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Đặt vấn đề

Chanh dây là một cây trồng quan trọng và được trồng thương 
mại ở một số quốc gia bao gồm Thái Lan, Úc, Brazil, Hoa Kỳ 
và Nam Mỹ [1]. Ở Việt Nam, cây chanh dây được du nhập vào 
khoảng đầu thế kỷ XX nhưng đến những năm gần đây, đối tượng 
này mới được xác định là loại cây trồng mang lại giá trị kinh tế cao 
[2]; năng suất bình quân của cây chanh dây đạt 70-100 tấn/ha/năm 
và quả chanh dây xuất khẩu được xếp hạng ở vị trí thứ 10 về các 
loại trái cây xuất khẩu trên thế giới. Tại Việt Nam, cây chanh dây 
được trồng khắp các tỉnh từ Bắc vào Nam, trong đó chủ yếu tập 
trung ở Lâm Đồng, Gia Lai, Kon Tum, Kiên Giang, Cần Thơ. Tuy 
nhiên, ở Lâm Đồng, việc trồng cây chanh dây hiện nay vẫn còn 
phân tán, với quy mô nhỏ. Hơn nữa, diện tích trồng cây chanh dây 
đang dần bị suy giảm, chủ yếu do dịch bệnh lây lan rộng trên cây 
chanh dây, trong đó có một số bệnh do virus gây ra, đặc biệt là 
CMV, ToRSV và Potyvirus [3, 4]. 

Một số bệnh ở cây chanh dây liên quan đến virus thuộc chi 
Potyvirus đã được mô tả ở các vùng khác nhau trên thế giới. 
Potyvirus đầu tiên được phát hiện lây nhiễm trên cây chanh dây là 
Passion fruit woodiness virus (PWV). Potyvirus chủ yếu lây do sự 
chích hút của rệp [5]. Virus CMV lần đầu tiên được tìm thấy liên 
quan đến cây chanh dây ở Úc [6]; cây chanh dây nhiễm virus CMV 
biểu hiện lốm đốm màu vàng tươi trên lá và trên quả, bắt đầu từ 
các điểm ngẫu nhiên trên lá ở phần dưới của cây và giảm dần về 
phía ngọn [5]. Trong khi đó, virus ToRSV gây bệnh trên cây chanh 

dây được báo cáo lần đầu tiên ở Peru; tác nhân truyền bệnh virus 
này được xác định bởi tuyến trùng Xiphinema americanum. Virus 
này gây ra chủ yếu là các đốm và vòng trên lá hoặc thân khi cây 
bị nhiễm trùng hoặc làm cây bị hoại tử [5]. Hiện nay, các bệnh hại 
cây trồng do virus gây ra chưa có thuốc đặc trị trên thị trường. Vì 
vậy, nhu cầu về giống cây chanh dây sạch bệnh virus là cần thiết.

 Kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh đỉnh là kỹ thuật đã được sử 
dụng lâu đời trong công tác nhân giống vô tính cây trồng sạch bệnh 
virus [7]. Kỹ thuật này cũng đảm bảo sự ổn định di truyền vốn có 
trong thực vật. Chồi phát triển trực tiếp từ mô phân sinh mà không 
qua hình thành mô sẹo bảo đảm ổn định di truyền và giảm thiểu 
biến dị soma. Vì vậy, kỹ thuật này đã ứng dụng thành công trong 
việc tạo giống cây trồng sạch bệnh trên nhiều đối tượng như tỏi, 
dâu tây, khoai tây… [8-10]. Quá trình nuôi cấy mô phân sinh đỉnh 
không phải lúc nào cũng tạo cây sạch virus. Do đó, chồi hoặc cây 
con được tạo ra từ kỹ thuật này cần phải được kiểm tra tình trạng 
sạch virus bằng các kỹ thuật phân tích như ELISA và RT-PCR [8]. 
Trong một nghiên cứu trước đây đối với cây chanh dây tím, bằng 
kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh đỉnh và cùng với việc sử dụng kỹ 
thuật ELISA trong xác định chồi sạch virus PWV, S. Prammanee 
và cs (2011) [1] đã tạo ra giống cây chanh dây sạch bệnh virus này.

