khoảng không 

gian giữa các tế bào, chủ yếu qua các vách tế bào mà không đi qua màng tế bào. Các 

khoáng chất di chuyển qua đây từ ngoài vào trong rễ rồi vào các mạch gỗ (xylem). 

Dòng chảy qua apoplast: Khoáng chất di chuyển qua apoplast thông qua khuếch 

tán từ nồng độ cao (trong đất) đến nồng độ thấp (trong rễ và mô xylem). Tuy nhiên, 

sự vận chuyển qua apoplast có thể bị kiểm soát khi ion đi qua nội bì trong rễ, nơi có 

vành đai Caspary, ngăn cản sự di chuyển tự do của khoáng chất qua không gian giữa 

các tế bào [3]. 

Vành đai Caspary nằm ở lớp nội bì của rễ giúp ngăn cản các ion đi qua apoplast 

tự do, buộc chúng phải đi qua màng tế bào nội mô và có sự chọn lọc trong quá trình 

vận chuyển khoáng chất. Sau khi khoáng chất vượt qua lớp này, chúng có thể đi vào 

xylem và vận chuyển lên bộ phận hay cơ quan khác của cây [3]. 

Ưu điểm của con đường apoplast: Con đường apoplast cho phép khoáng chất di 

chuyển nhanh chóng mà không cần trao đổi ion trong tế bào. Tuy nhiên, quá trình này 

không có sự kiểm soát chặt chẽ như con đường symplast, khiến cho con đường 

apoplast trở nên kém hiệu quả trong việc vận chuyển các ion cần điều khiển sự hấp 

thu một cách cụ thể [4]. 
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• Con đường qua cầu liên bào (Symplast) 

Con đường symplast cho phép các chất hoà tan và ion đi từ tế bào này sang tế 

bào khác qua cầu nối tế bào chất (plasmodemata) mà không cần phải ra ngoài MT tế 

bào. 

Vận chuyển qua cầu nối tế bào chất: Các ion khoáng chất như K⁺, Ca²⁺, Mg²⁺, 

và NO₃⁻ có thể di chuyển qua cầu nối tế bào chất giữa các tế bào trong rễ hoặc mô 

khác của cây. Quá trình này giúp các ion di chuyển từ các tế bào của mạch vỏ (cortex) 

vào các tế bào của mạch gỗ (xylem) mà không cần phải đi qua lớp màng tế bào [2]. 

Dòng chảy trong symplast: con đường symplast đảm bảo sự chuyển động của 

các ion theo chiều từ rễ lên mạch gỗ (xylem), và chúng thường di chuyển qua các tế 

bào có khả năng trao đổi ion với nhau, đặc biệt là trong điều kiện cây cần duy trì sự 

ổn định nội môi [3]. 

Vai trò của sự bơm ion: trong quá trình vận chuyển khoáng chất qua symplast, 

các ion được bơm vào trong tế bào và đi qua các cầu nối tế bào chất nhờ vào các cơ 

chế sinh lý, trong đó có sự tham gia của bơm proton H⁺. Bơm proton làm tăng sự tích 

tụ của các ion trong tế bào giúp sự di chuyển thuận lợi của các ion khoáng. 

Sự vận chuyển trong mạch xylem 

Các chất khoáng tan trong nước rồi đi vào mạch gỗ và theo dòng thoát hơi nước 

mà đi lên các bộ phận trên mặt đất, đến tất cả các cơ quan cần thiết. Đây là dòng vận 

chuyển chất khoáng chủ yếu trong cây. Tốc độ vận chuyển chất khoáng trong mạch 

gỗ phụ thuộc vào quá trình thoát hơi nước của lá, tức là phụ thuộc vào dòng nước đi 

lên cây [2]. 

Sự vận chuyển trong mạch floem (libe) 

Một bộ phận các ion cũng có thể tách ra từ các tế bào nhu mô hoặc từ mạch gỗ 

vào hệ thống dẫn chất đồng hóa – hệ thống mạch libe – để cùng tham gia với các chất 

đồng hóa phân phối đến các bộ phận của cây. Người ta phát hiện nhiều ion khoáng 

trong dịch vận chuyển của mạch rây với nồng độ rất khác nhau. Một số chất khoáng 

có khả năng di động rất lớn thì dễ dàng xuất hiện trong mạch libe như K, Na, P, S, 

Mg, Cl... cũng có một số chất không di động như Ca, B, Ag... ít khi thấy chúng trong 

mạch libe [2]. 
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1.1.2.4. Sự dinh dưỡng khoáng ngoài rễ 

Phần lớn các chất khoáng trong đất được cây hấp thụ thông qua hệ rễ. Tuy nhiên, 

ngoài rễ, các cơ quan khác của cây, đặc biệt là lá, cũng có khả năng hấp thụ khoáng 

khi tiếp xúc với dung dịch dinh dưỡng. 

Các ion khoáng khi xâm nhập vào lá thường đi qua khí khổng hoặc thấm qua 

lớp cutin mỏng trên bề mặt lá. Mức độ hấp thụ qua lá phụ thuộc vào nhiều yếu tố như 

thành phần, nồng độ và độ pH của dung dịch khoáng. Bên cạnh đó, tuổi của lá cũng 

ảnh hưởng đến khả năng hấp thụ. Với cùng một nguyên tố, tốc độ thấm vào lá còn 

thay đổi tùy thuộc vào dạng hóa học mà cây tiếp nhận. 

1.2. MỘT SỐ HẠN CHẾ CỦA NUÔI CẤY IN VITRO 

Nuôi cấy in vitro mặc dù mang lại nhiều lợi ích nhưng vẫn có một số hạn chế 

như thoái hóa giống, dị dạng, hiện tượng bất thường (thủy tinh thể, rụng lá, khí khổng 

biến dạng, nhiễm vi sinh vật, mẫu cấy bị hóa nâu). Nguyên nhân của những bất thường 

này thường liên quan đến việc mẫu cấy sinh trưởng trong MT kín, vô trùng, dẫn đến 

sự thay đổi trong quá trình sinh trưởng của cây trước khi chuyển ra điều kiện vườn 

ươm. 

1.2.1. Thủy tinh thể 

Khi các chồi in vitro được nuôi cấy trong MT ẩm độ cao và thiếu không gian 

thoáng khí, chúng thường có những biểu hiện bất thường về hình thái và sinh lý mẫu 

cấy. Hiện tượng thủy tinh thể còn được gọi là thủy tinh hóa, tích lũy nước quá mức, 

trong suốt như thủy tinh [6]. Những bất thường này thường dẫn đến sự biệt hóa và 

khả năng hóa gỗ kém của mô, các tế bào lá bao quanh bởi thành tế bào mỏng và 

nguyên sinh chất nghèo dinh dưỡng. Khi quan sát dưới kính hiển vi, lá bị hiện tượng 

thủy tinh thể hóa thường thiếu mô giậu, chứa nhiều nước trong nguyên sinh chất, và 

lục lạp có nhiều hạt tinh bột lớn nhưng hàm lượng lục lạp lại thấp hơn lá bình thường 

[7]. Ở một số loài cây, hiện tượng này còn khiến mô biểu bì và lớp lông sừng trên lá 

bị khiếm khuyết, làm giảm khả năng mở và đóng của khí khổng, dẫn đến giảm khả 

năng thích nghi với điều kiện thay đổi [8]. Những cây bị hiện tượng này thường có tỷ 

lệ sống thấp và khả năng đáp ứng của rễ kém trong quá trình vi nhân giống thương 

mại [9]. 
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Thủy tinh thể, một rối loạn sinh lý và hình thái ở cây trồng in vitro làm giảm 

chất lượng cây giống, đã được ghi nhận ở hoa hướng dương [10], Scrophularia 

yoshimurae [11], hoa cẩm chướng [12], Turbinicarpus valdezianus [13] và hoa hồng 

[14]. Nguyên nhân của quá trình này là do nhiều yếu tố như MT, loại và nồng độ 

CĐHSTTV [15], độ ẩm tương đối và tích tụ khí ethylene [11] hệ thống nuôi cấy và 

tạo gel [16]. 

Hiện tượng thủy tinh thể thường phụ thuộc vào loại cây, sự tích lũy ethylene, 

nồng độ CO2, độ ẩm trong bình nuôi cấy (>95%), nhiệt độ, và chất điều hòa sinh 

trưởng. Những tổn thương ở mô cây và điều kiện kín khí trong nuôi cấy in vitro làm 

gia tăng sự tích lũy ethylene từ đó dẫn đến các stress sinh học và những biến đổi sinh 

lý bất lợi. Ethylene làm tăng tính thấm của màng tế bào và tăng sự giữ nước nội bào 

làm mô cây bị ngậm nước từ đó tăng nguy cơ thủy tinh thể [17]. Các biện pháp như 

điều chỉnh nồng độ chất đông, nguồn carbon, khoáng chất, tỷ lệ NH4
+, hoặc điều kiện 

nuôi cấy có thể giúp giảm thiểu hiện tượng này, nhưng cũng có thể làm giảm tỷ lệ 

nhân giống và tăng nguy cơ nhiễm vi sinh vật [18]. Tăng nồng độ Ca2+ đã chứng minh 

hiệu quả trong việc giảm hiện tượng thủy tinh thể, nhưng lại cản trở quá trình hóa gỗ 

của cây [19]. 

1.2.2. Tích lũy khí ethylene  

Ethylene (C2H4) là một hợp chất hữu cơ được sử dụng rộng rãi và là một loại 

hormone thực vật. C2H4 tham gia vào các quá trình sinh trưởng của cây (nảy mầm, 

hình thành chồi và rễ, rụng lá và quả, ra hoa, và chín quả). Ethylene cũng có vai trò 

trong các phản ứng stress như hạn hán, thừa nước, mầm bệnh, và độ mặn [20]. Quá 

trình tổng hợp ethylene ở thực vật được diễn ra như hình 1.1. 

 

Hình 1.1. Con đường sinh tổng hợp ethylene trong thực vật [13]. 
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Sự tích lũy khí ethylene trong túi hay bình nuôi cấy kín khí gây ra những bất 

lợi, làm chậm sinh trưởng của cây, ảnh hưởng đến sự phát sinh hình thái, sinh trưởng 

và chất lượng cây giống. Điều này cho thấy sự quan trọng của việc kiểm soát nồng 

độ khí ethylene để cải thiện hiệu quả của quá trình nuôi cấy in vitro [21]. 

Sự sản sinh của ethylene có vai trò đáng kể đối với sự biệt hóa, sinh trưởng và 

khả năng đáp ứng với stress sinh học hay phi sinh học của cây trồng nuôi cấy in vitro 

trong suốt chu kỳ sống của chúng. Các mẫu cấy in vitro thường sản sinh ra khí 

ethylene do bị tổn thương trong quá trình cấy chuyền và do nhiều điều kiện stress 

khác nhau trong quá trình nuôi cấy. Lượng ethylene sản sinh ra phụ thuộc vào giai 

đoạn tăng trưởng, mẫu cấy và nồng độ CĐHSTTV [22]. 

1.2.3. Vàng lá, rụng lá và enzyme thủy phân cellulase, pectinase 

Vàng và rụng lá 

Cây trồng in vitro chịu ảnh hưởng của stress sinh học và phi sinh học và có tác 

động tiêu cực đến sự sinh trưởng, chất lượng cây giống và khả năng thích nghi, sống 

sót khi chuyển ra vườn ươm. Bên cạnh thủy tinh thể, mẫu cấy còn phải đối mặt với 

tình trạng vàng và rụng lá. Sự rụng cơ quan được dùng để mô tả sự tách rời của các 

bộ phận thực vật như lá, hoa, quả, hoặc hạt khỏi cây [23]. 

Trong quá trình vi nhân giống, hiện tượng rụng lá thường do tác động của 

hormone như ethylene hoặc auxin. Đặc biệt, trong điều kiện nuôi cấy kín với độ ẩm 

cao, ethylene có xu hướng tích tụ, trở thành yếu tố chính thúc đẩy hiện tượng rụng lá 

[24]. Tuy nhiên, các nghiên cứu cho thấy auxin có thể ức chế sự rụng lá. Sự rụng lá 

bị ức chế bởi dòng auxin, khiến ethylene không thể gây ra tác động ở giai đoạn đầu. 

Các tế bào ở vùng rụng sẽ nhạy cảm hơn và ethylene được sản sinh ra nhiều hơn, vai 

trò ức chế của auxin giảm đi do auxin từ lá suy giảm và sự vận chuyển theo cực bị 

phá bỏ. Điều này lý giải tại sao lá non thường sản sinh ra nhiều ethylene, nhưng sự 

rụng lá ghi nhận chủ yếu ở lá già do ethylene rút ngắn giai đoạn đầu và hạn chế quá 

trình chuyển hóa auxin [25]. 

Trước khi xảy ra sự phân tách, nồng độ ethylene trong vùng rụng thường tăng 

lên, kích thích biểu hiện gen mã hóa các enzyme thủy phân (pectinase và cellulase) 

thành tế bào [26]. Sự tác động này sẽ làm sự hóa gỗ kém và kích thích sự hình thành 
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các enzyme phân phá hủy thành tế bào và tầng rời xuất hiện nhanh hơn. Tầng rời này 

gồm các tế bào nhu mô đặc biệt với cấu trúc yếu hơn, dễ dẫn đến sự phân tách cơ 

quan khi gặp điều kiện thuận lợi. 

Cellulase và pectinase 

Cellulose, một polysaccharide tự nhiên dồi dào, góp phần tạo độ cứng cho vách 

tế bào. Các enzyme cellulase (exoglucanase, endoglucanase, và β-glucosidase) thủy 

phân cellulose thành glucose và các sản phẩm khác, phá vỡ liên kết β-1,4-d-glycosid, 

làm giảm độ cứng của vách tế bào và gây ra hiện tượng rụng cơ quan, đặc biệt là lá 

trong quá trình vi nhân giống [27]. 

Pectin có vai trò quan trọng giúp gắn kết giữa các tế bào thực vật. Pectin rất 

phong phú trong vách tế bào sơ cấp và màng trung gian của thực vật. Nhóm enzyme 

pectinase (bao gồm pectin methylesterase, polygalacturonase, pectinlyase, và 

pectatelyase) có khả năng phân hủy pectin, làm giảm độ liên kết và sức mạnh của 

vách tế bào, dẫn đến sự chết tế bào và hiện tượng rụng cơ quan [28]. 

Để khắc phục hiện tượng rụng cơ quan, các chất như aminoethoxyvinylglycine 

(AVG) – chất ức chế sinh tổng hợp ethylene, và 1-methyl-cyclopropene (1-MCP) – 

chất làm chậm quá trình rụng đã được sử dụng. Tuy nhiên, AVG có thể gây độc cho 

mẫu cấy, trong khi 1-MCP chủ yếu sử dụng trong công nghệ sau thu hoạch [26; 28]. 

1.2.4. Hóa nâu mẫu cấy 

Hiện tượng hóa nâu thường gặp ở một số loài thực vật vi nhân giống, khi cả 

mẫu cấy và MT nuôi cấy chuyển sang màu nâu sẫm hoặc đen, dẫn đến hoại tử và 

thậm chí gây chết mẫu cấy. Nguyên nhân là do sự phenol hóa trong quá trình nuôi 

cấy, tạo ra các hợp chất gây độc cho thực vật. Mức độ hóa nâu mẫu cấy phụ thuộc 

vào loài thực vật, kiểu gen, tuổi mô cấy và thành phần MT nuôi cấy. 

Các biện pháp như cấy chuyền thường xuyên, nuôi cấy trong tối, bổ sung chất 

kháng oxy hóa (acid ascorbic, cystein-HCl, polyvinylpyrolidone, than hoạt tính) được 

sử dụng để hạn chế hiện tượng này [21]. 
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1.2.5. Stress oxy hóa và hệ thống kháng oxy hóa của thực vật 

Trong quá trình nuôi cấy in vitro, cây con phải đối mặt với stress oxy hóa do 

các điều kiện bất lợi như hàm lượng dinh dưỡng, độ ẩm, ethylene, cường độ ánh sáng, 

và nhiệt độ trong bình kín. Những yếu tố này làm tăng hàm lượng gốc oxy phản ứng 

(ROS) bao gồm hydrogen peroxide (H2O2), gốc tự do superoxide (O2-) và hydroxyl 

(OH-). ROS điều hòa các quá trình tế bào ở nồng độ thấp và ngược lại chúng có thể 

gây đột biến DNA, gây biến tính các protein, oxy hóa lipid, làm giảm quang hợp và 

gây chết tế bào ở nồng độ cao [29; 30]. 

Thực vật có cơ chế chống lại stress oxy hóa thông qua các enzyme kháng oxy 

hóa như ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), và superoxide dismutase 

(SOD), giúp bảo vệ tế bào khỏi tác động tiêu cực của ROS. Nhờ hoạt động của các 

enzyme này, cây có thể duy trì sự cân bằng ROS, tăng khả năng chịu đựng và sống 

sót dưới các điều kiện stress [31].  

Để khắc phục những hạn chế này, việc tối ưu hóa MT nuôi cấy in vitro và nâng 

cao chất lượng cây giống là mục tiêu quan trọng của vi nhân giống các cây trồng 

thương mại. 

1.3.  NANO KIM LOẠI 

1.3.1. Giới thiệu 

Vật liệu nano, với kích thước cực nhỏ trong khoảng từ 1 đến 100 nm, đã được 

phát hiện và công nhận từ những năm 50 của thế kỷ XIX. Ngày nay, vật liệu nano nổi 

lên như một loại vật liệu tiên tiến, là giải pháp thay thế hiệu quả cho các vật liệu 

truyền thống, tạo nên một lĩnh vực công nghệ riêng biệt – Công nghệ nano. Nano với 

kích thước siêu nhỏ, sở hữu những đặc tính vượt trội, chẳng hạn như diện tích bề mặt 

lớn hơn, khả năng tương tác bề mặt tốt, và hiệu ứng plasmon cộng hưởng. Điều này 

đã giúp chúng được nghiên cứu và ứng dụng trong sinh học, nông nghiệp, y học, MT, 

năng lượng và cả khoa học cây trồng, mang đến nhiều hiệu quả và ứng dụng đột phá 

[32; 33]. 

Trong lĩnh vực khoa học cây trồng, nano đang dần phổ biến và ứng dụng rộng 

rãi để thúc đẩy quá trình sinh trưởng, tăng năng suất, tăng khả năng chống chịu stress 

và bệnh tật của cây trồng. Bằng cách cung cấp dinh dưỡng dưới dạng vật liệu nano, 
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thông qua việc bón phân hay phun trực tiếp lên lá, cây có thể sử dụng và chuyển hóa 

dinh dưỡng một cách hiệu quả, giúp tăng chất lượng và năng suất cây trồng nhằm đáp 

ứng nhu cầu lương thực [34]. 

Các kim loại vi lượng như sắt (Fe), đồng (Cu), cobalt (Co), mangan (Mn), kẽm 

(Zn), và molypden (Mo) có vai trò quan trọng trong sự sinh trưởng của cây, việc sử 

dụng chúng dưới dạng NPs đang được sự quan tâm nhờ khả năng nâng cao hiệu quả 

hấp thu và khắc phục các bệnh lý bất thường ở cây trồng cả trên đồng ruộng và trong 

điều kiện nuôi cấy in vitro [35]. Các NPs mang lại lợi thế vượt trội so với dạng ion 

kim loại thông thường nhờ hai đặc điểm chính: 

• Hiệu quả bề mặt: Ở kích thước nano, bề mặt tiếp xúc được gia tăng, giúp NPs 

tương tác hiệu quả hơn so với vật liệu thông thường cùng khối lượng. 

• Kích thước nhỏ: NPs có kích thước cực kỳ nhỏ, mang tính chất đặc biệt về 

điện, từ, và quang, vượt ra khỏi giới hạn của các vật liệu vĩ mô truyền thống. 

Điều này giúp chúng cải thiện khả năng hấp thu và vận chuyển trong thực vật, 

mở ra những tiềm năng mới trong ứng dụng [36]. 

1.3.2. Các phương pháp tổng hợp hạt nano 

Hạt nano kim loại có thể được tổng hợp bằng nhiều phương pháp [37, 38], 

thường chia thành hai nhóm chính: 

• Phương pháp từ dưới lên (Bottom-up): Khởi đầu từ các nguyên tử hoặc phân 

tử nhỏ, chúng được tập hợp để tạo thành hạt nano. 

• Phương pháp từ trên xuống (Top-down): Vật liệu kích thước lớn được sử 

dụng, sau đó được xử lý và làm nhỏ đến kích thước nano. 

Các phương pháp tổng hợp bao gồm tổng hợp hóa học, vật lý, sinh học, và quang 

hóa, mỗi phương pháp có ưu điểm riêng nhưng cần đảm bảo hiệu quả về kích thước, 

hình dạng, và tính tiện dụng. 

• Tổng hợp vật lý: Phương pháp này thường sử dụng quá trình bay hơi - ngưng 

tụ để tạo ra các hạt nano kim loại. Dù hiệu quả, nhưng nó đòi hỏi nhiều năng 

lượng và không gian. Tuy nhiên, nhiều phương pháp đang được phát triển để 

nâng cao hiệu suất và giảm chi phí sản xuất. 
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• Tổng hợp hóa học: Hạt nano được hình thành dưới những điều kiện đặc biệt, 

với sự tham gia của các chất kiểm soát bề mặt (SCAs) nhằm điều chỉnh kích 

thước và mật độ. 

• Tổng hợp sinh học: Thay vì dùng hóa chất, các vi khuẩn, nấm, tảo, hoặc thực 

vật được sử dụng để sản xuất NPs. Phương pháp này thân thiện với MT và an 

toàn [37; 38]. 

Việc tổng hợp nano bằng thực vật đã trở thành một hướng đi mới với khả năng 

tự nhiên để tạo ra NPs như vàng, bạc, kẽm, titan, và sắt – những NPs được ứng dụng 

trong y học và các ngành công nghiệp khác. 

1.3.3. Nano kim loại trong thực vật 

NPs có thể được cây trồng hấp thu qua rễ hoặc lá. Khi hấp thu qua rễ, các hạt 

nano xâm nhập vào biểu mô, di chuyển vào mạch gỗ (xylem) và sau đó đến các cơ 

quan khác của cây thông qua con đường gian bào (apoplast) hoặc con đường tế bào 

chất (symplast). Khi hấp thu qua lá, các hạt nano thâm nhập qua khí khổng, đi vào hệ 

thống mạch lá và được vận chuyển qua mạch rây (phloem). Khả năng hấp thu và vận 

chuyển này phụ thuộc vào cấu trúc, hình dáng, và đặc tính của NPs, cũng như đặc 

điểm của loài thực vật [39]. 

Nhờ những đặc tính độc đáo của mình, nano kim loại mở ra hướng đi mới nhằm 

ứng dụng vào nông nghiệp, giúp cây trồng cải thiện hấp thu dinh dưỡng và cải thiện 

khả năng chống chịu stress, tăng chất lượng và năng suất cây trồng, đáp ứng nhu cầu 

về lương thực và thực phẩm. 
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Hình 1.2. Con đường vận chuyển nano kim loại trong thực vật [39]. 

Hiện nay, các nghiên cứu đều chỉ ra rằng NPs có khả năng di chuyển bên trong 

thực vật, xuyên qua các mô và tiến đến hệ thống mạch gỗ (xylem). Khi nói về sự vận 

chuyển của hạt nano qua rễ, một điểm cần đặc biệt chú ý là sự ngăn cản của dải 

Caspary ở nội bì của rễ cây, làm hạn chế con đường vận chuyển qua không gian gian 

bào (apoplast). Dù cơ chế chính xác mà NPs vượt qua dải Caspary vẫn chưa được 

hiểu rõ, nhưng một khi đã vào hệ thống mạch, chúng sẽ di chuyển đến các mô hay cơ 

quan bên trên theo dòng chảy của nước và chất dinh dưỡng trong cây [39]. 

