Tên tác giả
4
5
TẠP CHÍ KHOA HỌC VÀ CÔNG NGHỆ, ĐẠI HỌC ĐÀ NẴNG - SỐ …………..


NHÂN GIỐNG IN VITRO VÀ NUÔI CẤY huyỀn phù TẾ BÀO CÂY           MẬT NHÂN (EURYCOMA LONGIFOLIA JACK)
IN VITRO PROPAGATION AND CELL SUSPENSION CULTURE OF EURYCOMA LONGIFOLIA JACK 
Tóm tắt - Mật nhân (Eurycoma longifolia Jack) là cây thuốc quý,được sử dụng để hỗ trợ và điều trị nhiều căn bệnh, tuy nhiên ở Việt Nam loài cây này đang đứng trước nguy cơ tuyệt chủng.Trong báo cáo này, chúng tôi khảo sát ảnh hưởng của các điều kiện nuôi cấy khác nhau đến khả năng nhân chồi, tái sinh rễ, và sự tích lũy sinh khối tế bào cây mật nhân in vitro. Kết quả cho thấy, môi trường MS (Murashige và Skoog, 1962) bổ sung 0,5 mg/l BA có khả năng nhân chồi cao nhất (tỉ lệ mẫu tạo chồi 98%, 10,2 chồi/mẫu) sau 6 tuần nuôi cấy; trong khi đó môi trường MS có bổ sung bổ sung 0,5 mg/l NAA cho hiệu quả tạo rễ tốt nhất (tỉ lệ mẫu ra rễ 93,3% và số rễ là 10 rễ/mẫu) trong cùng thời gian nuôi cấy. Ngoài ra, sự sinh trưởng của tế bào nuôi cấy huyền phù tốt nhất trong môi trường bổ sung 3,0% sucrose; 2,0 mg/l NAA và 2,0 mg/l KIN; đạt 32,14 g sinh khối tươi (1,63 g khô) sau 14 ngày nuôi cấy.
Từ khóa - Cây mật nhân, in vitro, nuôi cấy huyền phù, callus, nhân chồi, cây thuốc.                         .
Abstract - Eurycoma longifolia Jack is a medicinal plant known in Southeast Asia, and parts of plant is being used in disease treatment; however, this plant species is being over exploited and facing with serious danger. Therefore, the preservation of this plant is a necessity. In this report, we studied effect of different culture condition to in vitro shootmultiplication, root regeneration, and accumulation of suspended-cell biomass. The results shown that shoot gained the best regeneration on the MS medium (Murashige and Skoog, 1962) supplemented with 0.5 mg/l BA (regeneration rate up to 98% and 10.2 shoots/a sample) after establishing culture of 6 weeks; while the MS medium supplemented with 0.5 mg/l NAA was the best in rooting (rooting rate 93.3%, 10 roots/shoot) at the same culture time. Cell suspension culture was the best on the MS medium combined with 3.0% sucrose + 2.0 mg/l NAA + 2.0 mg/l KIN, with 32.14 g fresh biomass in respective to 1.63 g dry biomass after culture of 14 days.
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1. Đặt vấn đề
Hiện nay, nhu cầu về thuốc dùng trong chăm sóc sức khỏe và điều trị bệnh cho con người ngày càng tăng. Các loài thảo dược được xem là nguồn nguyên liệu quan trọng cung cấp thuốc chữa bệnh cho phần lớn dân số trên thế giới. Theo ước tính của Tổ chức y tế Thế giới (WHO), có đến 80% dân số thế giới vẫn phụ thuộc vào các phương pháp chữa bệnh truyền thống bằng các loài  thảo dược 1[]
. 