Giống chanh dây trồng ở nước ta hiện nay chủ yếu được nhập 
từ Đài Loan, Trung Quốc với giá thành cao và nguồn cung không 
ổn định. Bên cạnh đó, người trồng thường sử dụng các phương 
pháp truyền thống với hệ số nhân thấp như gieo hạt, giâm hom, 
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Tóm tắt:

Chanh dây là cây trồng mang lại giá trị kinh tế cao. Hiện nay, diện tích trồng cây chanh dây ở Lâm Đồng đang giảm bởi sự 
lây lan dịch bệnh do virus gây ra. Mục đích của nghiên cứu này là tạo nguồn vật liệu chồi in vitro sạch virus phục vụ cho 
quy trình nhân giống chanh dây sạch bệnh. Chồi đỉnh của chanh dây tím (Passiflora edulis Sims.) và vàng (Passiflora edulis 
f. flavicarpa) thu tại huyện Đam Rông (T1 và V1) và Đức Trọng (T2 và V2) không khử trùng bề mặt được sử dụng làm vật 
liệu cho nuôi cấy mô phân sinh đỉnh. Mô phân sinh đỉnh (0,2 mm) của cây chanh dây các giống được nuôi cấy trên môi trường 
MS bổ sung 1,0 mg/l BA. Sau 4 tuần nuôi cấy, tỷ lệ sống và tái sinh đều đạt trên 45,0%. Chồi được tái sinh, sinh trưởng, phát 
triển mạnh, hình thành các chồi đơn rõ rệt, lá xanh sau 10 tuần nuôi cấy. Những chồi tái sinh này được kiểm tra sạch bệnh 
đối với 3 loại virus (CMV, ToRSV và Potyvirus) bằng kỹ thuật RT-PCR. Kết quả cho thấy, trong số 4 mẫu kiểm tra, chỉ có 1 
mẫu V1 bị nhiễm Potyvirus. Như vậy, những chồi in vitro sạch virus này được sử dụng làm vật liệu cho quy trình nhân giống 
chanh dây tím và vàng sạch virus, góp phần giải quyết nhu cầu giống chanh dây sạch bệnh hiện nay.
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ghép… khiến chất lượng cây giống và độ đồng đều giảm, mức độ 
thoái hóa và tỷ lệ nhiễm bệnh lại tăng lên. Vì vậy, nghiên cứu này 
được thực hiện nhằm ứng dụng kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh 
đỉnh để tái sinh chồi cây chanh dây tím và vàng. Bên cạnh đó, 
kỹ thuật RT-PCR đã được ứng dụng để kiểm tra tính sạch virus 
Potyvirus, CMV và ToRSV đối với chồi được tái sinh. 
Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu 
Các mẫu chồi đỉnh của cây chanh dây tím (Passiflora edulis 

Sims.) và cây chanh dây vàng (Passiflora edulis f. flavicarpa) 2 
tháng tuổi thu nhận tại huyện Đam Rông và Đức Trọng, tỉnh Lâm 

Đồng được sử dụng làm nguồn mẫu ban đầu cho nuôi cấy mô phân 
sinh đỉnh.

Môi trường nuôi cấy là MS bổ sung 1,0 mg/l BA, 30 g/l sucrose 
và 8 g/l agar [1]. Môi trường được điều chỉnh về pH 5,8 trước khi 
hấp khử trùng ở 121°C, 1 atm trong 30 phút.

Tái sinh chồi thông qua kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh đỉnh

 Những chồi đỉnh giống chanh dây tím và vàng được thu nhận 
vào mùa khô (từ tháng 12 năm trước đến tháng 4 năm sau) ở 2 khu 
vực huyện Đam Rông (T1 và V1) và Đức Trọng (T2 và V2) thuộc 
tỉnh Lâm Đồng. Sau đó, chúng được cắt, rửa sạch với nước vô 
trùng và được sử dụng trực tiếp để tách mô phân sinh đỉnh (không 
thông qua khử trùng bề mặt vì sau khi khử trùng mẫu chồi mềm, 
dễ bị tổn thương và việc tách mô phân sinh gặp khó khăn) dưới 
kính hiển vi soi nổi (tách bỏ các vảy lá chỉ còn mô phân sinh đỉnh); 
mô phân sinh đỉnh được cắt với kích thước khoảng 0,2×0,2 mm và 
được cấy trên môi trường MS có bổ sung 1,0 mg/l BA [1]. 