Hạt nano khi tiếp xúc với màng tế bào có thể được hấp thu qua quá trình nhập 

bào và sau đó tồn tại bên trong các túi nhỏ trong tế bào. Tuy nhiên, phần lớn các hạt 

nano có khả năng xâm nhập trực tiếp qua màng tế bào và sau đó tồn tại trong tế bào 

chất hoặc được chuyển đến các bào quan khác như lạp thể hoặc nhân tế bào (Hình 

1.3) [39]. 

Caspary 
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Hình 1.3. Sự tích lũy nano kim loại trong tế bào [39]. 

Các hạt nano tiếp xúc với màng tế bào có thể được hấp thu thông qua quá trình 

nhập bào và tồn tại ở trong các túi bên trong các tế bào (Hình 1.3A). Tuy nhiên, hầu 

hết các hạt nano xuyên qua màng tế bào một cách trực tiếp (Hình 1.3B), sau đó, các 

hạt này tồn tại trong tế bào chất hoặc chuyển sang các bào quan khác (lạp thể hoặc 

nhân) (Hình 1.3C) [39]. 

NPs mang lại hiệu quả động lực học và khả năng tương tác vượt trội so với các 

dạng kim loại nhờ vào những đặc tính lý hóa độc đáo của chúng. Khi tồn tại trong 

các hệ thống sinh học hoặc MT, hạt nano sẽ tương tác với các thành phần khác và trải 

qua những biến đổi về tính chất lý hóa, chẳng hạn như bị bao bọc bởi các phân tử hữu 

cơ tự nhiên hoặc sinh học, phân rã, hay trải qua quá trình phản ứng oxy hóa khử [40]. 

NPs còn chịu tác động từ sự tương tác vật lý với các ion vô cơ, phân tử sinh học 

và chất hữu cơ, dẫn đến sự thay đổi về trạng thái kết đám và tính chất hóa học bề mặt. 

Rễ cây thường tiết ra một lượng lớn các hợp chất, bao gồm ion vô cơ, phân tử hữu cơ 

nhỏ (như phenol, aldehyde, amino acid, và acid hữu cơ), và các pectin cao phân tử 

(như polysaccharide và acid béo), tạo ra một MT xung quanh gọi là "vùng bầu rễ". 

Vùng này có vai trò đáng kể trong sự điều chỉnh tác động và độc tính của kim loại, 

giúp tạo thành dạng phức chất hữu cơ bao bọc và giữ chặt ion kim loại (chelate) khi 

nồng độ kim loại vượt quá giới hạn hấp thu ở rễ [41]. Do đó, hạt nano kim loại thường 

chịu tác động khi tiếp xúc với chất tiết từ rễ, đặc biệt khi chúng tương tác trực tiếp 
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với rễ cây. Sự chuyển hóa này có thể ảnh hưởng đến vai trò và chức năng của hạt 

nano trong cơ thể thực vật [42]. 

Quá trình hấp thu hạt nano trong cây được đặc trưng bởi ba yếu tố chính: (1) 

Tính chọn lọc – một số khoáng chất được ưu tiên hấp thu, trong khi các chất khác bị 

hạn chế hoặc loại trừ; (2) Sự tích tụ – nồng độ các nguyên tố trong tế bào có thể cao 

hơn nhiều so với MT bên ngoài; và (3) Tính chất kiểu gen – sự khác biệt rõ rệt giữa 

các loài thực vật về khả năng hấp thu hạt nano [39].  

1.3.4. An toàn của các hạt nano kim loại 

Hiện nay, ảnh hưởng tích cực của NPs lên con người, động vật hay MT đang là 

mối quan tâm lớn do chúng có kích thước rất bé cho phép chúng dễ dàng xâm nhập 

hay thậm chí là tương tác với các tế bào bên trong cơ thể. Điều này dẫn đến việc 

nghiên cứu các cơ chế tác động, sự tích lũy và tính an toàn của NPs trở thành một 

lĩnh vực ngày càng được chú ý. 

Đến thời điểm hiện tại, NPs đã được ứng dụng rộng rãi trong y học và đời sống 

hàng ngày nhờ khả năng kháng khuẩn, diệt khuẩn, và điều trị bệnh của chúng. Cơ 

quan Bảo vệ Môi trường Hoa Kỳ (EPA), lượng AgNPs (hạt nano bạc) được sử dụng 

hiệu quả cho mục đích phòng bệnh là từ 100 đến 200 µg mỗi ngày cho một người, và 

không nên vượt quá 350 µg mỗi ngày. Đặc biệt, sử dụng AgNPs bổ sung vào trong 

bữa ăn hoặc nước uống đã được chứng minh là không gây ra hiện tượng Argyria – 

tình trạng da xanh xao do ngộ độc bạc [43]. 

Ngoài ra, các loại hạt nano khác như CoNPs và FeNPs cũng được cho là có tiềm 

năng trong các lĩnh vực khác nhau và chúng thân thiện với môi trường, ít gây độc cho 

sinh vật. Chính vì vậy, NPs ngày càng được ứng dụng rộng rãi trong khoa học sự sống 

và góp phần giảm dịch bệnh, dư lượng thuốc bảo vệ thực vật hóa học, đồng thời nâng 

cao chất lượng sản phẩm [44]. 

Mặc dù NPs có tiềm năng ứng dụng rất lớn, nhưng việc kiểm soát và đánh giá 

cẩn trọng tác động của chúng đối với các tác nhân khác nhau và MT xung quanh là 

điều cần thiết nhằm đảm bảo sự an toàn và hiệu quả khi sử dụng NPs trong các lĩnh 

vực khác nhau. 
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1.4. NANO KIM LOẠI TRONG VI NHÂN GIỐNG THỰC VẬT 

1.4.1. Khử trùng mẫu cấy 

Sự có mặt của vi sinh vật là một thách thức nghiêm trọng trong quá trình nuôi 

cấy mô, có thể gây thất bại hoàn toàn cho hệ thống nuôi cấy ngay từ giai đoạn khởi 

đầu. Các nguồn mẫu cấy và MT thí nghiệm chưa được vô trùng thường là nguyên 

nhân gây ô nhiễm. Vì vậy, việc khử trùng bề mặt mẫu cấy là một bước vô cùng quan 

trọng trong quy trình nuôi cấy in vitro, bởi nấm và vi khuẩn có khả năng sinh trưởng 

nhanh trong MT nuôi cấy. 

Hiện nay, một số chất như bromine lỏng, calcium hypochlorite, ethanol, 

hydrogen peroxide, sodium hypochlorite, thủy ngân chloride, bạc nitrate, kháng sinh 

và thuốc nấm đang được sử dụng phổ biến để khử trùng mẫu cấy. Tuy nhiên, độc tính 

của một số chất kháng sinh đối với tế bào, mô, và cơ quan nuôi cấy đã được báo cáo 

ở một số loại cây trồng [45]. Thêm vào đó, một số chất khử trùng không chỉ không 

loại bỏ hoàn toàn tạp chất mà còn gây ảnh hưởng đến sự phát sinh cơ quan do tính 

độc của chúng. 

Trong bối cảnh này, NPs như AgNPs, nhôm oxide, đồng oxide, sắt oxide, vàng, 

magiê oxide, nickel, silicon, silicon dioxide, titanium dioxide, và kẽm oxide đã được 

chứng minh là có tiềm năng trong việc hạn chế nhiều loại vi sinh vật [46; 47]. Đây là 

một hướng đi mới hứa hẹn trong việc sử dụng NPs để khử trùng mẫu cấy mà ít gây 

hại đến sự sinh trưởng bình thường của cây trồng. 

1.4.2. Phát sinh hình thái in vitro 

NPs được bổ sung vào MT nuôi cấy có tác động tích cực đến sự sinh trưởng của 

mô sẹo, chồi, phôi và tạo rễ. Tuy nhiên, tác dụng kích thích hay ức chế của các nồng 

độ NPs trên từng mẫu nuôi cấy cần phải được nghiên cứu cụ thể và kỹ lưỡng. Các 

nghiên cứu gần đây về ảnh hưởng của NPs đối với sự phát sinh hình thái của cây 

trồng đã được thể hiện trong Bảng 1.2 cung cấp thêm về tiềm năng và hiệu quả của 

việc sử dụng nano kim loại trong quá trình nuôi cấy mô thực vật. 
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Bảng 1.2. Các kiểu phát sinh hình thái trên môi trường có bổ sung NPs 

TT Đối tượng 
Kiểu phát 

sinh hình thái 

Môi trường, loại và nồng độ 

nano 

Nguồn 

tham 

khảo 

1 
Tecomella 

undulata 

Chồi và mô 

sẹo 

MS + 2,5 mg/L BAP + 0,1 

mg/L IAA + 10 mg/L AgNPs 
[48] 

2 Brassica juncea Chồi MS + 50 mg/L AgNPs [49] 

3 
Arabidopsis 

thaliana 

Nảy mầm của 

hạt, sinh 

trưởng cây con 

MS + FeNPs [50] 

4 
Verbena 

bipinnatifida 
Chồi, rễ MS + 5 µg/L CuNPs [51] 

5 Menta longifolia Chồi, rễ 
MS + 0,5 mg/L CuNPs + 0,8 

mg/L CoNPs 
[52] 

6 
Stevia 

rebaudiana 
Rễ MS + 1 mg/L ZnNPs [53] 

7 Solanum nigrum Mô sẹo 
MS + 5 mg/L BA + 3 mg/L 

NAA + 8 mg/L AgNPs 
[54] 

8 
Arabidopsis 

thaliana 

Tăng sinh khối 

cây con 

½ MS + 250 mg/L Cerium 

oxide + 50 - 500 mg/L Indium 

oxide 

[55] 

9 Musa sp. 
Phôi sinh 

dưỡng 
MS + 100 mg/L ZnNPs [56] 

1.4.3. Biến dị dòng soma 

Biến dị dòng soma có thể mang lại những đột biến có lợi, có hại hoặc trung tính 

trong nuôi cấy in vitro. Hiện tượng này thường liên quan đến các thay đổi về nhiễm 
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sắc thể (số lượng, cấu trúc), trình tự DNA, methyl hóa DNA, quá trình trao đổi chéo, 

nguyên phân, và sự kích hoạt các yếu tố chuyển vị [57]. Một số biến dị này lại sở hữu 

các đặc điểm có lợi như thay đổi kích thước cây, màu sắc hoa, tạo khảm lá, thời điểm 

chín quả, sự tổng hợp các hoạt chất thứ cấp và chống chịu với stress sinh học hoặc 

phi sinh học [57]. 

Ngoài ra, độc tính của NPs có thể xuất hiện khi chúng được sử dụng ở nồng độ 

cao. Việc sử dụng NPs có thể ảnh hưởng đến chỉ số phân bào, tính toàn vẹn của DNA, 

sự biến đổi protein, và biểu hiện của DNA trong thực vật [37]. Chẳng hạn, cấu trúc 

nhiễm sắc thể trong mô sẹo của cây Linum usitatissimum đã bị ảnh hưởng đáng kể 

khi được nuôi cấy trên MT MS chứa hạt nano carbon [57]. Việc bổ sung nano carbon 

không chỉ làm gia tăng số lượng tế bào đa bội mà còn làm tăng mức độ methyl hóa 

DNA trong các mô sẹo nuôi cấy trên MT này. Biến dị soma xuất hiện với tần suất cao 

ở mô sẹo hoặc chồi thu nhận ở MT nuôi cấy có chứa nano vàng (AuNPs) hoặc AgNPs. 

Sự bổ sung AuNPs vào MT nuôi cấy in vitro cũng gây ra các biến dị về hình thái bên 

ngoài và giải phẫu của mô sẹo, thông qua việc thay đổi các protein và đặc tính DNA 

trong mô sẹo của cây Solanum nigrum [54]. 

1.4.4. Chuyển hóa hoạt chất thứ cấp 

Hoạt chất thứ cấp có thể thu nhận từ thực vật và giúp chúng tồn tại và thích nghi 

với MT xung quanh. Kỹ thuật nuôi cấy tế bào, mô và cơ quan thực vật đã được chứng 

minh là có lợi thế cho việc thu nhận các hoạt chất có hoạt tính sinh học. Hàm lượng 

của các chất này trong tế bào và cơ quan nuôi cấy có thể được cải thiện nhờ việc điều 

chỉnh điều kiện nuôi cấy, bổ sung tiền chất, các chất kích thích (elicitor), và điều 

chỉnh MT nuôi cấy [58]. 

Việc bổ sung NPs vào MT nuôi cấy đóng vai trò như nguồn dinh dưỡng và là 

chất kích thích sinh tổng hợp. Ví dụ, bổ sung nano nhôm oxide (10 - 100 µg/L) trong 

nuôi cấy huyền phù tế bào thuốc lá đã giúp tăng hàm lượng phenolic [59]. Hàm lượng 

tinh dầu ghi nhận trong mô sẹo của cây cúc Calendula officinalis nuôi cấy trên MT 

MS chứa 0,3 mg/L AgNPs cũng gia tăng [60]. Kết hợp của AuNPs và AgNPs (tỷ lệ 

1:3) đã gia tăng sự tích lũy các hợp chất phenol và flavonoid của mô sẹo cây Prunella 

vulgaris [61]. Ngoài ra, hình dạng của AgNPs ảnh hưởng đến việc sản xuất 
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anthocyanin ở cây Arabidopsis [62] và tích lũy saponin ở cây sâm Ngọc Linh chuyển 

gen [63]. 

1.4.5. Một số nghiên cứu về nano kim loại tại Việt Nam 

Trong những năm gần đây, nhóm nghiên cứu của GS.TS. Dương Tấn Nhựt tại 

Viện Khoa học sự sống đã tiên phong đánh giá việc sử dụng AgNPs trong MT nuôi 

cấy in vitro trên các loại cây như hoa cúc, dâu tây, đồng tiền, hoa hồng, và hồng môn 

[64; 65]. Các nghiên cứu đã đánh giá tác động của AgNPs trong việc hạn chế các hiện 

tượng thủy bất thường và tăng tỷ lệ sống của cây đồng tiền trong quá trình nuôi cấy 

in vitro [65]. Đáng chú ý, tác dụng của AgNPs và CoNPs trong việc làm giảm hiện 

tượng vàng lá và rụng lá cây hoa hồng cũng đã được nghiên cứu [14]. 

Nghiên cứu đánh giá tác động của FeNPs lên sự ra rễ in vitro của cây cẩm 

chướng cũng đã được thực hiện [66]. Ngoài ra, sự kết hợp giữa AgNPs, ánh sáng đèn 

LED và hệ thống vi thủy canh trên cây cúc đã giúp hạn chế các loài vi sinh vật gây 

hại và cải thiện chất lượng cây trồng [67]. AgNPs bổ sung vào MT nuôi cấy cũng đã 

cải thiện sinh trưởng của cây dâu tây in vitro, giảm thiểu sự hình thành ethylene trong 

quá trình nuôi cấy, giảm tỷ lệ nhiễm vi sinh vật và tăng số lượng ngó của cây dâu tây 

[68]. 

1.5.  NANO KIM LOẠI SẮT, COBALT VÀ MOLYPDEN TRONG VI NHÂN 

GIỐNG 

Trong quá trình vi nhân giống thực vật, MT nuôi cấy với các khoáng chất vi 

lượng và đa lượng có vai trò quan trọng và ảnh hưởng trực tiếp đến sinh trưởng và 

các hoạt động sinh lý - sinh hóa của cây trồng. Thiếu hụt các khoáng chất này có thể 

khiến cây không hoàn thành chu trình sống. Thông thường, các dưỡng chất khoáng 

này tồn tại dưới dạng muối (KCl, NaCl, CaCl2), dạng axit (HCl, H3PO4), hay dạng 

kiềm (NH3, NH2OH). Ngoài ra, chúng tồn tại dưới dạng ion tự do (HCO3
-, NO3

-, Cl-, 

H+), hoặc ion kim loại (Ca2+, K+, Fe2+, Co2+) trong tế bào. 

Những nguyên tố khoáng này không chỉ điều tiết các hoạt động sinh lý của cây 

trồng mà còn là thành phần quan trọng trong cấu trúc của enzyme và chất hữu cơ của 

tế bào. Các kim loại như Fe, Co, và Mo đã được chứng minh có ảnh hưởng tích cực 

đến sinh trưởng của cây trồng. Trong đó, một số kim loại được coi là thiết yếu cho 
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cây trồng và xuất hiện ở hầu hết các mô, cơ quan thực vật [69]. Mặc dù khoáng chất 

là nguồn dinh dưỡng quan trọng, chúng thường tồn tại ở dạng phức hợp, khiến việc 

hấp thụ trở nên khó khăn. Cùng với công nghệ nano, nhiều khoáng chất đã được tổng 

hợp dưới dạng nano với kích thước nhỏ; do đó, chúng tăng khả năng hấp thu so với 

muối vô cơ, mở ra khả năng ứng dụng to lớn cho thực vật nuôi cấy in vitro. 

1.5.1. Nano sắt trong nuôi cấy in vitro 

Sắt (một kim loại chuyển tiếp) có vai trò quan trọng trong các sinh vật sống và 

tham gia chính quá trình oxi hóa khử. Trong cây trồng, sắt chủ yếu tồn tại dưới dạng 

phức hợp, và lượng Fe2+ và Fe3+ tự do rất thấp (chỉ khoảng 10 - 100 mM). Thực vật 

thường ưu tiên hấp thụ Fe2+; vì vậy, Fe3+ được khử thành Fe2+ ở bề mặt rễ trước khi 

đi vào tế bào chất. Fe vận chuyển qua hệ mạch xylem và di chuyển dưới dạng phức 

hợp sắt-carbohydrate hoặc sắt-peptide. Vai trò của Fe trong thực vật là tạo ra các liên 

kết Fe. Khoảng 80% Fe được tìm thấy trong lá xanh và nằm trong lục lạp; thiếu Fe 

làm giảm quá trình quang hợp, khiến cây ngừng phát triển, và lá non trở nên vàng 

[50]. 

Ngoài ra, Kim và cộng sự (2014) chỉ ra rằng Fe có vai trò trong việc kéo dài 

vách tế bào, kích thích sự hình thành của rễ và chuỗi truyền điện tử. Fe được gắn vào 

thiol (-SH) của cystein và lưu huỳnh vô cơ sẽ trở thành chất mang trong phản ứng 

chuỗi truyền điện tử, góp phần tổng hợp NADP+ trong quá trình quang hợp [50]. 

FeNPs là NPs với cấu trúc lõi - vỏ, với lõi là các nguyên tử sắt (Fe0) và vỏ có 

thể là hợp chất sắt oxit/hydroxit hoặc các chất phủ phổ biến như CMC [70]. Với kích 

thước siêu mịn (1 - 100 nm), FeNPs có khả năng vượt trội hơn so với sắt thông thường 

về mặt hấp thu qua bề mặt, hoạt tính xúc tác, cũng như khả năng vận chuyển và lưu 

trữ trong không gian giới hạn [71]. 

Tổng hợp FeNPs có thể thực hiện bằng nhiều phương pháp nhưng chủ yếu là 

các phương pháp nghiền, khử nhiệt carbon, khử hóa học, siêu âm, điện hóa, và sinh 

học. Trong số đó, phương pháp khử hóa học là cách đơn giản nhất để chế tạo FeNPs 

và mang lại sản phẩm có cấu trúc đồng nhất [72]. Điểm khác biệt nổi bật giữa hạt 

nano sắt và sắt thông thường nằm ở kích thước siêu nhỏ của nó (1 - 100 nm), giúp 
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FeNPs có khả năng hấp thu qua bề mặt và hoạt tính xúc tác mạnh mẽ hơn hạt sắt 

thông thường, làm tăng hiệu quả của nuôi cấy in vitro [73]. 

Ứng dụng của FeNPs trong vi nhân giống 

Trong quá trình vi nhân giống thực vật, Fe là một nguyên tố vi lượng cần thiết 

và thường được bổ sung dưới dạng muối FeSO4.7H2O với các nồng độ khác nhau, 

chẳng hạn như 27,8 mg/L trong công thức MS và B5, hoặc 15 mg/L trong công thức 

SH. Việc thay thế FeSO4.7H2O bằng hạt nano sắt (FeNPs) trong MT nuôi cấy giúp 

cây hấp thụ sắt một cách hiệu quả hơn và linh hoạt hơn, phụ thuộc giai đoạn sinh 

trưởng của cây cũng như từng loài cây trồng khác nhau [74]. 

Các nghiên cứu cho rằng sử dụng FeNPs ở nồng độ thấp mang lại tác động tích 

cực cho cây trồng. FeNPs không chỉ thúc đẩy quá trình hình thành mô, tăng cường 

phát triển và kéo dài rễ mà còn giúp cây trồng gia tăng chống chịu các điều kiện stress 

sinh học hoặc phi sinh học [75]. Một ví dụ cụ thể là nghiên cứu trên cây chanh 

Volkamer, bổ sung FeNPs vào MT MS, cây hấp thu Fe hiệu quả hơn, giảm hiện tượng 

lá vàng và tăng đáng kể các chỉ số sinh dưỡng như sinh khối và chỉ số chlorophyll so 

với cây ở đối chứng [73]. Dù vậy, vẫn cần thêm nghiên cứu để hiểu rõ hơn về hiệu 

quả của FeNPs sử dụng trong nuôi cấy in vitro. 

Dương Tấn Nhựt và cộng sự (2015) cho rằng nghiệm thức bổ sung 15 - 35 mg/L 

FeNPs giúp tăng gấp 2 đến 2,7 lần hiệu quả nhân chồi ở cây hoa cúc nuôi cấy in vitro. 

Điều này là do FeNPs gia tăng hấp thu và kích thích quá trình sinh hóa cần thiết cho 

sự phát triển của cây. Tuy nhiên, ở nồng độ thấp hơn (0 - 15 mg/L), FeNPs lại không 

mang lại hiệu quả thúc đẩy sinh trưởng, có thể do không đủ dinh dưỡng cần thiết cho 

sự sinh trưởng của chồi và cây hoa cúc [76]. 

Tương tự, Đỗ Thị Hiền và cộng sự (2017) khi nghiên cứu trên cây hoa Salem 

(Limonium sinuatum (L.) Mill) đã cho thấy rằng việc nghiệm thức 50 μM FeNPs gia 

tăng hiệu quả nhân chồi lên mức cao nhất trong các nồng độ được thử nghiệm. Ở giai 

đoạn ra rễ, FeNPs không chỉ cải thiện chiều dài rễ và chiều cao cây mà còn tăng khối 

lượng tươi - khô và chlorophyll. Quan trọng hơn, FeNPs còn giúp tăng tỷ lệ sống sót 

khi cây chuyển từ giai đoạn nuôi cấy sang thuần dưỡng trong vườn ươm, khẳng định 

tiềm năng ứng dụng thực tiễn của FeNPs trong vi nhân giống thực vật [77]. 
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Ngoài ra, sử dụng FeNPs ở nồng độ cao có tác động tiêu cực lên sự sinh trưởng 

của cây trồng, chẳng hạn như giảm tỷ lệ nảy mầm, giảm hàm lượng chlorophyll, và 

làm chậm quá trình sinh trưởng ở một số cây trồng. Nguyên nhân có thể là do sự tích 

tụ FeNPs ở bề mặt của rễ làm cản trở hấp thu nước và khoáng. Dù vậy, hiểu biết về 

độc tính của FeNPs đối với sự phát triển thực vật vẫn còn hạn chế và cần nghiên cứu 

sâu hơn [75]. 