Mật nhân (Eurycoma longifolia Jack) là cây thuốc quý được biết đến ở nhiều nước Đông Nam Á, đặc biệt là ở Việt Nam, Malaysia, và Indonesia. Các bộ phận của cây đã được sử dụng để chống sốt rét, cải thiện sinh lý nam giới, chống bệnh tiểu đường, chống viêm loét và kháng khuẩn [2]. Nhiều hợp chất có hoạt tính sinh học quý của cây mật nhân đã được nghiên cứu, đặc biệt là các hợp chất từ rễ bao gồm: alkaloids, quassinoids, eurycolactone, laurycolactone, eurycomalactone, canthin-6-one.
Mật nhân là loài cây thân gỗ, sinh trưởng chậm ngoài tự nhiên nên phải trồng mất 4 đến 7 năm mới thu hoạch dùng làm thuốc [2], tỷ lệ và sự phát tán của hạt trong môi trường tự nhiên rất thấp. Mặt khác, hiện nay sự khai thác quá mức cùng với các bất lợi ngày tăng của thời tiết, khí hậu đã làm cho số lượng các quần thể loài cây này càng ngày càng suy giảm và đang có nguy cơ bị tuyệt chủng 4[]
. Ở Việt Nam, cây mật nhân còn được biết đến với tên “cây bách bệnh” - chữa được nhiều bệnh, nó phân bố chủ yếu ở các vùng đồi núi thuộc các tỉnh Tây nguyên và Trung Bộ 5[]
.Trong những năm năm gần đây, các khu vực phân bố tự nhiên của cây mật nhân bị giảm một cách nghiêm trọng. Chính vì vậy, việc nghiên cứu tìm ra phương thức nhân giống nhanh và ổn định, đồng thời phát triển sản xuất loài cây này, cung cấp nguồn nguyên liệu bền vững để làm thuốc là vô cùng cấp thiết. Hussein và cộng sự (2005) cũng đã sử dụng chồi đỉnh để tái sinh cây mật nhân in vitro, tuy nhiên hệ số nhân giống vẫn còn hạn chế (chỉ đạt 4 chồi/mẫu cấy) [3]. Dựa vào kết quả trên, năm 2012 nhóm nghiên cứu của chúng tôi đã đạt được những kết quả bước đầu trong việc tái sinh cây con từ nảy mầm hạt in vitro với hệ số nhân chồi tương tự (3,6 chồi/mẫu cấy). Tuy nhiên, cho đến nay, quy trình nhân giống in vitro, có hệ số nhân giống cao đối với loài cây này vẫn chưa được hoàn thiện 4[]
.
Bên cạnh kỹ thuật nhân giống in vitro, việc nghiên cứu tìm ra điều kiện nuôi cấy huyền phù tế bào thích hợp để thu nhận sinh khối với lượng lớn và ổn định là cần thiết. Điều này sẽ mang lại tính chủ động và triển vọng lớn cho ngành sản xuất các hợp chất quý trong tế bào thực vật ở quy mô công nghiệp 5[, 6]
. Năm 2004 và 2009, Mahmud và cộng sự cũng đã bước đầu khảo sát ảnh hưởng của pH, lượng tế bào nuôi cấy ban đầu và thành phần khoáng đến sự sinh trưởng và tích lũy canthinone của tế bào cây mật nhân 7[, 8]
. Tuy nhiên, các yếu tố nuôi cấy khác như đường, chất điều hòa sinh trưởng (ĐHST)... ảnh hưởng đến sinh trưởng của tế bào mật nhân vẫn chưa được nghiên cứu.
Trong bài báo này, chúng tôi trình bày một số kết quả nghiên cứu về ảnh hưởng của chất ĐHST, nồng độ đường sucrose đến khả năng nhân nhanh chồi, tạo rễ và sinh trưởng của tế bào mật nhân nuôi cấy in vitro.
2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu
2.1. Nguyên liệu
Nguyên liệu sử dụng là cây mật nhân in vitro (khoảng 1,5 tháng tuổi), được tạo thành từ nảy mầm in vitro của hạt ngoài tự nhiên trên môi trường MS tại Phòng thí nghiệm Công nghệ Sinh học, khoa Sinh - Môi trường, Trường Đại học Sư phạm - Đại học Đà Nẵng.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Khảo sát ảnh hưởng của chất ĐHST đến khả năng nhân nhanh chồi 
Các đoạn mẫu gốc thân (dài khoảng 0,3 – 0,5 cm) của cây in vitro 1,5 tháng tuổi được nuôi cấy trên môi trường MS có 3,0% sucrose, 0,8% agar và bổ sung 0,5 mg/l BA kết hợp với NAA (0-1,0 mg/l) hoặc 0,5 mg/l BA kết hợpvới IBA (0-1,0 mg/l). Khả năng nhân chồi in vitro được đánh giá thông qua các chỉ tiêu: tỉ lệ tái sinh chồi mới, số chồi/mẫu cấy, chiều cao chồi sau 6 tuần nuôi cấy.