Bố trí thí nghiệm: Các thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu 
nhiên. Mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần, mỗi lần lặp lại với 20 mẫu. 
Các chỉ tiêu: tỷ lệ nhiễm (%), tỷ lệ sống (%) và tỷ lệ tái sinh chồi 
(%) được ghi nhận sau 4 tuần nuôi cấy; trong khi đó, số chồi/mẫu, 
chiều cao chồi (cm) và hệ số tái sinh chồi (%) được ghi nhận sau 
10 tuần nuôi cấy. Hệ số tái chồi được tính bằng công thức theo 
phương pháp của J. Dobránszki và J.A. Teixeira Da Silva (2013) 
[11] như sau:

Hệ số tái sinh chồi = Rs (%) × S × N

trong đó: Rs: tỷ lệ tái sinh chồi (%); S: số mẫu; N: số chồi/mẫu.

Sau đó, chồi thu nhận từ nuôi cấy mô phân sinh đỉnh tiếp tục 
được cấy chuyền sang môi trường MS có bổ sung 1,0 mg/l BA 
trong 4 tuần để gia tăng chất lượng chồi.

Kiểm tra virus trong các chồi có nguồn gốc từ nuôi cấy mô 
phân sinh đỉnh

Thu mẫu và tách chiết ribonucleic acid (RNA) tổng số: Mẫu lá 
thu nhận từ 20 chồi ở mỗi giống chanh dây (V1, V2, T1 và T2 có 
nguồn gốc từ nuôi cấy mô phân sinh đỉnh); tương ứng đại diện cho 
20 mẫu ngẫu nhiên được trộn lại với nhau để tạo thành mẫu gộp 
cho mỗi giống/mỗi lần lặp lại thí nghiệm điện di, sau đó cho vào 
ống ly tâm 2 ml. Mẫu lá mỗi giống chanh dây in vitro trong các ống 
ly tâm được sử dụng để tiến hành tách chiết RNA tổng số. Một bộ 
kít “ExiPrep™ Plus Plant” (Bioneer, Hàn Quốc) được sử dụng cho 
tách chiết RNA tổng số. Đối với mẫu V1, tiến hành thêm các bước: 
tinh sạch DNA từ gel bằng bộ Kit AccuPrep® Gel Purification của 
Hãng Bioneer (Hàn Quốc) theo hướng dẫn của nhà sản xuất; tiến 
hành gửi mẫu đi giải trình tự theo phương pháp Sanger, sử dụng 
ngay chính cặp mồi khuếch đại PCR để làm mồi giải trình tự; từ 
kết quả giải trình tự có được, sử dụng công cụ BLAST (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) để tìm các trình tự có tính tương đồng 
cao, từ đó xác định loài virus của Potyvirus.

Kiểm tra virus dựa trên kỹ thuật RT-PCR: Các cặp mồi đặc 
hiệu và chu trình nhiệt sử dụng cho từng loại virus được sử dụng 
như ở bảng 1. 
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Abstract:

Passion fruit is a high economic value crop. Currently, the 
cultivated area of passion fruit in Lam Dong is decreasing due 
to the spread of viral diseases. The main aim of this study is to 
generate disease-free in vitro shoots for propagation purposes. 
The apical shoots of purple (Passiflora edulis Sims.) and yellow 
(Passiflora edulis f. flavicarpa) passion fruit cultivars collected 
at Dam Rong (T1 and V1) and Duc Trong (T2 and V2) districts, 
without surface sterilisation, were used as materials for apical 
meristem culture. The apical meristems (0.2 mm) of passion 
fruit plants were cultured on MS medium supplemented 
with 1.0 mg/l BA. After 4 weeks of culture, the survival and 
regeneration rate reached over 45.0%. Single shoots with green 
leaves were formed and regenerated after 10 weeks of culture. 
These regenerated shoots were tested for the presence of 3 viral 
groups (CMV, ToRSV and Potyvirus) by RT-PCR. The results 
showed that only 1 of 4 tested samples (V1) was infected with 
Potyvirus. Thus, these virus-free in vitro shoots will be used as 
materials for propagation to meet the requirement for disease-
free purple and yellow passion fruit plants.