Bảng 1.3. Tổng hợp một số nghiên cứu về vai trò của FeNPs trong vi nhân giống 

những năm gần đây 

Tác giả, 

năm  

Cây trồng Nội dung nghiên 

cứu 

Kết quả chính Tài liệu 

tham 

khảo 

Ranjan et 

al. (2021) 

Chuối 

(Musa spp.) 

Nano sắt bổ sung 

trong MT nhân chồi 

Tăng số chồi/cụm và 

tốc độ sinh trưởng 

chồi 

[76] 

Al-

Mayahi 

(2021) 

Chà là 

(Phoenix 

dactylifera) 

So sánh nano Fe và 

Fe-EDTA trong 

nuôi cấy mô 

Nano Fe tăng sinh 

khối callus và tỷ lệ 

tái sinh chồi 

[77] 

Ghosh et 

al. (2021) 

Dâu tây 

(Fragaria × 

ananassa) 

Fe₃O₄ nanoparticles 

trong cảm ứng 

callus 

Tăng sinh trưởng 

callus và phát sinh 

chồi 

[78] 

Rahman 

et al. 

(2022) 

Khoai tây 

(Solanum 

tuberosum) 

Nano Fe trong MT 

MS 

Tăng số rễ và chiều 

dài chồi so với MT 

chuẩn 

[79] 

Singh et 

al. (2022) 

Nghệ 

(Curcuma 

longa) 

Fe₃O₄ nanoparticles 

trong nuôi cấy 

callus 

10–15 mg/L FeNPs 

tăng tỷ lệ cảm ứng 

callus đến 80% 

[80] 

Hameed 

et al. 

(2022) 

Lúa (Oryza 

sativa) 

Nano sắt trong nuôi 

cấy callus 

Tăng sinh trưởng 

callus và tăng hàm 

lượng chlorophyll 

[81] 

Sharma et 

al. (2023) 

Nghệ 

(Curcuma 

longa) 

FeNPs kết hợp chất 

điều hòa sinh 

trưởng 

Tăng chiều dài chồi, 

số rễ và sinh khối mô [82] 
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Ullah et 

al. (2024) 

Lúa (Oryza 

sativa) 

Nano Fe ảnh hưởng 

đến sinh lý và 

enzyme chống oxy 

hóa 

Tăng chlorophyll và 

hoạt tính enzyme 

SOD, CAT, POD 
[83] 

Khan et 

al. (2024) 

Lan 

(Phalaenops

is sp.) 

Nano Fe trong MT 

tái sinh chồi 

Tăng tỷ lệ tái sinh 

chồi và sinh trưởng 

cây con 

[84] 

Ahmad et 

al. (2025) 

Chuối 

(Musa spp.) 

Nano Fe trong giai 

đoạn nhân chồi 

Tăng số chồi/cụm và 

tỷ lệ sống khi 

acclimatization 

[85] 

Zhang et 

al. (2025) 

Dứa 

(Ananas 

comosus) 

Nano Fe trong nuôi 

cấy mô 

Tăng chiều dài chồi 

và hàm lượng 

chlorophyll 

[86] 

Kumar et 

al. (2025) 

Khoai tây 

(Solanum 

tuberosum) 

FeNPs trong giai 

đoạn ra rễ 

Tăng số rễ và sinh 

khối cây con [87] 

1.5.2. Nano cobalt trong nuôi cấy in vitro 

Co, một nguyên tố cần thiết cho cây trồng, đặc biệt quan trọng đối với họ đậu 

nhờ vai trò hỗ trợ các vi sinh vật cố định đạm. Trong cây trồng, Co tồn tại dưới dạng 

ion (Co2+) hoặc như một thành phần quan trọng để tổng hợp các vitamin như B12, 

cần thiết cho cả thực vật, động vật và con người. Cobalt còn kích thích sự phát triển 

của cây, như kéo dài thân, cuống, phát triển rễ, tăng khối lượng khô, cùng với việc 

gia tăng chlorophyll a, b và chlorophyll tổng [90]. 

Co đã được chứng minh giúp tăng khả năng hấp thụ khoáng của thực vật, thúc 

đẩy sự nảy mầm của hạt, tái sinh, tăng trưởng mẫu cấy, và cải thiện các chỉ số sinh 

hóa cơ bản của tinh dầu trong suốt quá trình phát triển [52]. Co tham gia vào các quá 

trình chuyển hóa quan trọng, bao gồm hoạt động của enzyme glycolysis 

phosphoglucomutase, enzyme arginase, leghemoglobin. Đặc biệt, Co còn có vai trò 

ức chế tổng hợp khí ethylene thông qua ức chế enzyme ACC (enzyme trong quá trình 

biến đổi ACC thành ethylene [91]. 

CoNPs là một dạng NPs với với phần lõi là nguyên tử cobalt (Co0) và phần vỏ 

được phủ carbon hoặc các thành phần khác như CMC, polyme [92]. CoNPs thường 



31 
 

có kích thước từ 20 - 60 nm và diện tích bề mặt dao động từ 30 - 70 m²/g, mang lại 

khả năng hấp thu qua bề mặt và hoạt tính xúc tác mạnh.  

Ứng dụng của nano cobalt trong vi nhân giống 

CoNPs có tác động tích cực đến sự nảy mầm và sinh trưởng của cây trồng. Phạm 

Thị Hoè và cộng sự (2018) phát hiện rằng xử lý hạt đậu tương (Glycine max) với 

CoNPs ở nồng độ 0,05 mg/L trong 18 giờ giúp tỷ lệ và tốc độ nảy mầm đạt cao nhất 

(50%) so với đối chứng (39,19%), đồng thời tăng chiều dài rễ mầm. Ngoài ra, CoNPs 

kích thích sự biểu hiện của các gene mã hóa enzyme kích thích nảy mầm của cây đậu 

tương, góp phần thúc đẩy quá trình này. Các cây con phát triển từ hạt được xử lý 

CoNPs không gặp bất kỳ hiện tượng biến dị hay khiếm khuyết nào [93]. 

Trong một nghiên cứu khác, Fouad và Hafez (2018) so sánh hiệu quả của CoNPs 

và ion Co2+ trong việc kích thích sự tổng hợp hợp chất alkaloids trên cây Dừa cạn 

(Catharanthus roseus) nuôi cấy in vitro. Kết quả cho thấy CoNPs vượt trội hơn trong 

việc kích thích biểu hiện gene CrMPK3 liên quan đến quá trình sinh tổng hợp 

alkaloids [94]. 

CoNPs không chỉ giúp cây hấp thu dinh dưỡng tốt hơn, mà còn tăng khả năng 

tái sinh, sinh trưởng tiếp theo và thành phần tinh dầu của cây bạc hà có nguồn gốc 

nuôi cấy in vitro [52]. Việc bổ sung 4,65 μg/L CoNPs trong MT nuôi cấy cây hoa 

hồng (Rosa hybrida L. ‘Baby Love’) đã giúp khắc phục tình trạng vàng và rụng lá 

trong quá trình nhân chồi và ra rễ. CoNPs không chỉ ức chế sự sinh tổng hợp khí 

ethylene và các enzyme thủy phân (pectinase và cellulase), mà còn thúc đẩy quá trình 

sinh trưởng, cải thiện chất lượng cây hoa hồng in vitro và gia tăng khả năng thích 

nghi, tỷ lệ sống sót khi chuyển cây con sang điều kiện vườn ươm [14].  

Bảng 1.4. Tổng hợp một số nghiên cứu về vai trò của CoNPs trong vi nhân giống 

những năm gần đây 

Tác giả, 

năm 
Cây trồng 

Nội dung nghiên 

cứu 
Kết quả chính 

Tài 

liệu 

tham 

khảo 

Shkopinskij 

et al. (2018) 

Nho (Vitis 

vinifera) 

Ứng dụng CuNPs 

và CoNPs trong vi 

nhân giống cây 

ghép nho 

Tăng tỷ lệ hình thành 

chồi và cải thiện sinh 

trưởng cây con trong 

nuôi cấy mô. 

[95] 
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Ghorbanpour 

et al. (2022) 

Cây dược 

liệu 

Nghiên cứu ứng 

dụng NPs trong 

nuôi cấy mô thực 

vật 

CoNPs kích thích 

hình thành callus và 

tăng tích lũy hợp 

chất thứ cấp. 

[96] 

Yadav et al. 

(2024) 

Đậu bắp 

(Abelmoschus 

esculentus) 

Ứng dụng NPs 

(Cu, Ni, Co 

oxide) kết hợp 

vermicompost 

Tăng tỷ lệ nảy mầm 

và chỉ số vigor của 

cây con. 
[97] 

Wang et al. 

(2025) 

Ngô (Zea 

mays) 

Nghiên cứu 

Co₃O₄NPs như 

chất kích thích 

sinh trưởng và 

chống stress 

Tăng hoạt động 

enzyme chống oxy 

hóa và khả năng chịu 

stress của cây. 

[98] 

Truong Hoai 

Phong et al. 

(2025) 

Chanh dây 

tím 

(Passiflora 

edulis) 

Đánh giá ảnh 

hưởng CoNPs lên 

các giai đoạn vi 

nhân giống 

CoNPs 0.3 mg/L 

tăng tỷ lệ tạo chồi, ra 

rễ và tỷ lệ sống sau 

thích nghi của cây 

con. 

[99] 

1.5.3. Nano molypden trong nuôi cấy in vitro 

Mo có vai trò quan trọng trong chuyển hóa N và tổng hợp protein của thực vật. 

Để có hoạt tính sinh học, Mo cần liên kết với đồng yếu tố molypden (Moco) thông 

qua các cơ chế sinh tổng hợp phức tạp [100]. Các enzyme quan trọng nhất của thực 

vật đòi hỏi Mo bao gồm nitrat reductase (NR), xanthine dehydrogenase (XDH) và 

aldehyde oxidase (AO) [101]. Mo tham gia vào quá trình cố định, chuyển hóa, và hấp 

thu N, đặc biệt đóng vai trò quan trọng trong việc khử nitrat (NO3
–) thành nitrit (NO2

–

), một bước thiết yếu trong quá trình đồng hóa nitơ của thực vật [102; 103]. Khi thiếu 

hụt Mo, cây trồng có thể gặp khó khăn trong việc chuyển hóa nitrat, dẫn đến sự tích 

lũy nitrat trong mô và ảnh hưởng đến hoạt động của nitrat reductase và glutamine 

synthetase, từ đó làm giảm khả năng chuyển nitrat thành nitơ hữu cơ [104]. Cung cấp 

dinh dưỡng Mo hợp lý đã được chứng minh giúp cải thiện sinh khối và tăng cường 

hoạt động enzyme trong quá trình chuyển hóa nitơ của cây dâu tây [105]. 

Mặc dù nghiên cứu về việc sử dụng nano molypden (nano-Mo) trong nông 

nghiệp còn hạn chế, một số kết quả ban đầu rất đáng chú ý. Li và cộng sự (2018) cho 

rằng các nano molybdenum disulphide (MoS2) có khả năng thúc đẩy quá trình đồng 

hóa nitơ, giúp cây lúa phát triển mạnh mẽ hơn thông qua việc tăng cường các phản 

ứng sinh hóa liên quan đến enzyme [106]. Taran và cộng sự (2014) cũng phát hiện 
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rằng việc ngâm hạt đậu xanh trong dung dịch nano-Mo trong 1 - 2 giờ có thể gia tăng 

sinh trưởng và năng suất của cây [107]. 

Nano molypden dioxide (MoO3NPs) được đánh giá cao hơn so với các dạng 

nano-Mo khác (ví dụ MoS2), bởi vì chúng dễ dàng chuyển hóa thành molybdate hoặc 

các phức hợp molypden hòa tan trong điều kiện axit [108; 109]. Điều này đặc biệt 

quan trọng vì thực vật thường tiết ra lượng lớn axit hữu cơ để thích ứng với áp lực 

MT như mất cân bằng dinh dưỡng, điều kiện khắc nghiệt và ngộ độc kim loại nặng 

[110]. Các axit hữu cơ giúp sự hấp thu và vận chuyển chất dinh dưỡng thuận lợi, giúp 

cây trồng hấp thụ chất dinh dưỡng hiệu quả hơn tại vùng rễ [111]. Do đó, có thể cho 

rằng MoO3NPs có thể trở thành nguồn bổ sung Mo hiệu quả hơn, đặc biệt khi kết hợp 

với sự hiện diện của axit hữu cơ trong rễ, từ đó thúc đẩy sinh trưởng của cây trồng. 

Tuy nhiên, vai trò của MoO3NPs đối với thực vật cần có thêm các nghiên cứu chuyên 

sâu để làm rõ cơ chế và hiệu quả thực sự của chúng. 

1.6. SƠ LƯỢC VỀ ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

1.6.1. Cây cúc 

Cây cúc (Chrysanthemum morifolium) là một loài hoa có vai trò quan trọng ở 

trên thế giới. Cây cúc đa dạng về các màu sắc, hình dạng, khả năng nhân giống dễ 

dàng, và thời gian tươi lâu, hoa cúc được ưa chuộng hầu hết các nước ở phương đông 

và phương tây [112] 

Cây không đòi hỏi chăm sóc nhiều và chịu được các điều kiện khí hậu khắc 

nghiệt và có thể mang lại cảnh quan đẹp. Cúc có thể trồng các chậu có kích thước 

khác nhau hoặc thành cụm ngoài vườn, và ngày càng được nghiên cứu nhằm cải thiện 

chất lượng hoa, tạo ra nhiều loại hoa mới với khả năng kháng bệnh và thích nghi tốt 

hơn với MT [113]. 

Với vị trí quan trọng trong ngành hoa cắt cành, cây cúc đứng thứ hai chỉ sau hoa 

hồng trên thị trường quốc tế [113]. Không chỉ mang giá trị trang trí, hoa cúc còn được 

sử dụng trong y học (giảm sốt, chống viêm, tăng cường hệ miễn dịch, giảm cảm cúm, 

đau đầu) [114]. 

Lâm Đồng là tỉnh ở Tây Nguyên có diện tích trồng hoa cúc lớn nhất cả nước với 

khoảng 3000 hecta và sản lượng đạt 1.3 tỷ cành/năm. Đây là loại cây mang lại thu 
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nhập ổn định cho người nông dân [115]. Sự phát triển này đã khiến cây cúc trở thành 

cây trồng thương mại được ưu tiên vi nhân giống (tạo cây giống số lượng lớn, đồng 

nhất di truyền, kiểm soát bệnh, bảo tồn nguồn gen). Tuy nhiên, phương pháp vi nhân 

giống cây cúc vẫn gặp một số hạn chế như sự biến đổi hình thái, sinh lý bất thường, 

làm giảm sinh trưởng ở giai đoạn tiếp theo [116]. Một số nghiên cứu đã ứng dụng 

AgNPs trong nuôi cấy in vitro cây cúc nhằm hạn chế sự nhiễm khuẩn và thúc đẩy 

sinh trưởng [47]. Tuy nhiên, FeNPs và MoO3NPs trong nuôi cấy cây cúc vẫn cần có 

thêm các nghiên cứu để hiểu rõ hơn về ảnh hưởng của chúng. 

1.6.2. Cây đồng tiền 

Cây đồng tiền (Gerbera jamesonii “Revolution yellow”), có nguồn gốc từ Nam 

Phi và được du nhập vào Việt Nam từ đầu thế kỷ XX, là loại cây thân thảo lâu năm, 

đa dạng về màu sắc và có thể thích nghi với điều kiện khí hậu ôn hòa hoặc nhiệt đới 

núi cao [117]. Đặc điểm của cây là hệ rễ chùm, lá mọc cụm sát đất với phiến lá hình 

ngọn giáo, cụm hoa là tập hợp của nhiều bông nhỏ với cánh lớn hình lưỡi bên ngoài 

và cánh nhỏ hình ống bên trong. 

Hoa đồng tiền còn có tiềm năng y học nhờ chứa các dẫn xuất coumarin có khả 

năng kháng đông máu, điều trị tắc nghẽn bạch huyết. Do vậy, các bộ phận của cây 

đều có thể được sử dụng làm thuốc [118]. Hoa đồng tiền được tiêu thụ mạnh và tạo 

nguồn thu nhập ổn định cho người nông dân. Tuy nhiên, các giống hoa hiện nay ở 

Việt Nam chủ yếu phải nhập khẩu và giá thành cao [119]. 

Trước nhu cầu thị trường lớn, nuôi cấy in vitro đã được áp dụng trên cây đồng 

tiền để tạo ra giống sạch bệnh, có hệ số nhân cao và tỷ lệ sống sót cao sau khi trồng 

ngoài tự nhiên. Phương pháp này giúp tăng chất lượng cây giống và cải thiện hiệu 

quả kinh tế. Các nghiên cứu tập trung vào việc nhân giống in vitro, tạo nền tảng quan 

trọng cho việc ứng dụng kỹ thuật vi nhân giống quy mô thương mại. Cũng như nhiều 

loài thực vật khác, quy trình vi nhân giống cây đồng tiền trải qua bốn giai đoạn chính: 

tạo nguồn mẫu ban đầu, nhân nhanh chồi, ra rễ in vitro, và thích nghi, thuần dưỡng 

cây trong điều kiện vườn ươm (Bảng 1.5). 
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Bảng 1.5. Một số nghiên cứu vi nhân giống cây đồng tiền trong nước và trên thế giới. 

TT Nội dung Nguồn mẫu MT Kết quả 
Tác 

giả 

1 

Tạo nguồn 

mẫu in 

vitro và 

cảm ứng 

tạo mô sẹo 

Lá và cuống lá MS + 3 mg/L BA 
Cảm ứng mô sẹo 

95% và 97% 
[120] 

Lá non in vitro 
MS + 2 mg/L BA 

+ 0,25 mg/L ABA 

Cảm ứng mô sẹo 

36,6% 
[121] 

Cụm hoa (non 

và trưởng 

thành) 

MS + 10 mg/L 

BA + 1 mg/L IAA 

Cảm ứng mô sẹo 

85,26% và 26,7%; 
[122] 

Chồi đỉnh và 

cánh hoa 

MS + 1,5 mg/L 

KIN + 1 mg/L 

BA 

Tỷ lệ tái sinh 87% [123] 

Phân đoạn lá có 

gân giữa, nụ 

hoa 

MS + 5 mg/L BA 

+ 1 mg/L NAA 
Tỷ lệ tái sinh 85% [124] 

Chồi đỉnh, lá 

non, cuống lá 

non và cánh 

hoa non 

MS + 1,5 mg/L 

TDZ + 0,25 

mg/L BA 

Cảm ứng mô sẹo 

51,1% 
[125] 

2 
Nhân 

nhanh chồi 

Chồi đơn in 

vitro 

MS + 1 mg/L BA 13 chồi/mẫu [120] 

MS + 1 mg/L BA 

+ 0,1 mg/L IAA 
22,13 chồi/mẫu [122] 

MS + 1,5 mg/L 

KIN + 1 mg/L 

BA 

12,33 chồi/mẫu [123] 

MS + 0,7 mg/L 

BA + 0,7 mg/L 

KIN + 0,5 mg/L 

IBA 

10,67 chồi/mẫu [126] 

MS + 5 mg/L BA 

+ 1 mg/L NAA 
7,75 chồi/ mẫu [124] 

MS + 0,25 mg/L 

BA 
7,5 chồi/mẫu [125] 
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3 
Ra rễ in 

vitro 

Chồi 2 – 3 lá 
MS + 1 mg/L BA 

+ 0,1 mg/L IAA 
Tỉ lệ ra rễ 80,00 % [120] 

Chồi 3 cm 
MS + 40 μg /L 

NAA 

Tỉ lệ ra rễ 

100 % 
[121] 

Chồi 1,5 cm 
½ MS + 1 mg/L 

IBA 
Tỉ lệ ra rễ 96,23 % [122] 

Chồi 2 - 3 cm 

Tiền xử lý IBA 

2000 mg/L trong 

30 giây 

Tỉ lệ ra rễ 

100 % 
[123] 

Chồi 3 cm 

MS + 0,5 mg/L 

NAA + 1,5 mg/L 

AC 

Số rễ đạt 2,1 rễ/cây [125] 

Chồi 2 - 3 lá 
MS + 0,9 mg/L 

IBA 

Tỉ lệ ra rễ 

100 % 
[126] 

Giai đoạn tạo nguồn mẫu nuôi cấy in vitro 

Trong quá trình này, các bộ phận khác nhau như lá, cuống lá [120; 124; 125], lá 

non [121], hoa non và trưởng thành [122], chồi đỉnh và cánh hoa [123; 125] được sử 

dụng làm nguồn mẫu ban đầu. Tuy nhiên, tỷ lệ tái sinh thấp và ảnh hưởng tiêu cực từ 

các chất khử trùng truyền thống như HgCl2 hay Ca(OCl)2 vẫn là vấn đề cần giải quyết. 

Hiện tại, AgNPs được sử dụng như một chất thay thế các chất khử trùng truyền thống 

đang dần trở thành một hướng nghiên cứu được quan tâm. 

Giai đoạn nhân nhanh chồi 

Trong giai đoạn này, cytokinin thường được sử dụng để kích thích chồi phát 

triển [121; 122; 126]. Tuy nhiên, cytokinin với nồng độ cao gây ra những bất thường 

về hình thái và sinh trưởng của mẫu cấy [66]. Ngoài ra, 2 mg/L AgNO3 bổ sung vào 

MT nuôi cấy đã làm giảm hiện tượng bất thường về hình thái và nâng cao hiệu quả 

nhân nhanh chồi [127]. Mặc dù vậy, cây con phát triển chậm và vẫn gặp phải tình 

trạng già hóa mẫu, có thể do ảnh hưởng của khí ethylene trong quá trình nuôi cấy. 

Giai đoạn ra rễ in vitro 

Ra rễ là một trong những bước quan trọng để đảm bảo sự sống sót của cây con 

trong vườn ươm [121]. Nhiều nghiên cứu đã tiến hành thử nghiệm bổ sung các chất 
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như BA kết hợp IAA [120], NAA [121], IBA [122; 126], hoặc tiền xử lý chồi với IBA 

[123]. Bên cạnh đó, bổ sung 8 mg/L AgNO3 giúp cải thiện tỷ lệ sống và giảm hiện 

tượng thủy tinh thể, góp phần tăng chất lượng cây đồng tiền in vitro [126]. 

Giai đoạn thích nghi và sinh trưởng tiếp theo 

Huấn luyện thành công ở vườn ươm quyết định sự thành công của toàn bộ quá 

trình vi nhân giống [127]. Cây giống chuyển ra vườn ươm thường đối mặt với điều 

kiện khắc nghiệt và các tác nhân gây bệnh. Do đó, việc cải thiện chất lượng cây con 

trước khi đưa ra vườn ươm là rất quan trọng, bao gồm việc tạo MT cứng cáp, kích 

thích tạo rễ, và sử dụng hệ thống thoáng khí. Việc bổ sung NPs như AgNPs, nano 

CoNPs và FeNPs đã cho thấy hiệu quả tích cực trong nhân giống nhiều loại cây trồng 

khác nhau [66]. 