2.2.2. Khảo sát ảnh hưởng của chất ĐHST đến khả năng tạo rễ
Các chồi in vitro có chiều cao 3 - 5 cm từ thí nghiệm nhân chồi được tách ra và nuôi cấy trên môi trường MS có 3,0% sucrose; 0,8% agar và bổ sung 0,5 mg/l NAA kết hợp với BA (0-1,0 mg/l) hoặc 0,5 mg/l NAA kết hợp với KIN (0-1,0 mg/l). Khả năng tạo rễ in vitro được đánh giá thông qua các chỉ tiêu: tỉ lệ mẫu chồi tạo rễ, số rễ/chồi, chiều dài rễ sau 6 tuần nuôi cấy.
2.2.3. Nhân callus

Callus mật nhân có màu vàng và rời rạc đã được cảm ứng từ đoạn rễ của cây in vitro (0,5 cm) được nuôi cấy trên môi trường MS bổ sung 3,0% sucrose, 0,8% agar, 1,5 mg/l NAA. Các khối callus này được cắt nhỏ và cấy chuyển trên cùng môi trường cứ 2 tuần/lần để nhân sinh khối làm nguyên liệu cho các nghiên cứu tiếp theo.
2.2.4. Khảo sát ảnh hưởng của hàm lượng sucrose đến sự tich lũy sinh khối huyền phù tế bào
Nuôi cấy huyền phù được thiết lập bằng cách chuyển 3 g callus 10 ngày tuổi vào bình tam giác 250 ml chứa 50 ml môi trường MS lỏng có 1,5 mg/l NAA và bổ sung các nồng độ đường sucrose khác nhau từ 1,0 - 5,0%. Bình tam giác chứa mẫu được đặt nuôi trên máy lắc ở tốc độ lắc 120 vòng/phút để khảo sát sự tích lũy sinh khối tế bào sau 14 ngày.
2.2.5. Khảo sát ảnh hưởng của chất ĐHST đến sự tich lũy sinh khối huyền phù tế bào
3 g callus được nuôi cấy trong bình tam giác 250 ml có chứa 50 ml môi trường MS lỏng, 3,0% sucrose, và bổ sung các chất ĐHST ở các nghiệm thức kết hợp khác nhau giữa NAA và KIN, tỉ lệ 1:1 (0,5–2,5 mg/l). Bình tam giác chứa mẫu được đặt nuôi trên máy lắc, tốc độ lắc 120 vòng/phút để khảo sát sự tích lũy sinh khối tế bào sau 14 ngày.
Tất cả môi trường nuôi cấy được điều chỉnh pH = 5,9 trước khi khử trùng trong nồi hấp vô trùng ở 121oC trong 15 phút, áp suất 1,0 atm. Các thí nghiệm nuôi cấy in vitro được duy trì ở nhiệt độ nhiệt độ 25 ± 2oC, điều kiện chiếu sáng 2000 Lux (đối với nuôi cấy tế bào) và 3000 Lux (nuôi cấy nhân giống in vitro), thời gian chiếu sáng 12 giờ/ngày. 
2.2.6. Phương pháp xác định sinh khối tế bào
Khả năng tích lũy sinh khối tế bào huyền phù được đánh giá thông qua sinh khối tươi và sinh khối khô. Sau 14 ngày nuôi cấy, dịch huyền phù tế bào được lọc qua giấy lọc và cân để xác định khối lượng tươi. Sinh khối tươi được sấy ở nhiệt độ 500C đến khối lượng không đổi, sau đó cân để xác định khối lượng khô.
2.2.7. Xử lí thống kê

Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Các giá trị trung bình và sự sai khác có ý nghĩa nhỏ nhất giữa chúng được xử lý theo Ducan’s test (p<0.05) bằng phần mềm SAS. ver 9.1.
3. Kết quả và thảo luận
3.1. Ảnh hưởng của chất ĐHST đến khả năng nhân nhanh chồi
BA là cytokinin liên quan chủ yếu đến sự phân chia tế bào, sự thay đổi ưu thế ngọn và phân hóa chồi. Trong nuôi cấy in vitro, chất này thường được sử dụng dưới dạng riêng lẻ hay kết hợp với các auxin để mang lại hiệu quả cao trong phát sinh cụm chồi từ các mẫu cấy khác nhau [9]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã kết hợp BA nồng độ 0,5 mg/l kết hợp với các mức nồng độ khác nhau của NAA và IBA (Bảng 1). Kết quả cho thấy, các công thức kết hợp giữa BA và NAA hoặc IBA đã có ảnh hưởng tích cực đến sự nhân nhanh chồi in vitro của cây mật nhân. Ở các môi trường có sự kết hợp giữa BA và NAA, khi tăng nồng độ từ 0 – 1,0 mg/l thì tỉ lệ tái sinh chồi và số chồi in vitro cũng giảm dần (tỉ lệ tái sinh chồi giảm từ 98% - 58%, số chồi/mẫu cũng giảm từ 10,2 – 0,8) (Bảng 1). Tương tự, ở các công thức môi trường kết hợp BA và IBA, hiệu quả nhân chồi giảm (tỉ lệ tái sinh chồi giảm từ 98% - 15,7%, số chồi/mẫu giảm từ 10,2 – 2,2) khi tăng dần từ nồng độ IBA từ 0 đến 1,0 mg/l (Bảng 1). 
Bảng 1: Ảnh hưởng của BA, NAA, và IBA đến khả năng nhân nhanh chồi.
	Chất ĐHST (mg/l)
	Khả năng nhân nhanh chồi

	BA
	NAA
	IBA
	Tỉ lệ tái sinh chồi (%)
	Số chồi/ mẫu
	Chiều cao chồi

(cm)