Keywords: apical meristem culture, passion fruit, shoot 
regeneration, virus-free in vitro shoots. 
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Bảng 1. Mồi và chu trình nhiệt tương ứng với virus cần kiểm tra.

TT Virus Mồi sử dụng (5’-3’) Chu trình nhiệt
Kích thước sản 
phẩm RT-PCR 
đặc hiệu cho virus

1 CMV

Mồi xuôi AM180922: 
GCATTCTAGATGGACAAATCTGAATC
Mồi ngược AM180923: 
GCATGGTACCTCAAACTGGGAGCAC

45ºC-20 phút
94ºC-5 phút
94ºC-45 giây (1)
52ºC-1 phút (2)
72ºC-1 phút (3)
72ºC-10 phút
4ºC-trữ
(1-3)-35 chu kỳ

657 bp [12]

2 ToRSV

Mồi xuôi U1: 
GACGAAGTTATCAATGGCAGC
Mồi ngược D1: 
TCCGTCCAATCACGCGAATA

45ºC-20 phút
95ºC-5 phút
95ºC-15 giây (1)
55ºC-45 giây (2)
72ºC-1 phút (3)
72ºC-10 phút
4ºC-trữ
(1-3)-35 chu kỳ

449 bp [13]

3 Potyvirus

Mồi xuôi MJ1(F): 
ATGGTHTGGTGYATHGARAAYGG
Mồi ngược MJ2(R): 
TGCTGCKGCYTTCATYTG

50ºC-15 phút
94ºC-2 phút
94ºC-30 giây (1)
50ºC-1 phút (2)
72ºC-1 phút (3)
72ºC-10 phút
4ºC-trữ
(1-3)-35 chu kỳ

327 bp [14]

Bộ kít sử dụng để chạy One-step RT-PCR thuộc bộ Mytaq 
One-step RT-PCR Kit (Bioline, Vương quốc Anh). Tổng thể tích 
phần phản ứng 25 µl được sử dụng chung cho tất cả các loại virus 
gồm: 12,5 µl 2x Mytaq Onestep Mix (1x625 µl), 1 µl mồi xuôi 
(10 pmol/µl), 1 µl (10 pmol/µl), 0,5 µl Reverse Transcriptase 
(1x12,5 µl), 1 µl Rnase inhibitor (10 u/µl), 2 µl Template 
(100 ng/µl) và 7 µl H2O.

Sản phẩm của phản ứng RT-PCR được kiểm tra bằng phương 
pháp điện di trên gel agarose 2% ở hiệu điện thế 60 V sau 2 giờ. 
Sau khi điện di, gel agarose được nhuộm bằng ethidium bromide. 
Hình ảnh điện di được chụp dưới tác động của tia UV để ghi nhận 
các vạch của sản phẩm tương ứng với kích thước thiết kế sẵn ở trên.

Điều kiện nuôi cấy in vitro	  

Các thí nghiệm nuôi cấy in vitro được thực hiện tại Phòng 
Sinh học phân tử và Chọn tạo giống cây trồng thuộc Viện Nghiên 
cứu Khoa học Tây Nguyên với nhiệt độ khoảng 25±2ºC, độ ẩm 
55-60%, thời gian chiếu sáng 16 giờ/ngày và cường độ chiếu sáng 
khoảng 40-45 µmol.m-2.s-1 dưới ánh sáng huỳnh quang.

Phương pháp xử lý thống kê 

Các số liệu được xử lý thống kê bằng phần mềm SPSS 20.0 
theo phép thử Duncan với p<0,05 [15].