Nano kim loại trong nuôi cấy in vitro cây đồng tiền 

Quy trình vi nhân giống cây đồng tiền đã được hoàn thiện và ứng dụng trong 

sản xuất thực tế. Tuy nhiên, vấn đề bất thường như thủy tinh thể, vàng lá vẫn còn tồn 

tại. Một số nghiên cứu đã áp dụng việc bổ sung 2 mg/L AgNO3 trong giai đoạn nhân 

nhanh chồi và 8 mg/L AgNO3 trong giai đoạn ra rễ để giảm thiểu hiện tượng thủy tinh 

thể [126], hay sử dụng 1 g/L than hoạt tính (AC) để hạn chế hiện tượng vàng, xoăn lá 

và thủy tinh thể [126; 127]. Mặc dù AC đã giảm thiểu bất thường, nhưng khả năng ra 

rễ bị suy giảm, làm cây yếu và giảm hiệu quả nhân giống [127]. 

CoNPs và FeNPs đã được chứng minh là không chỉ kích thích sinh trưởng mà 

còn hạn chế hiện tượng bất thường của thực vật nuôi cấy in vitro. Tuy nhiên, hiệu quả 

của chúng phụ thuộc vào NPs (nồng độ, nguồn gốc) và loài thực vật cụ thể. 

1.6.3. Cây tử linh lan 

Cây tử linh lan hay "African Violet," có nguồn gốc từ các khu rừng mưa nhiệt 

đới nằm ở biên giới Kenya và Tanzania nổi bật bởi hoa đa dạng màu sắc. Lá cây dày, 

bóng mượt, phủ một lớp lông nhung mềm mại, tạo nên vẻ ngoài rất hấp dẫn. Loài cây 

này có thể nở hoa liên tục trong điều kiện thích hợp, do đó rất được sử dụng để trang 

trí trong nhà, văn phòng, và các không gian nội thất khác [128]. 
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Loài cây này thường phát triển tốt trên các vùng đất giàu mùn, trong các khe đá, 

hoặc thậm chí sống biểu sinh trên nhánh cây. Cây tử linh lan ưa thích nhiệt độ phòng 

và phát triển tốt dưới ánh sáng huỳnh quang. Tỉa chồi còn có thể giúp điều khiển chu 

kỳ ra hoa và có thể trang trí nội thất. Tuy nhiên, loài này không chịu được điều kiện 

lạnh ẩm, vì vậy nên tránh tưới nước quá nhiều [128]. 

Với sự sinh trưởng ổn định, tử linh lan đã trở thành loài hoa mang lại giá trị kinh 

tế lớn. Cây tử linh lan đã đạt doanh thu 21 triệu USD/năm, xếp thứ 7 trong các loài 

hoa phổ biến, sau hoa hồng, ly ly, đỗ quyên, cúc, trạng nguyên... (Hội Cây hoa cảnh 

Mỹ, 2004). Đặc biệt tại Đức, Pháp, Ý, đã có hơn 1.000 giống tử linh lan với hơn 1.500 

màu sắc khác nhau. 

Nghiên cứu về vi nhân giống cây tử linh lan đã thu được một số kết quả về phát 

sinh hình thái in vitro [129, 130]. Tái sinh chồi từ các nguồn mẫu kháu nhau dưới ánh 

sáng huỳnh quang cũng đã được nghiên cứu, nhưng hiệu quả nhân chồi chưa cao với 

số lượng chồi/mẫu nhỏ hơn 8 (chiều cao chồi < 1 cm) sau 30 ngày nuôi cấy [131]. 

Ảnh hưởng của ánh sáng đơn sắc trong việc cải thiện chiều cao chồi cũng được ghi 

nhận [131]. Tuy nhiên, việc sử dụng NPs trong nhân giống in vitro cây tử linh lan vẫn 

còn hạn chế. Tác động của AgNPs ở giai đoạn khử trùng mẫu cấy và so sánh với chất 

khử trùng HgCl2 chỉ mới thực hiện [132]. Do đó, các nghiên cứu về ảnh hưởng của 

FeNPs và CoNPs lên sự phát sinh hình thái in vitro, sinh trưởng, sinh lý và sinh hóa 

của cây tử linh lan cần được làm rõ thêm. Điều này sẽ tìm ra vai trò mới của NPs 

trong việc cải thiện hiệu quả vi nhân giống và tạo điều kiện để loài hoa này phát triển 

mạnh mẽ hơn trong sản xuất thương mại.
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Chương 2: VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1.  VẬT LIỆU 

2.1.1. Vật liệu thực vật 

Vật liệu thực vật là các mẫu cấy in vitro 30 ngày tuổi bao gồm lá, đoạn thân và 

chồi ngọn cây cúc (Chrysanthemum morifolium Ramat cv. "Jimba"); chồi cây đồng 

tiền (Gerbera jamesonii “Revolution Yellow”); lá và chồi cây tử linh lan (Saintpaulia 

ionantha Wendl.). Các mẫu cấy có kích thước đồng đều và được thu nhận tại phòng 

sinh học phân tử - Viện Khoa học sự sống. 

2.1.2. Dung dịch nano kim loại 

Dung dịch NPs (FeNPs, CoNPs và MoO3NPs) được sản xuất bởi Viện Công 

nghệ môi trường (VAST, Hà Nội, Việt Nam) [133, 134]. 

FeNPs (4,4 ± 0,6 nm, 1.000 mg/L) được tạo ra theo phương pháp khử tiền chất 

FeSO4.7H2O với chất khử là sodium borohydride (NaBH4) và chất ổn định là 

carboxymethyl cellulose (CMC) (hình 2.1). 

 

Hình 2.1. Ảnh TEM và hàm phân bố mật độ mẫu FeNPs 

CoNPs (4,4 ± 0,6 nm, 1.000 mg/L) được tạo ra theo phương pháp khử tiền chất 

CoCl2.6H2O với chất khử là NaBH4 và chất ổn định là CMC (hình 2.2). 
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Hình 2.2. Ảnh TEM và hàm phân bố mật độ mẫu CoNPs 

MoO3NPs (35,5 ± 1,7 nm, 1.000 mg/L) được tạo ra theo phương pháp khử tiền 

chất (NH4)6Mo7O24.4H2O với chất khử là NaBH4 và chất ổn định là CMC (hình 2.3). 

 

Hình 2.3. Ảnh TEM và hàm phân bố mật độ mẫu MoO3NPs 

2.1.3. Thiết bị và dụng cụ 

Một số thiết bị và dụng cụ của phòng thí nghiệm như máy cất nước, nồi hấp tiệt 

trùng, máy đo pH, cân điện tử, tủ cấy vô trùng, dao, đĩa và panh cấy, bình nuôi cấy, 

túi nylon, dây thun, găng tay,... được hấp bằng nồi hấp tiệt trùng ở 121°C, 1 atm trong 

thời gian 30 phút. Đèn UV, kính hiển vi soi nổi (Nikon SMZ 800, Nhật Bản), kính 

hiển vi quang học 2 thị kính (Leica DM 2000, Mỹ), máy SPAD (SPAD-502, Minolta 

Co., Ltd., Nhật Bản). Thiết bị dùng trong phân tích hàm lượng khí ethylene là hệ 

thống GC-CP 3380. 
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Thiết bị, hóa chất dùng trong phân tích hoạt độ enzyme: máy đo mật độ quang 

(OD), bếp ổn nhiệt, thuốc thử dinitrosalicylic acid (DNS), carboxymethyl cellulose 

(CMC), glucose, acid D-galacturonic. 

Một số hóa chất và thiết bị cho phân tích enzyme kháng oxy hóa (UV-2900, 

Hitachi, Nhật Bản), khả năng hấp thu dinh dưỡng khoáng và tỷ lệ hấp thu nano kim 

loại (AAS-6650, Shimazdu, Nhật Bản). 

2.1.4. Điều kiện nuôi cấy 

Phòng thí nghiệm: Phòng nuôi cây được thiết lập nhiệt độ khoảng 25 ± 2ºC, độ 

ẩm tương đối khoảng từ 55% đến 60%. Mẫu cấy trong bình thủy tinh được đặt dưới 

đèn huỳnh quang (quang chu kỳ 12 giờ/ngày và cường độ ánh sáng từ 40 đến 45 

µmol/m2/s).  

Vườn ươm: Vườn ươm có nhiệt độ ban ngày 25 ± 5°C và ban đêm là 15 ± 5°C, 

độ ẩm trung bình khoảng 80%. Cây con được trồng trên các chậu nhựa chứa đất sạch 

trong 15 ngày; sau đó, chuyển cây ra túi nylon đen (20 cm  20 cm  15 cm) chứa 

giá thể kết hợp perlite và mùn (tỷ lệ 1:1) cho đến khi ra hoa. Cây được đặt dưới ánh 

sáng tự nhiên được che sáng bằng lưới đen 40% tại Viện Nghiên cứu Khoa học Tây 

Nguyên (nay là Viện Khoa học sự sống). 

2.1.5. Môi trường nuôi cấy 

2.1.5.1. Cây cúc 

• Cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi [CS0]: MS bổ sung 2 mg/L BA và 0,5 mg/L 

axit 1-naphthaleneacetic (NAA), 30 g/L sucrose và 8 g/L agar [135]. 

• Nhân nhanh chồi [CC0]: MS bổ sung 0,2 mg/L BA, 30 g/L sucrose và 8 g/L 

agar [135]. 

• Ra rễ in vitro [CR0]: MS chứa 30 g/L sucrose và 8 g/L agar [135]. 

2.1.5.2. Cây đồng tiền 

• Nhân nhanh chồi [DC0]: MS bổ sung 0,7 mg/L BA, 0,7 mg/L Kinetin (KIN), 

0,5 mg/L IBA, 30 g/L sucrose và 8 g/L agar [122]. 

• Ra rễ in vitro [DR0]: MS bổ sung 1 mg/L IBA, 30 g/L sucrose và 8 g/L agar 

[123]. 
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2.1.5.3. Cây tử linh lan 

• Nhân nhanh chồi [AC0]: MS bổ sung 0,2 mg/L BA kết hợp với 0,1 mg/L NAA, 

30 g/L sucrose và 8 g/L agar [132]. 

• Ra rễ in vitro [AR0]: MS chứa 30 g/L sucrose và 8 g/L agar [132]. 

 

2.2.  NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

 Các NPs (MoO3NPs, CoNPs, FeNPs) được sử dụng để thay thế các muối kim 

loại tương ứng trong MT nuôi cấy MS trong quá trình nuôi cấy cây cúc, đồng tiền và 

tử linh lan từ đó đánh giá hiệu quả của các NPS đến: 

- Quá trình cảm ứng mô sẹo, tái sinh chồi, nhân nhanh chồi và ra rễ. 

- Hoạt động của các enzyme kháng oxy hóa, enzyme thủy phân, SPAD. 

- Khả năng hấp thu khoáng đa lượng và dư lượng 

- Hạn chế các hiện tượng bất thường trong nuôi cấy in vitro 

- Sự sinh trưởng tiếp theo ở giai đoạn vườn ươm 

2.2.1.  Nghiên cứu thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs trong vi nhân 

giống cây cúc  

Nghiên cứu thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs trong giai đoạn 

cảm ứng mô sẹo và sinh trưởng tiếp theo của mẫu lá cây cúc. 

Nghiên cứu thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs trong giai đoạn 

nhân chồi và sinh trưởng tiếp theo của mẫu đoạn thân và chồi ngọn cây cúc. 

2.2.2.  Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong vi nhân giống 

cây cúc, đồng tiền và tử linh lan 

Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai đoạn ra rễ của 

mẫu chồi cây cúc. 

Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai đoạn nhân chồi 

của mẫu chồi cây đồng tiền. 

Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai đoạn ra rễ của 

mẫu chồi cây đồng tiền. 
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Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai đoạn nhân chồi 

của mẫu lá cây tử linh lan. 

2.2.3.  Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs trong vi nhân giống 

cây cúc, đồng tiền và tử linh lan 

Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs trong giai đoạn ra rễ của 

mẫu chồi ngọn cây cúc.  

Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs trong trong giai đoạn ra 

rễ của mẫu chồi cây đồng tiền. 

Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs trong giai đoạn ra rễ của 

mẫu chồi cây tử linh lan. 

2.3.  PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.3.1.  Bố trí thí nghiệm 

2.3.1.1. Nghiên cứu thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs trong vi nhân 

giống cây cúc  

Thí nghiệm 1. Nghiên cứu thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs trong 

giai đoạn phát sinh hình thái của mẫu lá cây cúc 

Mẫu lá được cắt thành hình vuông với kích thước mỗi cạnh 5 mm và nuôi cấy 

trên MT CS0 và thay thế Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs với các nồng độ thay đổi 

(37,25; 74,50; 149,00; 223,50 và 298,00 µg/L; tương ứng với ¼, ½, 1, 3/2 và 2 lần 

nồng độ Na2MoO4.2H2O hiện tại trong MT MS cơ bản). Đối chứng âm (-) là MT CS0 

được loại bỏ muối Na2MoO4.2H2O và đối chứng dương (+) là MT CS0. Sau 30 ngày, 

tỷ lệ mẫu cấy không hoặc có cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi (%), số chồi trên mỗi 

mẫu (chồi), chiều cao chồi (cm) và khối lượng tươi (mg) được ghi nhận. 

Thí nghiệm 2. Nghiên cứu thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs trong 

quá trình nhân nhanh chồi của mẫu đoạn thân và chồi ngọn cây cúc 

Mẫu đoạn thân hoặc chồi ngọn (1 cm) được nuôi cấy trên MT CC0 thay thế 

Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs ở các nồng độ khác nhau (37,25; 74,50; 149,00; 

223,50 và 298,00 µg/L). Đối chứng âm (-) là MT CC0 đã loại bỏ muối 

Na2MoO4.2H2O và đối chứng dương (+) là MT CC0. Sau 30 ngày, thời gian cảm ứng 
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mẫu cấy (ngày), tỷ lệ tái sinh chồi (%), số lượng chồi/mẫu, khối lượng tươi (mg) và 

chỉ số SPAD (thu được bằng Máy đo diệp lục Konica Minolta SPAD-502 Plus SPAD 

502, Nhật Bản). 

Tiếp theo, chồi cúc 30 ngày tuổi thu được từ nghiệm thức MoO3NPs được 

chuyển sang MT MS loại bỏ Na2MoO4.2H2O để đánh giá dư lượng MoO3NPs lên sự 

hình thành rễ. Sau 15 ngày, chiều cao cây (cm), số rễ, chiều dài rễ (cm), số lá, khối 

lượng tươi (mg) và SPAD được ghi nhận. 

2.3.1.2.  Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong vi nhân giống 

cây cúc, đồng tiền và tử linh lan 

Thí nghiệm 3. Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai 

đoạn nhân chồi của mẫu lá cây tử linh lan 

Mẫu lá được cắt thành hình vuông với kích thước mỗi cạnh 5 mm được nuôi 

cấy trên MT AC0 loại bỏ 0,025 mg/L CoCl2.6H2O và bổ sung CoNPs (0; 1,55 µg/L; 

3,1 µg/L; 4,65 µg/L; 6,2 µg/L; 12,4 µg/L - hàm lượng CoNPs tương ứng với ¼, ½, 

¾, 1 và 2 lần CoCl2.6H2O trong MT AC0). Đối chứng (+) là MT AC0 và MT AC0 

loại bỏ CoCl2.6H2O được sử dụng làm đối chứng (-). Sau 30 ngày, tỷ lệ mẫu cấy tái 

sinh chồi (%), số chồi trên mỗi mẫu, chiều cao chồi (cm), khối lượng tươi và khối 

lượng khô của cụm chồi (mg) được ghi nhận; bên cạnh đó, số chồi (tổng số chồi và 

chồi có kích thước > 1 cm), chiều cao chồi (cm), SPAD, khối lượng tươi và khô của 

cụm chồi (mg) được ghi nhận sau 60 ngày. 

Thí nghiệm 4. Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai 

đoạn nhân nhanh chồi của mẫu chồi cây đồng tiền 

Mẫu chồi (1 cm) được nuôi cấy trên MT DC0 bổ sung CoNPs (0; 1,55 µg/L; 3,1 

µg/L; 4,65 µg/L; 6,2 µg/L; 12,4 µg/L); trong đó, đối chứng (-) là MT DC0 loại bỏ 

CoCl2.6H2O và đối chứng (+) là MT DC0. Sau 30 ngày, số lượng chồi (tổng số chồi, 

chồi cao hơn 2 cm), kích thước lá [chiều dài và chiều rộng của lá (cm)], SPAD, khối 

lượng tươi và khô (mg), tỷ lệ khối lượng khô và tỷ lệ các hiện tượng hình thái bất 

thường (thủy tinh thể và vàng lá) được ghi nhận. 

Thí nghiệm 5. Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai 

đoạn ra rễ của mẫu chồi cây đồng tiền 
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Mẫu chồi (2,5 cm) được nuôi cấy trên MT DR0 bổ sung CoNPs (0; 1,55 µg/L; 

3,1 µg/L; 4,65 µg/L; 6,2 µg/L; 12,4 µg/L) và đối chứng (-) là chồi nuôi cấy trên MT 

DR0 loại bỏ CoCl2.6H2O, đối chứng (+) là chồi nuôi cấy trên MT DR0. Sau 30 ngày 

nuôi cấy, chiều cao cây (cm), số rễ trên cây con, chiều dài rễ (cm), số lá trên cây con, 

kích thước lá [chiều dài và chiều rộng của lá (cm)], giá trị SPAD, khối lượng tươi và 

khô (mg) và tỷ lệ các hiện tượng bất thường (thủy tinh thể, vàng lá và mẫu hóa nâu) 

được ghi nhận. 

Thí nghiệm 6. Nghiên cứu thay thế muối CoCl2.6H2O bằng CoNPs trong giai 

đoạn ra rễ của mẫu chồi cây cúc 

Mẫu chồi ngọn (1 cm) của cây cúc in vitro 30 ngày tuổi được nuôi cấy trên MT 

MS thay thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs (0; 1,55 µg/L; 3,1 µg/L; 4,65 µg/L; 6,2 µg/L; 

12,4 µg/L). Đối chứng âm (-) là MT MS đã loại bỏ muối CoCl2.6H2O và đối chứng 

dương (+) là MT MS. Các chỉ tiêu sinh trưởng của cây như chiều cao cây (cm), số 

rễ/cây, chiều dài rễ (cm), số lá/cây, khối lượng tươi (mg), SPAD và đường kính thân 

(mm) được ghi nhận sau 15 ngày nuôi cấy. 

2.3.1.3.  Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs trong vi nhân giống 

cây cúc, đồng tiền và tử linh lan  

Thí nghiệm 7. Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs trong giai 

đoạn ra rễ của chồi ngọn cây cúc  

Chồi ngọn (1 cm) của cây cúc in vitro 30 ngày tuổi với 1 cặp lá được nuôi cấy 

trên MT CR0 thay thế FeSO4.7H2O bằng FeNPs ở các nồng độ khác nhau (1,4; 2,8; 

4,2; 5,6; 11,2 mg/L tương ứng với ¼, ½, ¾, 1 và 2 lần nồng độ FeSO4.7H2O có trong 

MT MS). Đối chứng âm (-) là MT CC0 đã loại bỏ muối FeSO4.7H2O và đối chứng 

dương (+) là MT CC0. Sau 30 ngày, số lượng chồi/mẫu, số lá, số đốt, chiều dài lá 

(cm), chiều cao chồi (cm), khối lượng tươi (mg) và SPAD được ghi nhận. 

Thí nghiệm 8. Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs lên khả năng 

ra rễ của mẫu chồi cây đồng tiền 

Mẫu chồi (2,5 cm) được nuôi cấy trên MT DR0 loại bỏ FeSO4.7H2O và thay thế 

bằng FeNPs (1,4; 2,8; 4,2; 5,6; 11,2 mg/L). Đối chứng âm (-) là MT DR0 đã loại bỏ 

muối FeSO4.7H2O và đối chứng dương (+) là MT DR0. Sau 30 ngày nuôi cấy, chiều 
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cao cây (cm), số rễ, chiều dài rễ (cm), số lá, kích thước lá [chiều dài và chiều rộng 

của lá (cm)], giá trị SPAD, khối lượng tươi và khô (mg) và tỷ lệ các hiện tượng hình 

thái bất thường (thủy tinh thể, vàng lá và mẫu hóa nâu) được ghi nhận. 

Thí nghiệm 9. Nghiên cứu thay thế muối FeSO4.7H2O bằng FeNPs trong giai 

đoạn ra rễ của mẫu chồi cây tử linh lan 

Mẫu chồi (1 cm) của cây tử linh lan được nuôi cấy trên MT AR0 loại bỏ 

FeSO4.7H2O và bổ sung các nồng độ FeNPs khác nhau (1,4; 2,8; 4,2; 5,6; 11,2 mg/L). 

Đối chứng (-) là MT AR0 loại bỏ FeSO4.7H2O và đối chứng (+) là MT AR0. Sau 30 

ngày nuôi cấy, chiều cao cây (cm), số rễ Chiều dài rễ (cm), số lá, chiều dài lá (cm), 

khối lượng tươi (mg), khối lượng khô (mg) và SPAD được ghi nhận. 

2.3.2.  Một số phương pháp nghiên cứu 

2.3.2.1.  Xác định hoạt độ enzyme kháng oxy hóa  

➢ Xử lý mẫu 

Nguồn mẫu sử dụng để phân tích hoạt độ enzyme kháng oxy hóa (SOD, CAT, 

APX) đối với cây cúc là chồi 30 ngày tuổi có nguồn gốc từ mẫu cấy lá, đoạn thân (thí 

nghiệm 2), và chồi ngọn (thí nghiệm 3), chồi được nuôi cấy trên MT ra rễ sau 15 ngày 

(thí nghiệm 6); đối với cây đồng tiền là mẫu cấy chồi 30 ngày tuổi (thí nghiệm 4, 8); 

đối với cây tử linh lan là mẫu cấy chồi 60 ngày tuổi (thí nghiệm 3) và 30 ngày tuổi 

(thí nghiệm 9). 

Phương pháp xác định hoạt độ ezyme kháng oxy hóa SOD [136], CAT [137] và 

APX [138] được thực hiện theo hình 2.4 
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Hình 2.4. Quy trình xác định hoạt độ ezyme kháng oxy hóa (SOD, CAT, APX) 

2.3.2.2. Hấp thụ kim loại 

Phương pháp quang phổ hấp thụ nguyên tử (AAS) được sử dụng để đánh giá sự 

hấp thu K, Ca, Mg, Fe, Cu và dư lượng Co, Mo của mẫu chồi cây cúc, đồng tiền và 

tử linh lan [139]. Quy trình thực hiện được tóm tắt như hình 2.4. 

 

Hình 2.5. Quy trình phân tích quang phổ hấp thụ nguyên tử 

 

 



48 
 
2.3.2.3. Ethylene trong bình nuôi cấy 

 Nghiên cứu này sử dụng phương pháp sắc ký khí với đầu dò ion hóa ngọn lửa 

(FID). Hệ thống GC (GC-CP 3380), ống tiêm (BD Tuberculin syringe 1 mL), kim 

tiêm (BD PrecisionGlide Needle) và miếng dán ngăn rò rỉ khí chuyên dụng (Becton 

Dickinson cung cấp). Quy trình được thực hiện như hình 2.5 [140]. 

 

Hình 2.6. Phương pháp phân tích nồng độ Ethylene trong bình nuôi cấy 

2.3.2.4. Hoạt độ enzyme thủy phân  

Cellulase 

 

Hình 2.7. Phương pháp phân tích hoạt tính cellulase [120] 
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Pectinase 

 

Hình 2.8. Phương pháp phân tích hoạt tính pectinase [120] 

2.3.2.5. Giải phẫu hình thái thực vật 

Mẫu cấy được cắt nhỏ; sau đó nhuộm màu và quan sát dưới kính hiển vi soi nổi 

[142]. Mẫu được cắt ngang (1 - 2 µm) → Tẩy bằng nước Javel 10% (15 phút) → rửa 

bằng nước cất 3 lần → rửa lại bằng axit axetic 45% (8 - 10 phút) → rửa bằng nước 

cất (3 lần). Mẫu được nhuộm bằng carmine (Sigma-Aldrich, Mỹ) trong 3 phút và rửa 

bằng nước cất 3 lần. Cuối cùng, các mẫu được quan sát và ghi nhận dưới kính hiển vi 

quang học (Keynce, Nhật Bản) với vật kính ×10. 