	0,5
	0
	-
	98,0
	10,2a
	3,0a

	0,5
	0,25
	-
	71,3
	6,1b
	3,2a

	0,5
	   0,5
	-
	37,0
	3,1c
	2,8ab

	0,5
	0,75
	-
	19,3
	2,8cd
	2,1bc

	0,5
	   1,0
	-
	15,7
	2,2d
	1,8c

	0,5
	-
	0,25
	76,7
	4,2b
	2,2ab

	0,5
	-
	   0,50
	76,7
	3,1bc
	1,7bc

	0,5
	-
	0,75
	59,0
	2,3c
	1,0cd

	0,5
	-
	1,00
	58,0
	0,8d
	0,9d


Chú thích: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa nhỏ nhất (LSD) phân tích theo Ducan’s test (p<0.05)
So sánh toàn bộ các công thức môi trường đã khảo sát cho thấy, khả năng nhân chồi cao nhất thu được ở môi trường nuôi cấy bổ sung 0,5 mg/l BA với tỉ lệ phát sinh chồi cao nhất 98%, đạt 10,2 chồi/mẫu, chiều cao chồi đạt 3,0 cm (Bảng 1, Hình 1A). Các môi trường có sự kết hợp BA và NAA cho hiệu quả phát sinh chồi tốt hơn so với sự kết hợp giữa BA và IBA. Hussein và cộng sự (2005) đã khảo sát ảnh hưởng của KIN riêng lẻ (1,0 – 6,0 mg/l) đến sự tái sinh chồi in vitro từ chồi đỉnh cây mật nhân; kết quả cho thấy, KIN ở nồng độ 5,0 mg/l có ảnh hưởng tốt nhất đến sự hình thành chồi, đạt 4,0 chồi/mẫu cấy sau thời gian 12 tuần nuôi cấy 4[]
. Trong thí nghiệm của chúng tôi, khi sử dụng mẫu cấy là đoạn gốc thân nuôi cấy trên môi trường có bổ sung 0,5 mg/l BA thì hệ số nhân đã tăng lên đáng kể (đạt 10,2 chồi/mẫu cấy, sau 6 tuần nuôi cấy). Điều này cho thấy, nguồn mẫu và môi trường cấy in vitro có ảnh hưởng rất lớn đến sự nhân nhanh chồi.
	
[image: image1.png]05 cm





Hình 1:Sự hình thành chồi trên môi trường MS + 0,5mg/l BA và tạo rễ in vitro trên môi trường MS +0,5 mg/l NAA của cây mật nhân sau 6 tuần nuôi cấy.


3.2. Ảnh hưởng của chất ĐHST đến khả năng tạo rễ
Tạo rễ là bước quan trọng để hình thành cây con hoàn chỉnh trong quy trình nhân giống in vitro. Trong nuôi cấy tạo rễ in vitro, auxin là nhóm chất ĐHST được sử dụng phổ biến ở dạng riêng lẻ hay kết hợp với cytokin nhằm tăng cường khả năng phát sinh rễ 
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[10]
. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi trên các môi trường khác nhau để tạo rễ in vitro của cây mật nhân, sau 6 tuần được trình bày ở bảng 2. Tỉ lệ tạo rễ giảm dần khi tăng dần nồng độ BA từ 0-1,0 mg/l cũng như tăng dần nồng độ KIN từ 0 – 1,0 mg/l. Khả năng tạo rễ tốt nhất trên môi trường có bổ sung NAA ở nồng độ 0,5 mg/l (tỉ lệ chồi ra rễ đạt 93,3%, với số rễ là 10 rễ/chồi, chiều dài rễ 3,0 cm); trong khi đó, trên môi trường MS + 0,5 mg/l NAA + 0,25 mg/l KIN cho thấy, tỉ lệ chồi hình thành rễ thấp hơn (82,5%) (Bảng2, Hình 2B). Đặc biệt, ở các môi trường có sự kết hợp giữa 0,5 mg/l NAA và 0 –1,0 mg/l BA, khi nồng độ BA tăng đã gây ức chế khả năng tạo rễ của chồi đồng thời kích thích việc hình thành các khối callus ở gốc chồi. Cụ thể, môi trường MS + 0,5 mg/l NAA + 1,0 mg/l BA đã không kích thích tạo rễ, thay vào đó lượng callus sinh ra nhiều. Trong nghiên cứu ảnh hưởng của IBA ở nồng độ từ 0,1 - 0,6 mg/l đến khả năng tạo rễ của chồi cây mật nhân, Hussein và cộng sự (2005) đã tìm ra công thức môi trường (MS + 0,5 mg/l IBA) có ảnh hưởng tốt đến sự tái sinh rễ với tỉ lệ mẫu tái sinh rễ đạt 90%, chiều dài rễ 8,0 cm sau 14 ngày nuôi cấy [3]. 
Kết quả mà chúng tôi thu được trong báo cáo này cho thấy hiệu quả tạo rễ cao hơn (trên 93% mẫu chồi tạo rễ và số rễ dạt 10 rễ/chồi), tuy nhiên chiều dài rễ lại ngắn hơn (3,0 cm) (Hình 2). Như vậy, ở môi trường bổ sung 0,5 mg/l NAA, các chồi có xu hướng phát triển thiên về số lượng rễ thay vì chiều dài rễ. Nhiều nghiên cứu được công bố trước đây trên các loài cây khác cũng cho thấy kết quả tương tự 0[1]
.
Bảng2: Ảnh hưởng của NAA, BA và KIN đến khả năng tạo rễ.
	Chất ĐHST (mg/l)
	Khả năng tạo rễ