2.3.2.6. Phân tích thống kê 

Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần với 10 bình nuôi cấy (3 mẫu/bình). Các phân 

tích chỉ tiêu sinh lý, sinh hóa được lặp lại 3 lần, mỗi lần sử dụng 300mg mẫu cấy. Số 

liệu được xử lý bằng các phần mềm như Microsoft Excel 2016 và SPSS 20.0 theo 

phép thử Duncan’s test với P < 0,05 [143]. 

2.3.2.7. Phương pháp quy đổi nồng độ muối sang nồng độ nano kim loại 

 Để quy đổi nồng độ muối kim loại trong MT MS sang nồng độ của Nano kim 

loại ta thực hiện các bước như sau: 

Bước 1: Xác định khối lượng mol (Phân tử khối) 
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Bước 2: Tính tỷ lệ khối lượng 

Tỷ lệ khối lượng = Tổng khối lượng mol của nguyên tố / khối lượng mol hợp chất 

Bước 3: Tính nồng độ kim loại 

Nồng độ kim loại = Lượng hợp chất ban đầu × Tỷ lệ khối lượng 

 

2.4. ĐỊA ĐIỂM VÀ THỜI GIAN NGHIÊN CỨU 

2.4.1. Địa điểm nghiên cứu 

• Phòng sinh học phân tử và chọn tạo giống cây trồng - Viện Khoa học sự sống: 

Thực hiện tất cả các thí nghiệm nghiên cứu liên quan đến nuôi cấy in vitro. 

2.4.2. Các đơn vị phối hợp thực hiện nghiên cứu 

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

APX và SOD 

• Viện Nghiên cứu Cây ăn quả miền Nam: Phân tích hàm lượng khí ethylene 

trong bình nuôi cấy. 

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

cấy in vitro. 

2.4.3. Thời gian nghiên cứu 

• Thời gian thực hiện: 6 năm (6/2019 - 6/2025). 
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Chương 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. NGHIÊN CỨU THAY THẾ MUỐI Na2MoO4.2H2O BẰNG MoO3NPS 

TRONG VI NHÂN GIỐNG CÂY CÚC  

3.1.1.  Cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi thông qua nuôi cấy mẫu lá  

Kết quả cho thấy tất cả mẫu cấy (100%) đều ghi nhận hình thành mô sẹo từ các 

mẫu lá trên MT CS0 (đối chứng dương) hoặc nghiệm thức xử lý với MoO3NPs; trong 

khi đó, các mẫu lá trên MT CS0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O (đối chứng âm) không ghi 

nhận cảm ứng mô sẹo (Bảng 3.1; Hình 3.1A).  

Bảng 3.1.  Ảnh hưởng của MoO3NPs lên cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi của mẫu 

lá cây cúc sau 30 ngày nuôi cấy 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(-) Đối chứng âm: MT CS0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT CS0. 

x: 15 ngày sau nuôi cấy; y: 30 ngày sau nuôi cấy 
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Cây Cúc là loại cây dễ hình thành mô sẹo và tái sinh chồi, tuy nhiên mô sẹo 

không được hình thành ở những mẫu cấy lá được nuôi cấy trên MT loại bỏ 

Na2MoO4.2H2O, điều này cho thấy tầm quan trọng của nguyên tố vi lượng Mo đến 

khả năng phát sinh mô sẹo của cây hoa Cúc.  

Mẫu lá ở nghiệm thức 223,50 µg/L MoO3NPs cho thấy khả năng tái sinh chồi 

(33,33%), với trung bình 1 chồi trên mỗi mẫu và chiều cao chồi (1,14 cm) sau 30 

ngày (Bảng 1). Ngoài ra, khối lượng tươi (1210 mg) ghi nhận ở nghiệm thức 223,50 

µg/L MoO3NPs cũng cao nhất so với nghiệm thức MoO3NPs khác và đối chứng. 

Molypden là một vi chất cần thiết cho sự sinh trưởng của thực vật và được yêu 

cầu như một kim loại có hoạt tính xúc tác trong xúc tác enzyme [144, 145]. Việc bổ 

sung MoO3NPs với nồng độ thích hợp (gấp 1,5 lần mol tương đương Na2MoO4.2H2O 

trong MT CS0) có thể gián tiếp kích thích tái sinh chồi thông qua mô sẹo với tỷ lệ 

33,33%. Trong vi nhân giống, vai trò của Mo hoặc MoO3NPs vẫn chưa được nghiên 

cứu đầy đủ. Trong thí nghiệm này, có thể một phần MoO3NPs ở nồng độ cao (223,50 

µg/L) đã được cây sử dụng làm nguồn dinh dưỡng vi lượng trong thực vật, lượng 

MoO3NPs còn lại không được cây sử dụng hết đã tác động lên cây như một dạng chất 

kích thích sinh trưởng, kích thích quá trình tái sinh chồi thông qua mô sẹo. Tuy nhiên, 

ở nồng độ cao hơn (298,00 µg/L) MoO3NPs lại không phù hợp và gây ức chế quá 

trình này.  

 

      (-)              (+)          37,25 µg/L     74,50 µg/L    149,00 µg/L   223,50 µg/L  298,00 µg/L 

Hình 3.1.  Chồi được tái sinh từ mẫu cấy lá (A) nhân nhanh chồi từ mẫu đoạn thân 

(B) của cây cúc sau 30 ngày nuôi cấy trên MT thay thế muối NaMoO4 

bằng MoO3NPs ở các nồng độ khác nhau. 

(-) Đối chứng âm: MT loại bỏ Na2MoO4.2H2O 

(+) Đối chứng dương: MT chứa Na2MoO4.2H2O. Thước đo: 2 cm 
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3.1.2.  Nhân nhanh chồi của mẫu đốt thân và chồi ngọn cây cúc nuôi cấy trên 

môi trường thay thế Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs 

Đối với mẫu đốt thân, tất cả mẫu cấy ở nghiệm thức MoO3NPs và đối chứng 

(có/không có Na2MoO4.2H2O) ghi nhận tỷ lệ tái sinh chồi 100% sau 30 ngày (Bảng 

3.2; Hình 3.1B).  

Bảng 3.2.  Ảnh hưởng của MoO3NPs lên nhân nhanh chồi của mẫu đốt thân cây cúc 

sau 30 ngày nuôi cấy 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(-) Đối chứng âm: MT CC0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O 

(+) Đối chứng dương: MT CC0 chứa Na2MoO4.2H2O 

Số lượng chồi trên mỗi mẫu (7,00 - 8,00 chồi) thu được tối ưu ở nghiệm thức 

bổ sung gấp 1 - 2 lần nồng độ MoO3NPs; tuy nhiên, chồi lớn hơn 2 cm là tối ưu nhất 



54 
 
ở nghiệm thức 149,00 µg/L MoO3NPs với số lượng chồi được ghi nhận là 5 chồi/mẫu. 

Điều này cho thấy MoO3NPs ảnh hưởng lên sự tái sinh chồi và chất lượng chồi. Ngoài 

ra, như chiều cao chồi (3,23 cm) và khối lượng tươi (1870 mg) cũng tối ưu ở nghiệm 

thức này (Bảng 3.2). 

Đối với mẫu chồi ngọn, kết quả cho thấy ở nghiệm thức (-), sự vắng mặt của 

Mo đã gây ảnh hưởng đến sự sinh trưởng tiếp theo của chồi cây cúc sau 30 ngày; chồi 

thu được từ nghiệm thức này có kích thước nhỏ, hình thành mô sẹo dưới gốc, lá nhỏ, 

cụp và vàng (Hình 3.2).  

Bảng 3.3.  Ảnh hưởng của MoO3NPs lên nhân nhanh chồi của mẫu chồi ngọn cây 

cúc sau 30 ngày nuôi cấy 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(-) Đối chứng âm: MT CC0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT CC0 chứa Na2MoO4.2H2O. 
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         (-)                 (+)            37,25 µg/L     74,5 µg/L        149 µg/L     223,5 µg/L         298 µg/L 

Hình 3.2.  Chồi được nhân nhanh từ mẫu cấy chồi ngọn cây cúc sau 30 ngày nuôi 

cấy trên môi trường thay thế muối NaMoO4 bằng MoO3NPs ở các nồng 

độ khác nhau. 

 (-) Đối chứng âm: MT CC0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT CC0 chứa Na2MoO4.2H2O. 

Thước đo = 2 cm. 

Khi nồng độ MoO3NPs trong MT tăng lên (37,25 – 149,00 µg/L) thì sự sinh 

trưởng của các chồi cây cúc cũng tốt hơn. Đặc biệt, ở nghiệm thức 149,00 µg/L 

MoO3NPs, số lượng chồi (3,00 chồi/mẫu), chiều cao chồi (5,4 cm), số lá (14,00 

lá/chồi), số đốt (8,67 đốt/chồi), chiều dài lá (1,30 cm), SPAD (31,17) và khối lượng 

tươi (980 mg) thu được cao nhất khi so sánh với các nghiệm thức khác. Tuy nhiên, 

khi nồng độ MoO3NPs quá cao (223,5 - 298 µg/L), khả năng sinh trưởng của các chồi 

cúc lại giảm dần (Bảng 3.3).  

Mo, một ion kim loại thiết yếu được thực vật hấp thụ tự nhiên, là thành phần 

chính của một số enzyme (nitrat reductase, xanthine dehydrogenase và aldehyde 

oxidase) trong thực vật [146]. Nồng độ của Mo trong đất nông nghiệp dao động từ 

0,2 đến 5,0 mg/kg [147], và nồng độ cao hơn 1000 mg/kg (hoặc 1000 ppm) trong 

khối lượng khô có thể gây độc [148]. Thiếu Mo gây ra sự tích tụ nitrat trong thực vật 

[149]. Hơn nữa, MoO3NPs có thể được dùng làm phân bón bổ sung vi lượng để dễ 

dàng cung cấp Mo cho cây trồng trong điều kiện thiếu hụt [150]. Mặc dù có rất ít 

nghiên cứu về MoO3NPs nhưng chúng đã cho thấy tác dụng đối với sự nảy mầm của 

hạt, enzyme kháng oxy hóa [151], đa dạng của vi sinh vật vùng rễ [152], phát sinh 

hình thái, hàm lượng dinh dưỡng và cân bằng ion của thực vật [153]. Đáng chú ý, 

nghiên cứu này đã tìm ra vai trò mới của MoO3NPs đối với sự sinh trưởng của cây 

con. Những phát hiện của nghiên cứu này góp phần hiểu biết về ảnh hưởng của 

MoO3NPs đối với sự sinh trưởng của cây con, làm sáng tỏ vai trò tiềm năng của 
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MoO3NPs như một loại phân bón và bổ sung vi lượng cho sự sinh trưởng của cây 

trồng. 

Kết quả của nghiên cứu đã chứng minh vai trò của MoO3NPs lên sự phát sinh 

hình thái in vitro, sinh trưởng tiếp theo của mẫu cấy cây cúc và có vai trò thay thế cho 

Na2MoO4.2H2O trong MT MS, qua đó giúp bổ sung vi lượng ở dạng nano nhằm cải 

thiện khả năng sinh trưởng của cụm chồi hay cây ở điều kiện in vitro. 

Enzyme kháng oxy hóa 

Đối với giai đoạn tái sinh chồi từ mẫu lá, tác dụng tối ưu của MoO3NPs trong 

việc gia tăng hoạt độ của các enzyme kháng oxy hóa cũng được ghi nhận trong nghiên 

cứu này. Hoạt độ của enzyme kháng oxy hóa ở nghiệm thức bổ sung 149,00 µg/L 

MoO3NPs tốt hơn so với chúng ở nghiệm thức đối chứng (+) (trừ SOD) và các nghiệm 

thức bổ sung khác. Sự tăng trưởng của cây cũng giảm tương tự khi Mo không được 

bổ sung vào MT dinh dưỡng cũng phản ánh hoạt độ của hệ enzyme kháng oxy hóa 

giảm mạnh. Ngoài ra, hoạt động của các enzyme này bị ức chế do dư thừa Mo (Hình 

3.3A).  

Đối với giai đoạn nhân nhanh chồi từ mẫu đốt thân, các kết quả tương đồng 

được ghi nhận trong nhân chồi cây cúc, SOD, CAT và APX giảm do thừa hoặc thiếu 

Mo trong MT nuôi cấy (Hình 3.2). Ngược lại, nồng độ tối ưu (đối chứng (+) và 149,00 

µg/L MoO3NPs) cho thấy tác dụng tích cực đối với sự tăng trưởng và các chỉ tiêu sinh 

lý và sinh hóa (Hình 3.3B). Cụ thể, tác dụng có lợi của Mo tốt hơn đáng kể khi nó 

hiện diện ở dạng hạt nano so với dạng ion. 

Ở mẫu chồi ngọn, hoạt độ của enzyme ở nghiệm thức bổ sung 149,00 µg/L 

MoO3NPs cao hơn so với đối chứng (+) (ngoại trừ SOD) và các nghiệm thức 

MoO3NPs khác. Sự tăng trưởng của cây cũng giảm tương tự khi Mo không được bổ 

sung vào MT dinh dưỡng cũng phản ánh hoạt động của hệ enzyme kháng oxy hóa 

giảm mạnh. Ngoài ra, hoạt động của các enzym này bị ức chế khi có quá nhiều Mo 

(Hình 3.4). Kết quả này cho thấy tác dụng tích cực của MoO3NPs đối với sự tăng 

trưởng và các chỉ tiêu sinh lý và sinh hóa.  
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Hình 3.3.  Hoạt độ của enzyme kháng oxy hóa (SOD, APX và CAT) của mẫu cấy lá 

(A) và mẫu đoạn thân (B) sau 30 ngày nuôi cấy. 

(-) Đối chứng âm: MT loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT chứa Na2MoO4.2H2O. 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 
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Hình 3.4.  Hoạt độ của enzyme kháng oxy hóa (SOD, APX và CAT) trong chồi cây 

cúc sau 30 ngày nuôi cấy trên môi trường thay thế muối Na2MoO4.2H2O 

bằng MoO3NPs. 

(-) Đối chứng âm: MT loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT chứa Na2MoO4.2H2O. 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

Mo có tác động lên các enzyme chịu trách nhiệm cho quá trình dị hóa purine, 

sinh tổng hợp ureide, sinh tổng hợp ABA và oxy hóa sulfite trong cây họ đậu [154, 

155]. Việc sử dụng phân bón Mo thông thường, chẳng hạn như ammonium 

heptamolybdate, ammonium dimolybdate và natri molybdate, gây lo ngại do độ tinh 

khiết thấp hơn của chúng, đưa các hợp chất khác vào đất. Trong khi đó, hạt nano Mo 

có độ tinh khiết 99%, làm giảm khả năng tích hợp các yếu tố không mong muốn [156, 

157]. Ngoài ra, Mo có vai trò trong sinh tổng hợp Moco và enzyme molybdo, ảnh 

hưởng đến quá trình chuyển đổi GTP và điều chỉnh biểu hiện gen [158, 159]. 

Dư lượng Mo của cây cúc nuôi cấy trên môi trường thay thế muối 

Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs 

Dữ liệu thu được sau 30 ngày nuôi cấy cho thấy dư lượng Mo trong cây cúc khi 

nuôi cấy trên MT thay thế Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs và các nghiệm thức đối 

chứng (Hình 3.5, 3.6). Kết quả trong giai đoạn phát sinh hình thái và nhân chồi cho 
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thấy, nồng độ Mo tăng dần theo nồng độ thêm vào. Trong nghiệm thức đối chứng (-

), hàm lượng của Mo được phát hiện ngay cả khi không có Na2MoO4.2H2O, cho thấy 

sự tích tụ còn sót lại từ MT nuôi cấy trước đó. Đáng chú ý, các mẫu lá vẫn duy trì 

màu xanh của chúng và các chồi cây cúc phát triển mạnh mà không bị chuyển sang 

màu nâu (Hình 3.1). Tuy nhiên, nồng độ Mo này không đủ cho cả quá trình phát sinh 

hình thái và nhân chồi (Hình 3.1). Ngoài ra, nghiên cứu này còn chứng minh rằng các 

chất dinh dưỡng được hấp thụ hiệu quả và nhanh chóng hơn bởi các mẫu ở kích thước 

hạt nano khi nồng độ Mo trong MT nuôi cấy là 149,00 µg/L (Hình 3.7). Những phát 

hiện này cho thấy rằng MoO3NPs thay thế muối ion trong MT nuôi cấy đã gia tăng 

khả năng hấp thụ, bổ sung vi khoáng cho thực vật để hỗ trợ quá trình sinh tổng hợp 

và các hoạt động quan trọng. 

Kết quả phân tích dư lượng Mo trong chồi cây cúc nuôi cấy trên MT thay thế 

Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs được ghi nhận ở hình 3.6. Dư lượng Mo tăng dần 

theo nồng độ Mo có trong MT nuôi cấy. Dư lượng Mo vẫn được phát hiện ở MT 

không có Na2MoO4.2H2O (nghiệm thức (-)); điều này cho thấy sự tích tụ Mo vẫn còn 

sót lại từ giai đoạn nuôi cấy trước đó. Tuy nhiên, nồng độ Mo này không đủ cho sinh 

trưởng của chồi (Hình 3.6). Bên cạnh đó, các chất dinh dưỡng (Ca, Mg, K, Cu, Fe) 

được hấp thụ nhanh hơn bởi các mẫu thực vật khi ở kích thước NPs.  
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Hình 3.5.  Dư lượng Mo trong mẫu cấy lá (A) và mẫu đoạn thân (B) cây cúc sau 30 

ngày nuôi cấy trên môi trường thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng 

MoO3NPs. 

(-) Đối chứng âm: MT loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT chứa Na2MoO4.2H2O. 
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Hình 3.6.  Dư lượng Mo trong mẫu chồi ngọn cây cúc được nuôi cấy trên môi 

trường nuôi cấy thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs. 

(-) Đối chứng âm: MT loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT chứa Na2MoO4.2H2O. 

Khả năng hấp thụ khoáng của cây cúc nuôi cấy trên môi trường thay thế muối 

Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs 

Tác động tích cực của Mo đối với sự hấp thụ chất dinh dưỡng đã được quan sát 

thấy trong nghiên cứu này (Hình 3.7, 3.8). Khả năng hấp thu dinh dưỡng của hoa cúc 

ở đối chứng (-) là thấp nhất. Ngoài ra, khả năng hấp thu khoáng chất Ca, Mg, K, Cu, 

Fe tăng dần theo nồng độ MoO3NPs trong MT nuôi cấy (37,25 - 149 µg/L), thể hiện 

khả năng hấp thu dinh dưỡng thiết thực. Kết quả tối ưu được ghi nhận ở nghiệm thức 

149 µg/L MoO3NPs. Mặc dù nồng độ Mo trong nghiệm thức đối chứng dương tương 

đương với nghiệm thức 149 µg/L MoO3NPs, hiệu quả hấp thụ chất dinh dưỡng trong 

nghiệm thức này không tối ưu (Hình 3.7, 3.8). Vì vậy, ở mức độ nano, Mo có tác động 

tích cực lên sự hấp thụ khoáng. Tuy nhiên, nồng độ MoO3NPs quá cao (223,5 và 298 

µg/L) gây độc hại và làm giảm khả năng hấp thu của cây cúc (Hình 3.7, 3.8). 
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Hình 3.7. Hấp thụ khoáng đa lượng (Ca, Mg và K) và vi lượng (Cu và Fe) trong giai 

đoạn tái sinh chồi của mẫu cấy lá (A, C) và nhân nhanh chồi của mẫu đoạn 

thân (B, D) cây cúc trên môi trường nuôi cấy thay thế muối 

Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs. 

(-) Đối chứng âm: MT loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT chứa Na2MoO4.2H2O. 

Đối với mẫu cấy đoạn thân, khả năng hấp thụ chất dinh dưỡng đã được quan sát 

thấy trong nghiên cứu này (Hình 3.7, 3.8). Chồi cây cúc ở nghiệm thức (-) ghi nhận 

khả năng hấp thu các khoáng là thấp nhất. Trong đó, khả năng hấp thu khoáng (Ca, 

Mg, K, Cu, Fe) tăng dần theo sự tăng của MoO3NPs trong MT nuôi cấy (37,25 – 

149,00 µg/L). Ở nghiệm thức 149,00 µg/L MoO3NPs ghi nhận khả năng hấp thu 

khoáng cao hơn các nghiệm thức khác (Hình 3.7, 3.8). Ở nồng độ MoO3NPs quá cao 

(223,50 hoặc 298,00 µg/L) khả năng hấp thu chất dinh dưỡng ở đối tượng này lại 

giảm và làm giảm khả năng sinh trưởng (Hình 3.7, 3.8). 

Kết quả nghiên cứu cho thấy các nguyên tố vi lượng Mo ở dạng nano có khả 

năng thúc đẩy đáng kể sự hấp thu các nguyên tố dinh dưỡng khác trong cây. Hiện 

tượng này phản ánh một cơ chế điều hòa phức hợp, trong đó các đặc tính vật lý – hóa 

học độc đáo của vật liệu nano tương tác với hệ thống sinh lý thực vật ở nhiều cấp độ. 
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Trước hết, kích thước nano và diện tích bề mặt riêng lớn làm tăng khả năng xâm 

nhập và phân bố của các vi lượng trong mô thực vật. Các hạt nano có thể đi vào rễ 

thông qua con đường apoplast, symplast hoặc cơ chế tương tự endocytosis, từ đó nâng 

cao sinh khả dụng so với dạng ion truyền thống [160]. Điều này đặc biệt quan trọng 

đối với các nguyên tố như Zn, Fe và Mo – là cofactor của các enzyme then chốt trong 

đồng hóa dinh dưỡng. Sự gia tăng hoạt tính của các enzyme như nitrate reductase và 

nitrogenase dẫn đến tăng cường chuyển hóa nitơ và tổng hợp protein, từ đó làm gia 

tăng nhu cầu nội tại đối với các nguyên tố dinh dưỡng khác [161]. Tuy nhiên, cần lưu 

ý rằng hiệu ứng này phụ thuộc mạnh vào liều lượng và dạng nano; ở nồng độ cao, 

NPs có thể gây ức chế enzyme do stress oxy hóa [162]. NPs có khả năng điều hòa hệ 

thống vận chuyển qua màng tế bào. Một số nghiên cứu cho thấy NPs có thể ảnh hưởng 

đến tính linh động của màng sinh chất và hoạt động của các kênh ion, từ đó làm tăng 

dòng vận chuyển dinh dưỡng vào tế bào [160]. Một yếu tố quan trọng khác là tác 

động của NPs lên cấu trúc hệ rễ và vùng rễ. Các nghiên cứu gần đây cho thấy NPs có 

thể kích thích sinh trưởng rễ thông qua điều hòa hormone như auxin, làm tăng diện 

tích hấp thu [163]. Ngoài ra, NPs còn làm tăng hiệu suất quang hợp thông qua việc 

cải thiện hàm lượng diệp lục và hoạt tính enzyme quang hợp [164]. Sự gia tăng quang 

hợp tạo ra nhu cầu dinh dưỡng cao hơn, hình thành cơ chế phản hồi dương thúc đẩy 

hấp thu khoáng. Đồng thời, khả năng tăng cường hệ thống chống oxy hóa giúp cây 

giảm stress phi sinh học, duy trì chức năng hấp thu trong điều kiện bất lợi [162]. 
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Hình 3.8.  Khả năng hấp thu khoáng đa lượng (Ca, Mg và K) và vi lượng (Cu và 

Fe) của mẫu chồi ngọn cây cúc nuôi cấy trên môi trường thay thế muối 

Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs. 

(-) Đối chứng âm: MT loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT chứa Na2MoO4.2H2O. 

 Nghiệm thức (µg/L) 

Nghiệm thức (µg/L) 

0 (-)        0(+)               37,25            74,5                149       223,5           298 

0 (-)        0(+)           37,25            74,5             149              223,5            298 
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Các chất dinh dưỡng thiết yếu, bao gồm N, P, K, Cu, Fe, Mn, Zn và Mo, rất 

quan trọng cho sự sinh trưởng và năng suất của cây trồng [165, 166]. Sự thiếu hụt các 

chất dinh dưỡng đa lượng và vi lượng này làm gián đoạn sự phát triển của cây trồng, 

dẫn đến sản lượng cây trồng giảm đáng kể [167]. Mo gia tăng hoạt độ enzyme kháng 

oxy hóa, sản xuất axit abscisic (ABA), đồng hóa N và dinh dưỡng Fe, dẫn đến cải 

thiện sinh trưởng của cây và giảm stress oxy hóa [168-170]. Hàm lượng Mo không 

đủ có thể làm giảm hiệu quả của phân bón nitơ (N), dẫn đến năng suất cây trồng và 

trái cây giảm, đặc trưng là lá bất thường và tăng trưởng chậm [171]. Mo không thể 

thiếu trong quá trình chuyển hóa N, bao gồm cố định N, khử nitrat và đồng hóa N 

[156]. Ở cà chua, Mo hỗ trợ hấp thu Fe, trong khi ở cây lúa, phát triển trong MT giàu 

Fe sẽ tăng cường hấp thu Mo [157]. 

Sinh trưởng tiếp theo của cây cúc  

Sau 15 ngày nuôi cấy, dư lượng MoO3NPs còn lại trong mẫu chồi đã ảnh hưởng 

đến giai đoạn ra rễ in vitro của cây cúc (Hình 3.10 và 3.11). Nghiệm thức 149,00 µg/L 

MoO3NPs vẫn cho thấy ưu thế ở tất cả các chỉ tiêu ở giai đoạn ra rễ: chiều cao cây 

(16,83 ± 0,25 cm), số lá/cây (13,67 ± 0,58), số rễ/cây (16,33 ± 0,58), chiều dài rễ 

(11,57 ± 0,21 cm), SPAD (57,93 ± 1,80) và khối lượng tươi (410 ± 50 mg). Trong thí 

nghiệm này, mặc dù dư lượng Mo ở nghiệm thức (+) cao hơn khi so sánh với 

MoO3NPs ở nồng độ 37,25 và 74,50 µg/L, sự ra rễ và sinh trưởng của cây ở nghiệm 

thức này này không tối ưu bằng những cây ở nghiệm thức MoO3NPs. Cây con ở 

nghiệm thức (+) có màu vàng, lá nhỏ, cụp; trong khi đó, ở các nghiệm thức thay thế 

Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs cây con có màu xanh đậm, lá to (Hình 3.9). Điều 

này có thể giải thích là do cấu trúc đặc biệt của Mo ở dạng nano có kích thước nhỏ 

và bề mặt tiếp xúc lớn hơn, từ đó giúp MoO3NPs tăng cường hiệu quả tương tác so 

với Na2MoO4.2H2O. Bên cạnh đó, cơ chế phóng thích từ từ giúp duy trì MoO3NPs ở 

nồng độ tối ưu với thời gian dài hơn so với Mo2+ ở dạng ion [29].



66 
 

 

Bảng 3.4.  Sự sinh trưởng và ra rễ cây cúc có nguồn gốc từ mẫu đốt thân nuôi cấy 

trên môi trường thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs sau 15 

ngày nuôi cấy 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(-) Đối chứng âm: MT CR0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT CR0 chứa Na2MoO4.2H2O. 

Rễ có vai trò quan trọng để cây lấy nước, hấp thu chất dinh dưỡng từ các nguồn 

phân bố không đều và phản ứng với các yếu tố sinh học hoặc phi sinh học. Hệ thống 

rễ bị ảnh hưởng đáng kể bởi các tín hiệu N khác nhau và nguồn N có trong vùng rễ. 

Mo rất quan trọng cho quá trình đồng hóa và chuyển hóa nitơ. Mo góp phần đáng kể 

giúp gia tăng sự sinh trưởng của rễ lúa mì bằng cách thúc đẩy sản xuất oxide nitric, 

tạo điều kiện cho sự hấp thu và đồng hóa N hiệu quả cũng như điều chỉnh các biểu 

hiện gen NRT [172]. Trong khi đó, MoO3NPs giúp tăng cường sự phát triển của cây 

lúa và sử dụng nitrat mà không gây độc tế bào [173]. Việc bổ sung Na2MoO4 và 

MoO3NPs làm tăng các enzyme chuyển hóa nitơ quan trọng, thúc đẩy quá trình đồng 

hóa nitơ và hoạt động của enzyme. Việc bổ sung nguồn Mo đã cải thiện thể tích rễ, 
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diện tích bề mặt và khả năng hấp thu chất dinh dưỡng, tăng axit hữu cơ có trọng lượng 

phân tử thấp và khả năng oxy hóa khử của rễ cho thấy khả năng thích ứng tốt hơn. 

Nhìn chung, MoO3NPs có tiềm năng lớn làm phân bón molypden, thúc đẩy tăng 

trưởng của cây lúa, nâng cao hiệu quả sử dụng nitơ và giảm thất thoát nitơ vào môi 

trường [173]. 

Nghiên cứu này đã chứng minh vai trò của MoO3NPs như là sự thay thế cho 

Na2MoO4.2H2O trong nuôi cấy cây cúc ở các giai đoạn phát sinh hình thái in vitro. 

Tùy theo từng giai đoạn sinh trưởng, nồng độ MoO3NPs tối ưu sẽ kích thích sinh 

trưởng, thay đổi sinh lý - sinh hóa liên quan đến sự hấp thụ các nguyên tố khoáng kim 

loại và sự thay đổi hoạt độ enzyme SOA, CAT và APX của mẫu cấy. 

 

Hình 3.9.  Ảnh hưởng của dư lượng MoO3NPs lên khả năng ra rễ in vitro sau 15 

ngày nuôi cấy. 

 (-) Đối chứng âm: Chồi thu được từ MT CR0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: Chồi thu được từ MT CR0 chứa Na2MoO4.2H2O. 

 Thước đo = 2 cm. 

 

(-)                (+)     37,25 µg/L   74,50 µg/L      149,00 µg/L    223,50 µg/L      298,00 µg/L 
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Hình 3.10.  Ảnh hưởng của dư lượng MoO3NPs lên khả năng ra rễ in vitro của cây 

cúc sau 15 ngày nuôi cấy.  

(-) Đối chứng âm: MT loại CR0 bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT CR0 chứa Na2MoO4.2H2O. 

 

          (-)                   (+)          37,25 µg/L   74,50 µg/L    149,00 µg/L    223,50 µg/L    298,00 µg/L 

Hình 3.11.  Ảnh hưởng của dư lượng MoO3NPs lên khả năng sinh trưởng của cây 

cúc in vitro sau 15 ngày nuôi cấy. 

 (-) Đối chứng âm: MT CR0 loại bỏ Na2MoO4.2H2O. 

(+) Đối chứng dương: MT CR0 chứa Na2MoO4.2H2O. 

Thước đo = 5 cm.

(µg/L) 

(µg/L) (µg/L) 
0 (-)          0(+)        37,25         74,50      149,00       223,50        298,00  

Nghiệm thức (µg/L) 

 

0 (-)          0(+)       37,25      74,50      149,00      223,50     298,00  

Nghiệm thức (µg/L) 

 

0 (-)        0(+)       37,25       74,50      149,00    223,50      298,00  

Nghiệm thức (µg/L) 

000 

0 (-)          0(+)        37,25         74,50        149,00        223,50      298,00  

Nghiệm thức (µg/L) 
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3.2. NGHIÊN CỨU THAY THẾ MUỐI CoCl2.6H2O BẰNG CoNPs TRONG VI 

NHÂN GIỐNG CÂY TỬ LINH LAN, ĐỒNG TIỀN VÀ CÚC  

3.2.1.  Tái sinh chồi từ mẫu lá và sự sinh trưởng của chồi cây tử linh lan trên môi 

trường thay thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs 

Sau 60 ngày, CoNPs có hiệu quả lên khả năng tái sinh chồi, khắc phục một số 

hiện tượng hình thái bất thường, sự thay đổi hàm lượng khí ethylene, enzyme kháng 

oxy hóa (Bảng 3.5; Hình 3.12 và 3.13) của mẫu cấy lá cây tử linh lan. Nghiệm thức 

4,65 µg/L CoNPs cho hiệu quả tái sinh chồi tốt nhất với tổng số chồi trung bình lên 

đến 13,00 chồi/mẫu, số lượng chồi có kích thước > 1 cm đạt 7,67 chồi, chiều cao chồi 

(1,37 cm), khối lượng tươi (1535 mg ) và khối lượng khô cụm chồi (212 mg). Chỉ số 

SPAD không có sự khác biệt giữa các nghiệm thức bổ sung CoNPs và đối chứng. 

Bảng 3.5.  Ảnh hưởng của CoNPs lên sự tái sinh chồi và sinh trưởng của cụm chồi 

sau 60 ngày nuôi cấy 

CoNPs 

(µg/L) 

Số chồi/mẫu 

Chiều 

cao chồi 

(cm) 

SPAD 

Khối 

lượng 

tươi cụm 

chồi 

(mg) 

Khối 

lượng khô 

cụm chồi 

(mg) 

Tổng số 

chồi 
> 1 cm 

(+) 7,33 ± 

0,58c* 

1,33 ± 

0,58e 

0,67 ± 

0,06cd 

27,00 ± 

2,00b 

1047 ± 

10c 
118 ± 2e 

(-) 6,67 ± 

0,58c 

2,67 ± 

0,58d 

0,43 ± 

0,11e 

27,67 ± 

2,51b 

760 ± 

54d 
124 ± 11de 

1,55 
9,33 ± 

0,58b 

4,33 ± 

0,58c 

0,57 ± 

0,06de 

29,00 ± 

1,00ab 

1360 ± 

70b 
162 ± 3c 

3,10 
10,67 ± 

1,15b 

6,33 ± 

0,58b 

0,80 ± 

0,10bc 

28,33 ± 

0,58b 

1384 ± 

106b 
187 ± 8b 

4,65 
13,00 ± 

1,0a 

7,67 ± 

0,58a 

1,37 ± 

0,11a 

31,33 ± 

1,15a 

1535 ± 

32a 
212 ± 12a 

6,20 
6,67 ± 

1,5c 

4,67 ± 

0,58b 

0,97 ± 

0,15b 

26,67 ± 

1,53b 

800 ± 

100d 
136 ± 11d 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(-) Đối chứng âm: MT AC0 loại bỏ CoCl2. 

(+) Đối chứng dương: MT AC0 chứa CoCl2. 
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     (-)                  (+)                 1,55 µg/L                3,10 µg/L              4,65 µg/L               6,20 µg/L 

Hình 3.12.  Chồi có nguồn gốc từ mẫu cấy lá cây tử linh lan được nuôi cấy trên môi 

trường thay thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs ở các nồng độ khác nhau sau 

60 ngày (hàng trên) và 30 ngày (hàng dưới) 

 

Hình 3.13.  Ảnh hưởng của 4,65 µg/L CoNPs lên khả năng khắc phục một số hiện 

tượng bất thường trong giai đoạn tái sinh chồi cây tử linh lan sau 60 ngày 

nuôi cấy. 

Ngoài ra, khí ethylene thu nhận trong trong đĩa nuôi cấy và hoạt độ enzyme 

kháng oxy hóa ở nghiệm thức bổ sung CoNPs cũng ghi nhận sự khác biệt có ý nghĩa 

sau 60 ngày (Bảng 3.6). Nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs ghi nhận hàm lượng ethylene 

thấp hơn so với đối chứng (0,87 ppm so với 1,37 ppm); trong khi đó, hoạt độ enzyme 

CAT (105,67 U/g) và hoạt độ APX (2,00 U/g) lại cao hơn so với đối chứng (Bảng 

3.6). Hơn nữa, hiện tượng bất thường về hình thái trong giai đoạn tái sinh chồi như 

thủy tinh thể (8%), mô sẹo ở mép lá (10%), hoại tử mẫu cấy (15%), hóa nâu mẫu cấy 
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và MT nuôi cấy (5%) giảm ở nghiệm thức bổ sung 4,65 µg/L CoNPs so với đối chứng 

được ghi nhận.  

Bảng 3.6.  Hàm lượng khí ethylene trong đĩa nuôi cấy và hoạt độ enzyme kháng oxy 

hóa của cụm chồi trên môi trường có bổ sung CoNPs sau 60 ngày nuôi 

cấy 

CoNPs 

(µg/L) 
Ethylene (ppm) CAT (U/g) APX (U/g) 

(+) 1,37 ± 0,02a* 80,00 ± 1,00d 0,55 ± 0,01e 

(-) 1,28 ± 0,02b 87,33 ± 2,08c 0,93 ± 0,03d 

1,55 1,19 ± 0,01c 97,33 ± 1,52b 1,26 ± 0,03c 

3,10 1,11 ± 0,02d 98,33 ± 2,08b 1,57 ± 0,06b 

4,65 0,87 ± 0,06e 105,67 ± 1,15a 2,00 ± 0,04a 

6,20 1,31 ± 0,02b 80,33 ± 2,51d 1,27 ± 0,47c 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(-) Đối chứng âm: MT AC0 loại bỏ CoCl2. 

(+) Đối chứng dương: MT AC0 chứa CoCl2. 

CoNPs thay thế CoCl2.6H2O trong MT giúp gia tăng chiều cao chồi và số chồi 

trên cây bạc hà [52], cây hoa hồng [14]. Ngoài ra, hiệu quả của CoNPs trong việc hạn 

chế một số hiện tượng hình thái bất thường, gia tăng hiệu quả nhân chồi thông qua 

gia tăng khả năng sinh trưởng của chồi, giảm khí ethylene và tăng CAT và APX. Kết 

quả này cũng tương đồng nghiên cứu về tác động của CoNPs làm tăng CAT, APX và 

SOD ở giai đoạn nhân nhanh chồi cây hoa hồng và đồng tiền [14, 65]. Kết quả nghiên 

cứu này cũng cho thấy 6,2 µg/L CoNPs làm giảm thủy tinh thể và vàng lá so với đối 

chứng (không có CoNPs), trong đó 6,2 mg/L CoNPs làm giảm những điều này từ 2 

đến 3 lần so với đối chứng (Hình 3.13A). Sự sinh trưởng và năng suất như hàm lượng 

diệp lục, đường, tinh bột, axit amin, hàm lượng protein, khoáng vĩ mô và vi lượng 

đều tăng so với đối chứng [174]. Trong nghiên cứu này, lá (không xử lý CoNPs) 

chuyển sang màu vàng, trong khi lá vẫn xanh và không xuất hiện hình thái bất thường 
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(xử lý CoNPs), chứng tỏ CoNPs ức chế tổng hợp ethylene, làm chậm lão hóa của cụm 

chồi [175].  

3.2.2.  Sự sinh trưởng của chồi cây đồng tiền được nuôi cấy trên môi trường thay 

thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs  

Hiện tượng bất thường trong vi nhân giống cây đồng tiền 

Trong quá trình nhân chồi và ra rễ in vitro, các hiện tượng bất thường như thủy 

tinh thể (Hình 3.14A), vàng lá (Hình 3.14B) và mẫu hóa nâu (Hình 3.14C) được quan 

sát và ghi nhận sau 30 ngày. Hiện tượng thủy tinh thể (23,33% ở giai đoạn nhân chồi 

và 27,67% ở giai đoạn ra rễ in vitro) và vàng lá (23,33% ở giai đoạn nhân chồi và 

20,00% ở giai đoạn ra rễ in vitro) là cao hơn hơn so với nghiệm thức được bổ sung 

6,2 µg/L CoNPs ở giai đoạn nhân chồi và 4,65 µg/L CoNPs ở giai đoạn ra rễ.  

MT DC0 bổ sung CoNPs đã ảnh hưởng đến nhân chồi và giảm các bất thường 

như thủy tinh thể và vàng lá sau 30 ngày (Bảng 3.7; Hình 3.15A). Số lượng chồi cao 

nhất thu được ở MT DC0 bổ sung 6,20 µg/L CoNPs ghi nhận số lượng chồi lớn hơn 

2 cm với 6,67 chồi, trong khi các chỉ tiêu sinh trưởng của chồi tối ưu hơn so với các 

nghiệm thức CoNPs khác (Bảng 3.7). 
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Hình 3.14. Một số hiện tượng bất thường trong vi nhân giống cây đồng tiền.  

A: Thủy tinh thể; B: Vàng lá; C: Hóa nâu mẫu cấy 

Thước đo = 1 cm.
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Hình 3.15. Tỷ lệ xuất hiện các hiện tượng bất thường trong quá trình nhân giống 

cây đồng tiền trên môi trường thay thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs sau 30 

ngày nuôi cấy  

A: giai đoạn nhân chồi, B: giai đoạn ra rễ 

Hơn nữa, hiện tượng hóa nâu hoặc hoại tử mẫu cũng ảnh hưởng tiêu cực đến 

hiệu quả nhân giống. Trong nghiên cứu này, hiện tượng hóa nâu mẫu cấy ghi nhận ở 

mức nghiêm trọng là mẫu cấy chuyển sang màu nâu hoặc đen, hoại tử (Hình 3.14C). 

Hiện tượng bất thường này đã được quan sát thấy ở chuối do phenol hình thành từ vết 

thương của mẫu vật tùy thuộc vào loài, tuổi của mô hoặc cơ quan, MT dinh dưỡng và 

một số yếu tố khác [176, 177]. Màu nâu của mẫu cấy có thể do loài, kiểu gen, tuổi 

của mẫu cấy, mùa và MT [178]. 
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Bảng 3.7.  Sự sinh trưởng của chồi cây đồng tiền trên MT thay thế CoCl2.6H2O bằng 

CoNPs sau 30 ngày nuôi cấy 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(+) Đối chứng dương: Chồi nuôi cấy trên MT DC0.  

(-) Đối chứng âm: Chồi nuôi cấy trên MT loại bỏ CoCl2.6H2O. 

Kết quả sau 30 ngày nuôi cấy cho thấy nồng độ Co ở dạng nano tối ưu cho sự 

sinh trưởng của chồi hoa đồng tiền với số chồi trung bình đạt 8,00-11,00 chồi/mẫu và 

số chồi cao hơn 2cm lên đến 6,67 chồi (CoNPs 6,20 µg/L). Trong khi đó, nghiệm 

thức loại bỏ Co khỏi MT nuôi cấy không ghi nhận chồi cao hơn 2cm, điều này đã 

khẳng định vai trò của Co đối với sự sinh trưởng và chất lượng của chồi cây đồng 

tiền. nghiệm thức chứa Co ở dạng muối cũng cho tổng số chồi và số chồi trên 2 cm 

thấp hơn so với Co ở dạng nano (lần lượt là 5,67 chồi/mẫu và 4 chồi). Sự ưu việt của 

CoNPs cũng đã được chứng minh qua các nghiên cứu của Cường và cộng sự (2025) 

trên cây dâu tây khi CoNPs giúp gia tăng số lượng lá, số rễ và sinh khối cây con in 

vitro [179], Kumar và cộng sự (2023) cũng ghi nhận số chồi thu được của cây khoai 
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tây là cao hơn trên MT có chứa CoNPs [180], Ramesh và cộng sự (2022) cho thấy 

CoNPs giúp gia tăng sự sinh trưởng của rễ và chồi trên cây đậu bắp [181]. 

Các tính trạng chiều cao chồi (3,10 cm), kích thước lá (0,80 x 0,60 cm), SPAD 

(29,70), khối lượng tươi cụm chồi (886,67 mg), khối lượng khô (91,67) và tỷ lệ tích 

lũy chất khô (11,34%) thu được ở nghiệm thức CoNPs 4,65 µg/L cũng cao hơn so với 

nghiệm thức đối chứng. Điều này cho thấy CoNPs ở nồng độ 4,65 µg/L là tối ưu cho 

sự sinh trưởng của chồi cây hoa đồng tiền. 

3.2.3.  Ra rễ in vitro của mẫu chồi cây đồng tiền nuôi cấy trên môi trường thay 

thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs  

Ra rễ in vitro đạt 100% ở tất cả các nghiệm thức có bổ sung CoNPs và đối chứng 

(không có CoNPs) sau 7 ngày. Tuy nhiên, thời gian ra rễ in vitro (5,33 ngày) của chồi 

ở nghiệm thức DR0 bổ sung 4,65 µg/L CoNPs sớm hơn 2 ngày so với trên MT đối 

chứng (7,33 ngày). Tùng và cộng sự [68] chỉ ra rằng AgNPs có cảm ứng ra rễ in vitro 

cây dâu tây sớm hơn khoảng 3 ngày so với đối chứng (không có AgNPs). Ngoài ra, 

4,65 µg/L CoNP làm giảm hiệu quả quá trình thủy tinh thể, vàng lá và hóa nâu của 

mẫu so với đối chứng (không có CoNPs), trong đó 4,65 µg/L CoNPs làm giảm hiệu 

quả quá trình thủy tinh thể, vàng lá và hóa nâu của mẫu gấp 5 lần so với đối chứng 

(Hình 3.15B). 

Trong nghiên cứu này, CoNPs ở nồng độ tối ưu không chỉ làm tăng hiệu quả ra 

rễ in vitro và SOD, CAT và APX mà còn làm giảm các hiện tượng bất thường, tích tụ 

khí ethylene, cellulase và pectinase sau 30 ngày (Bảng 3.8 và 3.9). Cây con ở nghiệm 

thức 4,65 µg/L CoNPs cho thấy sự cải thiện về các chỉ tiêu sinh trưởng cùng với việc 

giảm các hiện tượng bất thường về hình thái (thủy tinh thể, vàng lá và hóa nâu của 

mẫu), tích lũy ethylene, SOD, CAT và APX đã giảm (Bảng 3.8 và 3.9; Hình 3.16 và 

3.17). 

Kết quả cho thấy nghiệm thức DR0 bổ sung 4,65 µg/L CoNPs là tối ưu cho việc 

khắc phục hiện tượng bất thường về hình thái của mẫu cấy cây đồng tiền sau 30 ngày. 

Ngoài ra, hiệu quả quang hợp được cải thiện đáng kể, thể hiện qua giá trị SPAD cao 

hơn (55,77) so với các nghiệm thức CoNPs khác (Bảng 3.8). Cây con có lá màu xanh 

đậm và giảm màu vàng của lá và màu nâu của mẫu. Ngoài ra, enzyme thủy phân 

(pectinase và cellulase) của cây con ở nghiệm thức CoNPs cũng khác nhau đáng kể 
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sau 30 ngày (Bảng 3.9). Trên MT DR0 có 4,65 µg/L CoNPs, enzyme cellulase giảm 

9 lần và enzyme pectinase giảm 5 lần; trong khi đó, APX, CAT và SOD tăng gấp 1,5 

đến 3 lần so với đối chứng. Ngoài ra, chồi ở nghiệm thức DR0 bổ sung 4,65 µg/L 

CoNPs ghi nhận ethylene giảm đáng kể (1,5 - 2 lần) so với nghiệm thức không có 

CoNPs. 