	NAA
	BA
	KIN
	Tỉ lệ tạo rễ

(%)
	Số rễ/ chồi
	Chiều dài rễ

(cm)

	0,5
	0
	-
	93,3
	10,0a
	3,0a

	0,5
	0,25
	-
	38,3
	5,7b
	2,1b

	0,5
	  0,5 
	-
	26,0
	4,2bc
	1,7b

	0,5
	0,75
	-
	8,3
	3,0c
	0,4c

	0,5
	  1,0
	-
	0,0
	0,0d
	0,0c

	0,5
	-
	0,25
	82,5
	10,0a
	2,8a

	0,5
	-
	   0,5
	68,7
	6,7b
	2,7a

	0,5
	-
	0,75
	31,5
	4,1bc
	1,8b

	0,5
	-
	   1,0
	16,7
	2,5c
	0,6c


Chú thích: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa nhỏ nhất (LSD) phân tích theo Ducan’s test (p<0.05).
3.3. Ảnh hưởng của nồng độ sucrose đến sự tich lũy sinh khối tế bào
Nguồn sucrose được chứng minh là ảnh hưởng đến năng suất tích lũy sinh khối và các hợp chất thứ cấp trong tế bào nuôi cấy in vitro 1[1]
. Chính vì vậy, trong nghiên cứu này,các nồng độ sucrose từ 10 – 50 g/l đã được thử nghiệm nhằm đánh giá ảnh hưởng của chúng đến sự tích lũy sinh khối tế bào nuôi cấy huyền phù (Bảng 3).
Bảng 3: Ảnh hưởng nồng độ sucrose đến sự tích lũy sinh khối tế bào mật nhân.
	Nồng độ sucrose (g/l)
	Sinh khối tươi (g)
	Sinh khối khô (g)

	10
	6,63c
	1,16d

	20
	23,22b
	1,36c

	30
	30,30a
	1,58a

	40
	25,91b
	1,56a

	50
	22,82b
	1,52b


Chú thích: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa nhỏ nhất (LSD) phân tích theo Ducan’s test (p<0.05).
Kết quả ở bảng 3 cho thấy, khi hàm lượng sucrose tăng dần từ 10 - 30 g/l thì sự tích lũy sinh khối tế bào tăng dần và đạt cực đại ở trên môi trường có 30 g/l sucrose (đạt 30,30 g sinh khối tươi và 1,58 g khô). Nếu tiếp tục tăng hàm lượng sucrose thì sự tích lũy sinh khối tế bào giảm dần. Ảnh hưởng này cũng được tìm thấy tương tự trong nghiên cứu của See và cộng sự (2011) về ảnh hưởng của sucrose và methyl jasmonate (MeJA) lên khả năng sản xuất anthocyanin trong nuôi cấy huyền phù tế bào cây mua (Melastoma malabathricum) [12].
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Hình 2: (A) tế bào nuôi cấy huyền phù trong bình tam giác trên môi trường MS + 3 g/l sucrose + 2,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l KIN; (B) sinh khối tươi tế bào thu được sau 14 ngày nuôi cấy.