 

Hình 3.16.  Sự tích lũy khí ethylene trong bình nuôi cấy cây đồng tiền trên môi 

trường thay thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs sau 30 ngày nuôi cấy 

Đối chứng       0                   1,55                 3,1                4,65               6,2                12,4 

                                                     CoNPs (µg/L) 
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Hình 3.17.  Ra rễ in vitro của cây đồng tiền trên MT thay thế CoCl2.6H2O bằng 

CoNPs sau 30 ngày nuôi cấy. 

 A: Rễ của cây ở nghiệm thức CoNPs (CoCl2.6H2O; 0; 1,55; 3,10; 4,65; 6,20; 12,40 

µg/L; trái qua phải) sau 30 ngày nuôi cấy. Thước đo = 2 cm. 

 B, C: Ra rễ in vitro (đối chứng; 4,65 µg/L CoNPs; trái qua phải) sau 7 ngày và sau 

30 ngày nuôi cấy. Thước đo = 1 cm. 

 D, E: Cây ở nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs sau 30 ngày nuôi cấy. Thước đo = 2 cm.
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Bảng 3.8.  Sinh trưởng và ra rễ in vitro của cây đồng tiền trên môi trường thay thế 

CoCl2.6H2O bằng CoNPs sau 30 ngày nuôi cấy 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(+) Đối chứng dương: Chồi nuôi cấy trên MT DR0. 

(-) Đối chứng âm: Chồi nuôi cấy trên MT loại bỏ CoCl2.6H2O. 

Bảng 3.9.  Hoạt độ enzyme kháng oxy hóa và thủy phân của cây đồng tiền sau 30 

ngày nuôi cấy 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(-) Đối chứng âm: Chồi nuôi cấy trên MT loại bỏ CoCl2.6H2O. 
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Nghiên cứu này làm nổi bật vai trò quan trọng của cobalt dạng nano (CoNPs) 

trong việc điều hòa các quá trình sinh lý thực vật, đặc biệt là sinh tổng hợp ethylene, 

phát sinh hình thái in vitro và đáp ứng với stress oxy hóa. Kết quả cho thấy CoNPs 

hiệu quả hơn so với dạng ion cobalt truyền thống trong việc điều chỉnh các quá trình 

này, từ đó cải thiện sinh trưởng và phát triển của cây trong điều kiện nuôi cấy in vitro. 

Một trong những cơ chế chính giải thích các kết quả quan sát được là khả năng 

ức chế sinh tổng hợp ethylene. Cobalt được biết đến với vai trò ức chế enzyme 1-

aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) oxidase, từ đó hạn chế quá trình chuyển 

ACC thành ethylene [91]. Sự tích lũy ethylene là một yếu tố bất lợi phổ biến trong 

nuôi cấy mô, thường gây ra các rối loạn sinh lý như vàng lá, rụng lá và giảm hiệu quả 

tái sinh. Trong bối cảnh này, hiệu quả ức chế ethylene mạnh hơn của CoNPs, như đã 

ghi nhận ở Swertia chirata [175], cho thấy dạng nano có thể làm tăng sinh khả dụng 

và khả năng vận chuyển nội bào của cobalt, giúp tương tác hiệu quả hơn với enzyme 

đích so với dạng ion. 

Ngoài vai trò điều hòa ethylene, cobalt còn ảnh hưởng đến quá trình quang hợp 

theo cơ chế phụ thuộc liều lượng. Các nghiên cứu trước đây cho thấy nồng độ Co 

thấp làm tăng hàm lượng chlorophyll (a, b) và carotenoid, trong khi nồng độ cao gây 

ức chế do làm gián đoạn hoạt động của các enzyme tham gia sinh tổng hợp sắc tố như 

5-aminolevulinic acid dehydratase và các enzyme liên quan đến protoporphyrin 

[174]. Phản ứng hai pha này cho thấy hiệu quả của CoNPs phụ thuộc mạnh vào nồng 

độ, đồng thời nhấn mạnh tầm quan trọng của việc tối ưu liều lượng. Ở mức thích hợp, 

Co đã được chứng minh là cải thiện các chỉ tiêu sinh trưởng như chiều cao cây, số lá, 

sinh khối, cũng như tăng cường quang hợp và hô hấp ở các loài cây như đậu phộng 

và anh đào [182–184]. 

Các rối loạn sinh lý trong nuôi cấy in vitro do ethylene gây ra có liên quan chặt 

chẽ đến sự hoạt hóa của các enzyme phân giải thành tế bào, đặc biệt là cellulase và 

pectinase. MacDonald và cộng sự [185] đã chứng minh rằng ethylene làm tăng đáng 

kể hoạt tính cellulase ở Abies balsamea, và các kết quả tương tự cũng được ghi nhận 

ở bông và đậu [186]. Sự gia tăng hoạt động của các enzyme này thúc đẩy quá trình 

lão hóa mô và gây ra hiện tượng vàng lá, rụng lá. Trong nghiên cứu này, việc xử lý 
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bằng CoNPs đã làm giảm tích lũy ethylene, từ đó ức chế hoạt động của các enzyme 

thủy phân và góp phần duy trì tính toàn vẹn mô, cải thiện chất lượng cây con. 

Một khía cạnh quan trọng khác là tác động của CoNPs lên hệ thống stress oxy 

hóa. Các nanoparticle có thể ảnh hưởng đến sự hình thành các loại oxy phản ứng 

(ROS), đóng vai trò vừa là tác nhân gây hại vừa là tín hiệu sinh học. Ở nồng độ thích 

hợp, CoNPs có thể kích thích mức ROS vừa phải, từ đó hoạt hóa hệ thống enzyme 

chống oxy hóa như superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) và ascorbate 

peroxidase (APX) [187–189]. Sự gia tăng hoạt tính của các enzyme này, đặc biệt ở 

nồng độ 4,65 µg/L CoNPs, cho thấy vai trò bảo vệ chống lại stress oxy hóa, đồng thời 

góp phần cải thiện khả năng tạo rễ và phát triển cây in vitro. Tuy nhiên, ở nồng độ 

cao, CoNPs có thể gây tích lũy ROS quá mức và dẫn đến độc tính tế bào, do đó cần 

kiểm soát chặt chẽ liều lượng sử dụng. 

Tổng hợp lại, CoNPs tác động đến sinh lý thực vật thông qua nhiều cơ chế phối 

hợp, bao gồm điều hòa sinh tổng hợp ethylene, kiểm soát hoạt động enzyme và tăng 

cường hệ thống chống oxy hóa. Những tác động này góp phần cải thiện quá trình phát 

sinh hình thái in vitro và giảm các rối loạn sinh lý. Tuy nhiên, sự biến động về đáp 

ứng của cây tùy thuộc vào nồng độ, kích thước hạt và điều kiện thí nghiệm cho thấy 

cần có thêm các nghiên cứu ở cấp độ phân tử để làm rõ cơ chế tác động cũng như 

đánh giá ảnh hưởng lâu dài. Trong nghiên cứu này, nồng độ CoNPs 4,65 µg/L cho 

hoạt độ của enzyme kháng oxy hóa (SOD, CAT, APX) là cao nhất, đồng thời ức chế 

hoạt độ của enzyme thủy phân (cellulase và pectinase). 

Sinh trưởng tiếp theo ở điều kiện vườn ươm 

Sau 15 ngày trồng, tỷ lệ sống của cây con (có nguồn gốc từ 4,65 µg/L CoNPs) 

cao hơn so với cây con ở đối chứng (Bảng 3.10). Hơn nữa, các chỉ tiêu sinh trưởng 

của cây con ở nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs đều tốt hơn so với cây ở đối chứng. 

Ngoài ra, sự hình thành nụ hoa và ra hoa của cây con có nguồn gốc từ 4,65 µg/L 

CoNPs ghi nhận sớm hơn khoảng 7 ngày so với cây con ở đối chứng (Bảng 3.11). Sự 

phát triển của cây con thu được ở nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs trong giai đoạn ra 

hoa cho thấy chiều cao cây (20,07 cm), khối lượng tươi và khô (2524 mg, 294 mg; 

tương ứng), đường kính hoa (7,57 cm) và chiều dài cuống (21,47 cm) là cao hơn 

(Bảng 3.11; và Hình 3.18). 
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Hình 3.18.  Hình thái hoa của cây đồng tiền sau 84 ngày ở vườn ươm 

 A: Hoa của cây con có nguồn gốc từ đối chứng (không có CoNPs). 

B: Hoa của cây con có nguồn gốc từ CoNPs 4,65 µg/L. 

Thước đo = 2 cm. 

A B 
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Bảng 3.10. Thích nghi của cây đồng tiền sau 15 ngày trồng ở vườn ươm 

 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test);  

  (-): không bổ sung CoNPs. 

Bảng 3.11. Sự sinh trưởng và phát triển của cây đồng tiền sau 84 ngày ở vườn ươm 

 

* Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test);  

(-): không bổ sung CoNPs. 
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CoNPs đã cải thiện tỷ lệ sống sót và sinh trưởng tiếp theo của cây con được ở 

điều kiện vườn ươm. Đặc biệt, nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs cải thiện chất lượng 

cây con, đồng thời tăng khả năng thích nghi, sinh trưởng của cây con trong điều kiện 

vườn ươm tốt hơn so với đối chứng. Phản ứng với Co đã được nghiên cứu ở một số 

loài thực vật và được phát hiện phụ thuộc vào nồng độ CoNPs [174, 190, 191]. Kết 

quả nghiên đã chứng minh vai trò của CoNPs trong việc tăng cường tăng trưởng in 

vitro, gia tăng thích nghi, sinh trưởng và ra hoa trong nhà kính. 

Kết quả cho thấy 4,65 µg/L CoNPs có hiệu quả gia tăng hiệu quả nhân chồi, ra 

rễ in vitro cũng như giảm hiện tượng bất thường về hình thái như thủy tinh thể, vàng 

lá và hóa nâu của mẫu cấy, cũng như các giai đoạn thích nghi, sinh trưởng và ra hoa 

của chúng. Ngoài ra, CoNPs làm giảm sự tích lũy ethylene, hoạt động của enzyme 

cellulase và pectinase và tăng hoạt động kháng oxy hóa. 

3.2.4. Ra rễ in vitro của mẫu chồi cây cúc nuôi cấy trên môi trường thay thế 

CoCl2.6H2O bằng CoNPs  

CoNPs với các nồng độ khác nhau ảnh hưởng lên khả năng ra rễ và sinh trưởng 

của mẫu chồi ngọn cây cúc sau 15 ngày (Bảng 3.12; Hình 3.19). Kết quả cho thấy 

mẫu chồi ngọn ở nghiệm thức đối chứng dương, MS loại bỏ CoCl2.6H2O và bổ sung 

CoNPs ở nồng độ 1,55 - 6,20 µg/L đều ghi nhận tỷ lệ ra rễ là 100%; trong khi đó, 

nghiệm thức 12,40 µg/L CoNPs không ghi nhận ra rễ in vitro, ngoài ra các mẫu chồi 

ngọn còn ghi nhận hiện tượng hình thành mô sẹo ở gốc (Hình 3.19H). Điều này cho 

thấy, CoNPs với nồng độ cao sẽ ảnh hưởng đến sự ra rễ của cây. Trong các nồng độ 

CoNPs, nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs ghi nhận chiều cao cây (9,10 cm), chiều dài 

rễ (8,67 cm), khối lượng tươi (435,33 mg) là tối ưu nhất so với các nghiệm thức 

CoNPs khác và đối chứng (+) hoặc (-) (Bảng 3.12). Đối với chỉ tiêu số rễ/cây, nghiệm 

thức 4,65 - 6,20 µg/L CoNPs và đối chứng (+) ghi nhận cao hơn các nghiệm thức 

khác; trong khi đó, chỉ tiêu đường kính thân, nghiệm thức 3,10 - 4,65 µg/L CoNPs và 

đối chứng (+) ghi nhận được cao hơn các nghiệm thức bổ sung CoNPs khác (Bảng 

3.12). Ngoài ra, kết quả cho thấy không có sự khác biệt về SPAD. Tóm lại, mẫu chồi 

ngọn cây cúc nuôi cấy ở nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs cho khả năng ra rễ và sinh 

trưởng của cây tối ưu hơn các nghiệm thức khác. 
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CoNPs giúp gia tăng khả năng ra rễ của một số cây trồng nuôi cấy in vitro như 

cây hoa hồng cũng như khắc phục một số hiện tượng hình thái bất thường đã được 

công bố [59]. Tuy nhiên, mỗi đối tượng cây trồng và giai đoạn sinh trưởng khác nhau 

thì nồng độ CoNPs tối ưu là khác nhau như 6,20 µg/L CoNPs ở giai đoạn tái sinh chồi 

và nhân nhanh chồi hay 4,65 µg/L CoNPs ở giai đoạn ra rễ trên cây hoa hồng.  

Kết quả phân tích hoạt độ enzyme kháng oxy hóa của cây cúc sau 15 ngày nuôi 

cấy cũng ghi nhận sự khác biệt giữa các nghiệm thức CoNPs và đối chứng (Bảng 

3.13). Các stress đều có thể làm gia tăng ROS và kích thích phản ứng bảo vệ của thực 

vật. Bổ sung CoNPs vào MT ảnh hưởng lên sự thay đổi SOD và CAT, gia tăng ở 

nghiệm thức không bổ sung (đối chứng -) đến nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs và sau 

đó giảm (Bảng 3.13). Trong khi đó, APX không có sự khác biệt. Việc xử lý bằng 

CoNPs gây ra stress oxy hóa biểu hiện bằng những thay đổi về hàm lượng ROS đã 

được ghi nhận trên các cây trồng như đồng tiền, hoa hồng, lúa, African violet [14, 

192]. Trong nghiên cứu này, 4,65 µg/L CoNPs đã làm tăng hiệu quả ra rễ in vitro, 

sinh trưởng của cây và thay đổi hoạt động enzyme kháng oxy hóa. 
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Hình 3.19. Hình thái cây cúc ở giai đoạn ra rễ in vitro trên môi trường nuôi cấy thay 

thế CoCl2.6H2O bằng CoNPs ở các nồng độ khác nhau sau 2 tuần nuôi 

cấy. 

 A: Đối chứng dương (MT MS). 

 B: Đối chứng âm (MT MS loại bỏ muối CoCl2). 

 C: 0,775 µg/L CoNPs. 

 D: 1,55 µg/L CoNPs. 

 E: 3,10 µg/L CoNPs. 

 F: 4,65 µg/L CoNPs. 

 G: 6,20 µg/L CoNPs. 

 H: 12,40 µg/L CoNPs. 

 Thước đo: 2 cm.
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Bảng 3.12. Ảnh hưởng của CoNPs lên khả năng ra rễ in vitro và sinh trưởng của cây cúc sau 15 ngày nuôi cấy 

CoNPs 

(µg/L) 

Tỷ lệ 

ra rễ 

(%) 

Chiều cao 

cây (cm) 
Số lá/ cây Số rễ/ cây 

Chiều dài rễ 

(cm) 

Khối lượng tươi 

của cây (mg) 
SPAD 

Đường kính 

thân (mm) 

(+) 

100 

7,17 ± 0,58b* 9,67 ± 1,15bc 7,67 ± 1,52bc 5,03 ± 2,62b 252,67 ± 29,50de 39,03 ± 3,81 1,13 ± 0,09abc 

(-) 4,77 ± 0,30c 10,33 ± 1,52ab 4,33 ± 0,58d 2,10 ± 0,52cd 206,33 ± 27,02f 39,93 ± 5,88 0,97 ± 0,05c 

0,775 4,53 ± 0,87c 8,00 ± 1,00c 5,33 ± 2,08d 1,77 ± 0,46cde 207,00 ± 8,66f 36,93 ± 2,71 1,02 ± 0,12abc 

1,55 4,73 ± 0,59c 8,67 ± 0,58bc 4,33 ± 1,52d 1,27 ± 0,15de 218,67 ± 17,47ef 38,53 ± 0,61 1,00 ± 0,15bc 

3,10 7,01 ± 0,59b 10,00 ± 0,00ab 6,67 ± 0,58cd 5,96 ± 0,23b 322,67 ± 20,03bc 40,57 ± 0,25 1,08 ± 0,06abc 

4,65 9,10 ± 0,36a 11,67 ± 1,15a 9,00 ± 1,00ab 8,67 ± 0,76a 435,33 ± 24,09a 42,10 ± 2,02 1,22 ± 0,05a 

6,20 6,23 ± 0,25b 9,00 ± 1,00bc 10,33 ± 1,52a 3,67 ± 0,96b 285,00 ± 8,18cd 37,57 ± 1,61 0,99 ± 0,07bc 

12,40 - 3,77 ± 0,64c 8,00 ± 1,00c - - 361,00 ± 32,07b 35,23 ± 3,04 1,18 ± 0,17ab 

 ns  

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

ns: non-significant – sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê. 

(+) Đối chứng dương: MT CR0; (-) Đối chứng âm: MT CR0 loại bỏ muối CoCl2.
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Bảng 3.13. Hoạt độ enzyme kháng oxy hóa của cây cúc sau 15 ngày nuôi cấy 

CoNPs 

(µg/L) 
SOD (U/g) CAT (U/g) APX (U/g) 

(+) 141,03 ± 7,72a* 330,60 ± 9,38b 0,47 ± 0,06* 

(-) 92,02 ± 2,56e 295,27 ± 16,70de 0,45 ± 0,04 

0,775 89,79 ± 7,01e 278,95 ± 6,60e 0,43 ± 0,07 

1,55 102,18 ± 11,13cd 321,17 ± 3,65bc 0,54 ± 0,06 

3,10 116,80 ± 17,20bc 335,98 ± 13,38b 0,49 ± 0,04 

4,65 132,11 ± 8,12ab 367,61± 9,33a 0,54 ± 0,06 

6,20 124,04 ± 6,72b 276,93± 14,05e 0,46 ± 0,07 

12,40 100,86 ± 3,98cd 306,71± 7,75cd 0,43 ± 0,07 

 ns 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

ns: non-significant – sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê. 

(+) Đối chứng dương: MT CR0. 

(-) Đối chứng âm: MT CR0 loại bỏ muối CoCl2
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3.3.   NGHIÊN CỨU THAY THẾ MUỐI FeSO4.7H2O BẰNG FeNPs TRONG 

VI NHÂN GIỐNG CÂY CÚC, ĐỒNG TIỀN VÀ TỬ LINH LAN 

3.3.1.  Ảnh hưởng của FeNPs đến quá trình ra rễ in vitro của chồi ngọn cây cúc  

Bảng 3.14 và Hình 3.20 cho thấy ảnh hưởng của FeNPs lên sinh trưởng của chồi 

cúc sau 30 ngày. Chiều cao cây, chiều dài lá, chiều rộng lá, số rễ không có sự khác 

biệt rõ ràng. Tuy nhiên, khối lượng tươi, khối lượng khô, chiều dài rễ, SPAD có sự 

khác biệt. Ngoài ra, nghiệm thức 4,2 mg/L FeNPs cho kết quả gia tăng số lá, khối 

lượng tươi, khối lượng khô là tốt nhất so với mẫu đối chứng.  

Kết quả này cho thấy sự sinh trưởng của cây cúc trên môi trường bổ sung 4,2 

mg/L FeNPs là tốt hơn so với các nghiệm thức khác. Ở tất cả các nghiệm thức có xử 

lý FeNPs cho kết quả chỉ số hàm lượng chlorophyll thu được đều thấp hơn ở mẫu đối 

chứng (Fe-EDTA trong MS) (Bảng 3.14).  

 

Hình 3.20.  Ảnh hưởng của FeNPs lên khả năng tích lũy chlorophyll của cây cúc 

sau 30 ngày nuôi cấy. 

(+) Đối chứng dương: MT CR0. 

(-) Đối chứng âm: MT CR0 loại bỏ FeSO4.7H2O. 
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Bảng 3.14.  Ảnh hưởng của FeNPs đến sự sinh trưởng của mẫu chồi ngọn cây cúc 

sau 30 ngày nuôi cấy 

FeNPs 

(mg/L) 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Số lá Số rễ 

Chiều 

dài rễ 

(cm) 

Khối 

lượng tươi 

(mg) 

Khối 

lượng 

khô của 

cây (mg) 

(-) 
4,40 ± 

0,30cd* 

13,33 ± 

0,58ab 

13,33 ± 

0,58b 

3,30 ± 

0,30d 
694 ± 5g 

11,67 ± 

0,58c 

(+) 
4,80 ± 

0,30ab 

11,33 ± 

1,53c 

12,33 ± 

0,58bc 

6,20 ± 

0,10a 
1016 ± 7c 

14,33 ± 

1,52b 

1,4 
4,20 ± 

0,30d 

11,00 ± 

1,00c 

11,00 ± 

1,00c 

4,10 ± 

0,40bc 
806 ± 5e 

11,67 ± 

0,58c 

2,8 
4,20 ± 

0,20d 

12,67 ± 

0,58bc 

13,00 ± 

1,00b 

3,90 ± 

0,30bc 
786 ± 5f 

10,33 ± 

0,58c 

4,2 
5,00 ± 

0,20ab 

14,67 ± 

0,58a 

15,67 ± 

0,58a 

4,3 ± 

0,30b 
1445 ± 13a 

24,33 ± 

0,58a 

5,6 
5,20 ± 

0,40a 

11,00 ± 

1,00c 

12,33 ± 

1,15bc 

4,20 ± 

0,30b 
1078 ± 7b 

11,67 ± 

0,58c 

11,2 
4,50 ± 

0,30bc 

12,33 ± 

1,49bc 

13,33 ± 

1,51b 

3,60 ± 

0,30cd 
934 ± 5d 

11,67 ± 

0,58c 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(+) Đối chứng dương: MT CR0. 

(-) Đối chứng âm: MT CR0 loại bỏ FeSO4.7H2O. 

Ở nghiệm thức không bổ sung FeNPs cho kết quả chlorophyll thấp nhất, quan 

sát hình thái thấy lá cây bị thiếu sắc tố, hình thái lá thay đổi (Hình 3.20 và 3.21). Ở 

những nghiệm thức với nồng độ FeNPs tăng dần lên trên 5,6 mg/L, chiều cao cây, 

sinh khối, chlorophyll điều có xu hướng giảm trở lại. Kết quả này cho thấy Fe thiết 

yếu cho sự sinh tổng hợp chlorophyll. Vai trò của Fe trong đời sống thực vật, Fe 

không những tham gia vào sự sinh tổng hợp chlorophyll bằng cách làm thành phần 

cấu tạo các protein [4Fe–4S], FX, FA, FB (PsbA, PsbB, PsbC) trong quang hệ thống 

I mà còn tham gia vào các protein Cyt b559, Cyt b6 f complex, ... với vai trò chủ yếu 

trong vận chuyển điện tử [193]. Ngoài ra, sắt là cơ chất để tạo thành trung tâm hoạt 
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động của protein glutamyl-tRNA reductase góp phần vào tổng hợp 5-aminolevulinic 

acid là một tiền chất của chlorophyll [194]... Bổ sung sắt ở cả 2 dạng Fe-EDTA hoặc 

FeNPs đều giúp cho lượng chlorophyll tổng số cao hơn so với đối chứng.  

 

       (+)              (-)               1,4 mg/L          2,8 mg/L          4,2 mg/L          5,6 mg/L      11,2 mg/L 

Hình 3.21.  Ra rễ in vitro của cây cúc trên môi trường thay thế FeSO4.7H2O bằng 

FeNPs sau 30 ngày nuôi cấy. 