3.4. Ảnh hưởng của chất ĐHST đến sự tích lũy sinh khối tế bào
Bên cạnh ảnh hưởng của nồng độ sucrose, thì sự có mặt của các chất ĐHST ở các nồng độ khác nhau cũng có ảnh hưởng lớn đến sự tích lũy sinh khối tế bào 
 ADDIN EN.CITE 

[13]
. Để nâng cao hiệu quả tích lũy sinh khối tế bào, môi trường lỏng MS + 3,0% sucrose có bổ sung kết hợp NAA và KIN ở các nồng độ khác nhau theo tỉ lệ (Bảng 4) đã được sử dụng để nuôi cấy tế bào. Lượng sinh khối thu được ở mỗi công thức nuôi cấy được trình bày ở bảng 4. 
Bảng 4: Ảnh hưởng của NAA và KIN đến sự tích lũy sinh khối tế bào.
	Chất ĐHST (mg/l)
	Khả năng tích lũy sinh khối tế bào

	NAA 


	KIN

	Khối lượng tươi (g)
	Khối lượng khô (g)

	0,5
	0,5
	26,40b
	1,35b

	1,0
	1,0
	27,56b
	1,44b

	1,5
	1,5
	27,58b
	1,44b

	2,0
	2,0
	32,14a
	1,63a

	2,5
	2,5
	28,00b
	1,43b


Chú thích: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa nhỏ nhất (LSD) phân tích theo Ducan’s test (p<0,05).
Kết quả ở bảng 4 cho thấy, sự kết hợp NAA và KINtheo tỉ lệ 1:1 đã ảnh hưởng đáng kể đến sự tích lũy sinh khối tế bào. Trên môi trường nuôi cấy có bổ sung 2,0 mg/l NAA và KIN, sự sinh trưởng của tế bào là cao nhất, đạt 32,14 g sinh khối tươi và 1,63 g khô sau 14 ngày nuôi cấy (Bảng 4, Hình 2). Trên các môi trường có bổ sung NAA và KIN ở nồng độ thấp hơn hoặc cao hơn 2,0 mg/l thì tế bào sinh trưởng chậm hơn (Bảng 4, Hình 2).
Ngoài ra, khi so sánh với môi trường nuôi cấy chỉ bổ sung 3,0 sucrose và 1,5 mg/l NAA (Bảng 3) cho thấy, sự phối hợp của NAA với KIN trong môi trường nuôi cấy đã tạo ra ảnh hưởng đáng kể đến sự tích lũy sinh khối tế bào (Bảng 4). Kết quả tương tự cũng được tìm thấy ở các nghiên cứu đã công bố trước đây về ảnh hưởng của sự kết hợp auxin và cytokinin đến sự sinh trưởng của tế bào nuôi cấy in vitro ở một số loài thực vật khác 8[]
. Eknamkul và cộng sự (1985) đã sử dụng các tổ hợp môi trường nuôi cấy kết hợp giữa NAA và cytokinin và kết quả cho thấy rằng, sự tích lũy sinh khối tế bào cây Anchusa officinalis tốt nhất trên môi trường MS có bổ sung 0,25 mg/l NAA và 0,25 mg/l KIN [14].
4. Kết luận
Từ các kết quả nghiên cứu, chúng tôi rút ra các kết luận sau:

- Khả năng nhân chồi in vitro của cây mật nhân từ mẫu gốc thân cao nhất trên môi trường MS có 3,0% sucrose; 0,8% agar; bổ sung 0,5 mg/l BA; với tỉ lệ mẫu phát sinh chồi đạt 98%, 10,2 chồi /mẫu, sau 6 tuần nuôi cấy.
- Môi trường tạo rễ in vitro cao nhất là môi trường MS có 3% sucrose; 0,8% agar; bổ sung 0,5 mg/l NAA; với tỉ lệ mẫu chồi tạo rễ đạt 93,3%; 10 rễ/mẫu sau 6 tuần nuôi cấy
- Môi trường MS có nồng độ đường sucrose 3,0% thì thích hợp cho sinh trưởng của tế bào mật nhân in vitro. Trên môi trường MS có bổ sung 2,0 mg/l NAA và 2,0 mg/l KIN thì sự tích lũy sinh khối tế bào là cao nhất, đạt 32,14 g sinh khối tươi, tương đương 1,63 g sinh khối khô sau 14 ngày nuôi cấy huyền phù tế bào.
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