(+) Đối chứng dương: MT CR0 

(-) Đối chứng âm: MT CR0 loại bỏ FeSO4.7H2O 

A: Sự phát triển của cây; B: Chiều dài rễ 

Thước đo = 2 cm 

Việc bổ sung FeNPs với nồng độ ít hơn (4,2 mg/L) có hiệu quả hơn so với Fe-

EDTA (5,6 mg/L) cho thấy FeNPs cho hiệu quả tốt hơn sắt ở dạng ion. Điều này là 

do FeNPs có khả năng xâm nhập và hiệu quả tương tác bề mặt cao hơn sắt ở dạng Fe-

EDTA, do đó tối ưu hoá hiệu quả của sắt trong MT nuôi cấy. Libralato và cộng sự 

[195] khảo sát tác động của FeNPs so với các dạng Fe khác, cho thấy FeNPs có hiệu quả 

đáng kể trong tăng trưởng sinh khối ở cả 3 cây Lepidium sativum, Sinapis alba và 

Sorghum saccharatum và có thể thay thế cho Fe-EDTA truyền thống, cây con trong MT 

MS có bổ sung FeNPs cải thiện đáng kể các đặc điểm sinh trưởng của cây như sinh 

khối, chlorophyll so với đối chứng. FeNPs ở nhiều dạng khác nhau sẽ có những tác 

động khác nhau lên thực vật, trong đó Fe° được cho là có khả năng thúc đẩy sinh 

trưởng chồi và rễ trên cây họ đậu, tuy nhiên FeNPs ở nồng độ cao (0,32 mM) lại gây 

độc cho cây [196]. FeNPs ở nồng độ thấp giúp cây gia tăng hấp thu nước trong MT, 

giúp cho cây sinh trưởng tốt hơn ở giai đoạn ra rễ. Sự tập trung quá mức của FeNPs 
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ở bề mặt rễ còn khiến cho sự hấp thu các chất dinh dưỡng khác (canxi, magie, 

mangan...) bị cản trở khiến cho sinh trưởng của thực vật bị ức chế [197]. Ở nghiên 

cứu này, 4,2 mg/L FeNPs thay thế Fe-EDTA cho kết quả sinh trưởng tối ưu. 

3.3.2.  Ảnh hưởng của FeNPs đến quá trình ra rễ in vitro của mẫu chồi cây đồng 

tiền 

Kết quả ghi nhận được cho thấy, tỷ lệ ra rễ của cây đồng tiền đạt 100% ở tất cả 

nghiệm thức sau 30 ngày. Bổ sung FeNPs ảnh hưởng lên khả năng ra rễ và sinh trưởng 

của cây đồng tiền sau 30 ngày (Bảng 3.15; Hình 3.22A-C). Chiều cao cây (5,83 cm) 

thu nhận ở nghiệm thức 5,6 mg/L FeNPs là cao hơn so với các cây có nguồn gốc bổ 

sung FeNPs ở nồng độ khác và tương đồng với cây đối chứng dương (5,83 cm) sau 

30 ngày nuôi cấy (Bảng 3.15). Khối lượng tươi và khô đều tăng tỷ lệ thuận với nồng 

độ từ 0 - 4,2 mg/L FeNPs và cao hơn đối chứng. Không có sự khác biệt về chỉ tiêu 

khối lượng tươi và khối lượng khô; tuy nhiên, số rễ (13,00 rễ), chiều dài rễ (5,27 cm), 

chiều dài lá (2,07 cm), chiều rộng lá (1,83 cm) và SPAD (41,47) ở các cây có nguồn 

gốc nồng độ 5,6 mg/L FeNPs là cao hơn so với các cây có nguồn gốc nồng độ 4,2 

mg/L FeNPs.  

Khí khổng của các mẫu lá sinh trưởng trên MT bổ sung NPs có hình elip với độ 

mở của khí khổng hẹp (4,50 µm) (Hình 3.22F). Trong khi đó, khí khổng đối chứng có 

hình cầu, độ mở khí khổng rất rộng (10,33 µm) (Hình 3.22G). Hình dạng và độ mở 

của khí khổng ảnh hưởng trực tiếp đến khả năng thích nghi của cây con ở vườn ươm. 

Rễ ở các MT chứa FeNPs có sự hình thành lông hút nhiều hơn so với FeSO4.7H2O 

(Hình 3.22D, E). Ở các cây có nguồn gốc 11,2 mg/L FeNPs, sự hình thành rễ không 

tối ưu cũng như rễ có màu nâu hay hoại tử, cây con phát triển chậm. Kết quả tương 

đồng được ghi nhận trên cây salem [198], cây cẩm chướng [66]. Do đó, nồng độ 

5,6 mg/L FeNPs là thích hợp cho giai đoạn ra rễ cây đồng tiền. Nồng độ FeNPs này 

tương đương với nồng độ của FeSO4.7H2O; tuy nhiên, FeNPs cho thấy hiệu quả sinh 

trưởng và hình thành nhiều lông hút hơn so với FeSO4.7H2O. 

Hoạt độ riêng SOD, CAT và APX của cây con có nguồn gốc bổ sung 5,6 mg/L 

FeNPs ở giai đoạn ra rễ in vitro là cao hơn (41,32 U/g; 308,70 U/g; 0,55 U/g; tương 

ứng) so với cây trên MT MR0 (Đối chứng) và MR0 loại bỏ FeSO4.7H2O sau 30 ngày 

nuôi cấy. Trong khi đó, hoạt độ enzyme thuỷ phân lại cho kết quả ngược lại (Bảng 
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3.16). Điều này cho thấy việc bổ sung FeNPs gia tăng SOD, CAT và APX và giảm 

hoạt độ enzyme thủy phân; qua đó, thúc đẩy ra rễ in vitro và sinh trưởng của cây đồng 

tiền. Kết quả nghiên cứu cho thấy mối tương quan giữa nồng độ FeNPs với SOD, 

CAT và APX, tương tự như nghiên cứu trước đây về ảnh hưởng của Fe2O3NPs trên 

dưa hấu [199]. Nghiên cứu cho thấy rằng việc bổ sung Fe2O3NPs dẫn đến sự gia tăng 

hoạt độ của các enzyme đó. Tuy nhiên, ở nồng độ cao của Fe2O3NPs làm giảm hoạt 

độ của enzyme SOD và APX. Những thay đổi trong các enzyme kháng oxy hóa có 

thể dẫn đến sự thay đổi hoạt động trao đổi chất, sinh lý – sinh hóa của mẫu cấy. 

 

Hình 3.22.  Ảnh hưởng của FeNPs lên sự hình thành rễ và hình thái khí khổng của 

cây đồng tiền sau 30 ngày nuôi cấy. 

 A: Cây con ở nghiệm thức 5,6 mg/L FeNPs (Thước đo: 2 cm). 

 B: Rễ ở nghiệm thức 5,6 mg/L FeNPs (Thước đo: 2 cm). 

  C: Rễ dưới kính hiển vi soi nổi: MS-Fe; MR0; 5,6 mg/L FeNPs (Thước đo: 0,2 cm). 

 D, E: Lát cắt ngang rễ: MR0; 5,6 mg/L FeNPs (Thước đo: 0,1 cm). 

 F, G: Khí khổng: MR0; 5,6 mg/L FeNPs (Thước đo: 20 µM). 
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Bảng 3.15.  Sự sinh trưởng của cây đồng tiền trên môi trường thay thế FeSO4.7H2O bằng FeNPs sau 30 ngày nuôi cấy 

FeNPs 

(mg/L) 

Chiều cao cây 

(cm) 
Số rễ 

Chiều dài rễ 

(cm) 
Số lá 

Chiều dài lá 

(cm) 

Chiều rộng lá 

(cm) 

Khối lượng 

tươi cây (mg) 

Khối lượng 

khô cây 

(mg) 

SPAD 

(+) 5,83 ± 0,03a* 
7,33 ± 

0,33de 
4,33 ± 0,09c 6,33 ± 0,33cd 1,20 ± 0,06d 0,90 ± 0,03c 

396,67 ± 

29,63d 

32,67 ± 

0,50f 
33,27 ± 2,94b 

(-) 3,70 ± 0,26d 
6,33 ± 

0,58e 
4,67 ± 0,15b 5,33 ± 0,58d 1,53 ± 0,06c 1,20 ± 0,10b 786,67 ± 3,05c 

88,47 ± 

5,53de 
7,43 ± 0,76f 

1,4 3,90 ± 0,20cd 
11,67 ± 

0,58bc 
2,63 ± 0,58e 6,67 ± 0,58bc 1,59 ± 0,10c 1,20 ± 0,10b 

890,00 ± 

4,00bc 

99,53 ± 

2,90cd 
15,60 ± 0,56e 

2,8 4,17 ± 0,06bc 
11,00 ± 

0,58c 
2,63 ± 0,20e 8,00 ± 1,00a 1,70 ± 0,10b 1,03 ± 0,06bc 960,00 ± 6,24b 

100,70 ± 

2,17bc 
30,27 ± 0,80c 

4,2 4,40 ± 0,26b 
11,33 ± 

1,00bc 
4,10 ± 0,10d 7,33 ± 0,58abc 1,73 ± 0,58b 1,17 ± 0,06b 

1066,67 ± 

4,72a 

118,03 ± 

12,54ab 
33,17 ± 1,84b 

5,6 5,83 ± 0,25a 
13,00 ± 

1,52a 
5,27 ± 0,06a 7,67 ± 0,58ab 2,07 ± 0,15a 1,83 ± 0,11a 

1188,67 ± 

8,14a 

124,03 ± 

13,85a 
41,47 ± 1,58a 

11,2 4,27 ± 0,20bc 
8,33 ± 

0,58d 
2,37 ± 0,06f 6,33 ± 0,58cd 1,43 ± 0,06c 1,10 ± 0,10b 

713,33 ± 

3,51cd 

80,77 ± 

0,70e 
27,40 ± 1,77d 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(+) Đối chứng dương: MT DR0. 

(-) Đối chứng âm: MT DR0 loại bỏ FeSO4.7H2O.
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Bảng 3.16.  Hoạt độ enzyme kháng oxy hóa và thủy phân của cây đồng tiền sau 30 

ngày nuôi cấy 

Nghiệm 

thức 

Hoạt độ enzyme kháng oxy hoá (U/g) 
Hoạt độ enzyme thuỷ 

phân (UI/mL) 

SOD CAT APX Cellulase Pectinase 

(+) 
19,84 ± 

1,53b* 

156,60 ± 

11,79c 

0,20 ± 

0,02c 

1,46 ± 

0,11a 
0,79 ± 0,10a 

(-) 21,95 ± 0,75b 
214,32 ± 

7,06b 

0,28 ± 

0,02b 

1,44 ± 

0,04a 
0,58 ± 0,03b 

5,6 mg/L 

FeNPs 
41,32 ± 0,99a 

308,70 ± 

5,66a 

0,55 ± 

0,26a 

0,26 ± 

0,03b 
0,22 ± 0,02c 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(+) Đối chứng dương: MT DR0. 

(-) Đối chứng âm: MT DR0 loại bỏ FeSO4.7H2O. 

Khả năng hấp thu K, Ca và Mg  

Các nguyên tố khoáng là thành phần cơ bản cấu trúc nên tế bào, mô và cơ quan 

thực vật. Dinh dưỡng khoáng mà cây cần với hàm lượng cao nhất đó là K, Ca, Mg và 

chúng có vai trò quan trọng trong sinh trưởng và phát triển của thực vật. Do đó, khi 

gia tăng sự hấp thu của các kim loại này sẽ giúp cây sinh trưởng tốt hơn. Kết quả sau 

30 ngày cho thấy 5,6 mg/L FeNPs giúp gia tăng sự hấp thu khoáng K, Mg và Ca trong 

cây đồng tiền nuôi cấy in vitro so với nghiệm thức MS-Fe và MR0 (Bảng 3.17).  

FeNPs trong MT nuôi cấy in vitro có ảnh hưởng đến sự hình thành, kéo dài và 

hấp thu khoáng của rễ. Sự hấp thu K trong cây lúa mì đã gia tăng đáng kể khi sử 

dụng FeNPs [200]. Sự giảm hàm lượng các nguyên tố Ca, K và Mg cũng đã được 

tìm thấy trong cây hướng dương khi bổ sung FeNPs ở hàm lượng cao dẫn đến cây 

sinh trưởng và phát triển chậm [75]. Như vậy có thể thấy, FeNPs ở nồng độ cao có 

thể có tác động tiêu cực và hạn chế hấp thu khoáng của rễ bởi vì các hạt FeNPs (> 

50 nm) có thể tập trung ở bề mặt rễ, khóa các lỗ trên thành tế bào biểu mô rễ, làm 
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giảm khả năng hấp thu dinh dưỡng và giảm sự tổng hợp các chất diệp lục trong lá 

do có liên quan đến làm giảm hấp thu Mg - một khoáng chất quan trọng tham gia 

vào quá trình tổng hợp chất diệp lục. 

Bảng 3.17.  Ảnh hưởng của FeNPs lên khả năng hấp thu K, Ca, Mg trong nuôi cấy 

in vitro cây đồng tiền 

Nghiệm thức K (mg) Mg (mg) Ca (mg) 

(+) 175,24 ± 4,64c* 33,85 ± 2,08c 21,35 ± 0,56b 

(-) 233,98 ± 8,16b 45,00 ± 5,00b 24,67 ± 0,58b 

5,6 mg/L FeNPs 436,04 ± 5,36a 60,33 ± 0,58a 42,33 ± 2,72a 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(+) Đối chứng dương: MT DR0. 

(-) Đối chứng âm: MT DR0 loại bỏ FeSO4.7H2O. 

Các chồi nuôi cấy trên MT bổ sung 5,6 mg/L FeNPs cảm ứng ra rễ in vitro 

sớm hơn khoảng 2 ngày so với chồi nuôi cấy trên MT đối chứng; ngoài ra, ở nghiệm 

thức 5,6 mg/L FeNPs các chỉ tiêu sinh trưởng, SOD, CAT và APX cao hơn và 

cellulase và pectinase thấp hơn các nghiệm thức khác sau 30 ngày.  

3.3.3. Ảnh hưởng của FeNPs đến quá trình ra rễ in vitro của mẫu chồi cây tử 

linh lan trên môi trường thay thế FeSO4.7H2O bằng FeNPs 

Tỷ lệ ra rễ của chồi cây tử linh lan đạt 100% ở tất cả các nghiệm thức sau 30 

ngày ở điều kiện vườn ươm. Sử dụng FeNPs thay thế FeSO4.7H2O không cho sự khác 

biệt ở các tính trạng về sinh trưởng của cây như: chiều cao cây, số rễ, chiều dài rễ, số 

lá, chiều dài lá cũng như khối lượng tươi và khối lượng khô.  

Tuy nhiên, hoạt độ enzyme kháng oxi hóa và thủy phân sau 30 ngày cho thấy 

sự khác biệt (Bảng 3.18). SOD, CAT và APX ở nghiệm thức 5,6 mg/L FeNPs ở giai 

đoạn ra rễ in vitro là cao hơn (41,32 U/g; 308,70 U/g; 0,55 U/g; tương ứng) so với 

cây đối chứng và MT MR0 loại bỏ FeSO4.7H2O sau 30 ngày. Trong khi đó, hoạt độ 

enzyme thuỷ phân lại cho kết quả ngược lại (Bảng 3.18). Điều này cho thấy việc bổ 
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sung FeNPs đã làm gia tăng hoạt độ enzyme kháng oxi hóa và giảm hoạt độ enzyme 

thủy phân; qua đó, thúc đẩy ra rễ in vitro và sinh trưởng của cây con sau 30 ngày. 

Bảng 3.18.  Hoạt độ enzyme kháng oxi hóa và thủy phân của cây tử linh lan sau 30 

ngày nuôi cấy.  

Nghiệm thức 
Hoạt độ enzyme kháng oxi hoá (U/g) 

Hoạt độ enzyme thuỷ 

phân (UI/mL) 

SOD CAT APX Cellulase Pectinase 

(+) 19,69 ± 

1,27c* 

150,67 ± 

6,02c 

0,22 ± 

0,02b 

1,47 ± 

0,07a 

0,82 ± 

0,07a 

(-) 21,98 ± 

0,77b 

218,00 ± 

8,88b 

0,26 ± 

0,01b 

1,43 ± 

0,06a 

0,63 ± 

0,06b 

5,6 mg/L 

FeNPs 

41,50 ± 

0,58a 

312,33 ± 

10,73a 

0,56 ± 

0,05a 

0,26 ± 

0,01b 

0,21 ± 

0,02c 

*Giá trị trung bình ± SD (Sai số chuẩn) và các chữ cái (a, b,…) trong một cột thể hiện sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với p<0,05 (Duncan's test). 

(+) Đối chứng dương: MT AR0. 

(-) Đối chứng âm: MT AR0 loại bỏ FeSO4.7H2O. 
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CHƯƠNG 4: KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1.  KẾT LUẬN 

Luận án “nghiên cứu thay thế một số muối kim loại vi lượng bằng nano kim loại 

trong vi nhân giống cây hoa (cúc, đồng tiền và tử linh lan) đã đánh giá được hiệu quả 

của việc thay thế các muối kim loại vi lượng (FeSO4.7H2O, Na2MoO4.2H2O, 

CoCl2.6H2O) trong MT nuôi cấy MS bằng các NPs tương ứng (FeNPs, MoO3NPs và 

CoNPs) trên ba loại cây trồng là cúc, đồng tiền, và tử linh lan. Các NPs được sử dụng 

trong nghiên cứu này đã giúp cải thiện các chỉ tiêu về sinh trưởng, phát triển trên các 

đối tượng cây trồng (cúc, đồng tiền và tử linh lan), bên cạnh đó còn giúp khắc phục 

một số hiện tượng bất thường trong nhân giống in vitro như vàng lá, thủy tinh thể. 

Kết quả đã cho thấy tiềm năng của việc sử dụng NPs thay thế cho các muối vi lượng 

thường dùng trong MT nuôi cấy MS.  

Ở cây cúc, quá trình cảm ứng mô sẹo và tái sinh chồi từ mẫu lá đạt hiệu quả tối 

ưu, với tỷ lệ cảm ứng mô sẹo là 100% và khả năng tái sinh chồi là 33,33% sau 30 

ngày nuôi cấy trên MT được thay thế muối Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs (223,50 

µg/L). Đồng thời, khả năng nhân nhanh chồi và sinh trưởng tiếp theo được cải thiện 

đáng kể ở nồng độ 149,00 µg/L MoO3NPs, thể hiện qua sự gia tăng khả năng ra rễ, 

phát triển hình thái chồi và hiệu quả hấp thu các nguyên tố dinh dưỡng thiết yếu, bao 

gồm cả đa lượng (Ca, Mg, K) và vi lượng (Cu, Fe). Hoạt động của hệ enzyme kháng 

oxy hóa được tăng cường rõ rệt trong giai đoạn tái sinh chồi từ mẫu lá, trong khi duy 

trì ở mức tương đương với đối chứng trong giai đoạn nhân nhanh từ mẫu đốt thân. 

Bên cạnh đó, khả năng ra rễ in vitro của cây cúc cũng được cải thiện khi được nuôi 

cấy trên MT thay thế Na2MoO4.2H2O bằng MoO3NPs (149,00 µg/L), CoCl2.6H2O 

bằng CoNPs (4,65 µg/L) hoặc FeSO4.7H2O bằng FeNPs (4,2 mg/L), đi kèm với sự 

gia tăng hoạt độ enzyme SOD và CAT, góp phần nâng cao sinh trưởng và ổn định 

trạng thái sinh lý của cây. 

Đối với cây đồng tiền, việc sử dụng CoNPs (6,20 µg/L) để thay thế cho 

CoCl2.6H2O đã thúc đẩy mạnh mẽ hệ số nhân chồi, cải thiện các chỉ tiêu hình thái (số 

lượng chồi > 2 cm, chiều cao chồi), đồng thời làm giảm đáng kể các hiện tượng sinh 

lý bất thường như thủy tinh thể và vàng lá 2-3 lần. Ở giai đoạn ra rễ, chồi ở nghiệm 

thức CoNPs (4,65 µg/L) ghi nhận thời gian ra rễ sớm hơn, gia tăng hiệu quả ra rễ, 
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sinh trưởng của cây, hoạt độ kháng oxy hóa (SOD, CAT và APX) và làm giảm các 

hiện tượng bất thường, tích tụ khí ethylene và hoạt động của enzyme thủy phân 

(cellulase và pectinase) sau 30 ngày. Những cây từ nghiệm thức này có khả năng thích 

nghi, sinh trưởng, ra hoa và chất lượng hoa tốt hơn các nghiệm thức khác ở điều kiện 

vườn ươm. Bên cạnh CoNPs, việc sử dụng FeNPs (5,6 mg/L) cũng đã cho thấy hiệu 

quả tốt hơn FeSO4.7H2O trong giai đoạn ra rễ khi cho thời gian cảm ứng ra rễ in vitro 

sớm hơn khoảng 2 ngày, chỉ tiêu sinh trưởng, SOD, CAT và APX cao hơn, cellulase 

và pectinase thấp hơn các nghiệm thức khác sau 30 ngày. 

Ở cây tử linh lan, nghiệm thức 4,65 µg/L CoNPs cho khả năng tái sinh chồi từ 

mẫu lá được nâng cao đáng kể, đồng thời ghi nhận sự giảm tích tụ ethylene nội sinh 

(0,87 ppm so với 1,37 ppm ở nghiệm thức đối chứng) và sự gia tăng hoạt độ các 

enzyme kháng oxy hóa, đặc biệt là CAT (104,67 U/g) và APX (1,98 U/g). Trong giai 

đoạn ra rễ in vitro, việc sử dụng FeNPs (5,6 mg/L) thay thế cho FeSO4.7H2O giúp 

hoạt độ của các enzyme SOD, CAT và APX tiếp tục được duy trì ở mức cao, trong 

khi hoạt động của các enzyme thủy phân giảm, góp phần cải thiện hiệu quả hình thành 

rễ và nâng cao chất lượng cây con. 

Tổng hợp các kết quả thu được cho thấy việc sử dụng NPs để thay thế cho các 

muối kim loại trong MT nuôi cấy MS không chỉ giúp nâng cao hiệu quả nhân giống 

in vitro mà còn điều hòa trạng thái sinh lý – sinh hóa của cây, thông qua việc tăng 

cường hệ thống chống oxy hóa, cải thiện khả năng hấp thu dinh dưỡng và hạn chế 

các rối loạn sinh lý. Những cải thiện này đóng vai trò quan trọng trong việc nâng cao 

chất lượng cây giống và đảm bảo khả năng sinh trưởng, phát triển ổn định trong các 

giai đoạn tiếp theo, đặc biệt là trong điều kiện vườn ươm và sản xuất thực tiễn. 

4.2.  KIẾN NGHỊ 

Tiếp tục nghiên cứu về tác động của FeNPs, CoNPs, MoO3NPs lên các giai đoạn 

khác của cây cúc, cây tử linh lan và cây đồng tiền. 

Cần có những chuyên sâu hơn về vai trò, sự hấp thu, vận chuyển và sử dụng 

NPs trong cây trồng, cũng như ảnh hưởng của NPs đến khả năng hấp thu các chất 

khoáng đa lượng, trung lượng và vi lượng trong thực vật.  
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Tiếp tục nghiên cứu thay thế các muối kim loại khác trong MT MS bằng nano 

kim loại, từ đó hướng đến việc thay thế hoàn toàn các muối kim loại bằng nano kim 

loại. 
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