Kết quả 

Tái sinh chồi in vitro thông qua kỹ thuật nuôi cấy mô phân 
sinh đỉnh

Mẫu mô phân sinh đỉnh được tách ra từ những chồi không 
thông qua khử trùng và được nuôi cấy trên môi trường tái sinh, kết 
quả sau 4 tuần cho thấy, tỷ lệ nhiễm của mẫu ở tất cả các nghiệm 
thức giống chanh dây tím thu thập tại khu vực huyện Đam Rông 
(T1) và Đức Trọng (T2); cũng như giống chanh dây vàng thu thập 
tại khu vực huyện Đam Rông (V1) và Đức Trọng (V2) đều cho tỷ 
lệ nhiễm khá cao (trên 50%). Khi so sánh giữa 2 nghiệm thức T1 
và T2 của giống chanh dây tím và giữa V1 với V2 của giống chanh 
dây vàng về các chỉ tiêu theo dõi như tỷ lệ sống, tỷ lệ nhiễm, tỷ lệ 
tái sinh chồi, số chồi và chiều cao chồi sau 4 tuần và 10 tuần nuôi 
cấy cho thấy không có sự khác biệt về mặt ý nghĩa thống kê với 
p<0,05 theo phép thử Duncan (bảng 2). Kết quả này cũng được ghi 
nhận tương tự đối với hệ số tái sinh chồi giữa 2 nghiệm thức ở cả 2 
giống chanh dây (biểu đồ 1). Đặc biệt ở tuần thứ 4, quan sát những 
mẫu sống không nhiễm cho thấy tất cả mô phân sinh đỉnh đều cảm 
ứng tái sinh cụm chồi với các chồi có kích thước rất nhỏ (<1 mm) 
và cụm chồi bắt đầu sinh trưởng mạnh thành các chồi đơn với lá 
xanh và chồi hình thành rõ rệt sau 10 tuần nuôi cấy (hình 1). Như 
vậy, kết quả thu được trong nghiên cứu này bước đầu khẳng định 
hiệu quả của kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh đỉnh trong tái sinh 
chồi in vitro ở cây chanh dây mà không thông qua khử trùng mẫu 
bằng các chất khử trùng thông dụng. Sau đó, những chồi được tái 
sinh từ mô phân sinh đỉnh của tất cả nghiệm thức T1, T2, V1 và 
V2 được cấy chuyền sang môi trường MS có bổ sung 1,0 mg/l BA 
sau 4 tuần để nhân chồi và chồi này được sử dụng làm vật liệu cho 
kiểm tra tính sạch virus.
Bảng 2. Nuôi cấy mô phân sinh đỉnh giống chanh dây tím và 
vàng sau 4 và 10 tuần nuôi cấy.

NT
4 tuần 10 tuần

Tỷ lệ sống 
(%)

Tỷ lệ nhiễm 
(%)

Tỷ lệ tái sinh chồi 
(%) Số chồi Chiều cao chồi 

(cm)

T1 50,00a* 50,00a 50,00a 4,33a 1,53a

T2 48,33a 51,67a 48,33a 4,00a 1,43ab

V1 48,33a 51,67a 48,33a 3,67a 1,37b

V2 46,67a 53,33a 46,67a 3,33a 1,47ab

Ghi chú: NT: nghiệm thức; *: những chữ cái khác nhau trên cùng 1 cột 
thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05 theo phép thử 
Duncan.

Biểu đồ 1. Hệ số tái sinh chồi thông qua nuôi cấy mô phân sinh 
đỉnh sau 10 tuần. 
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Hình 1. Nuôi cấy mô phân sinh đỉnh giống chanh dây tím và 
vàng. (A, C) Chồi giống chanh dây tím cảm ứng sau 4 và 10 tuần 
nuôi cấy; (B, D) Chồi giống chanh dây vàng cảm ứng sau 4 và 10 
tuần nuôi cấy.

Kiểm tra sự có mặt của virus trong chồi có nguồn gốc từ 
nuôi cấy mô phân sinh đỉnh

Lấy 20 chồi của mỗi giống (V1, V2, T1 và T2) trộn lại tạo 
thành 4 mẫu gộp (V1, V2, T1 và T2 tương ứng). Lá thu nhận 
từ 4 mẫu gộp được sử dụng để kiểm tra sự có mặt của 3 loại 
virus: CMV, ToRSV và Potyvirus bằng phương pháp RT-PCR. 
Kết quả điện di trên gel agarose của các mẫu đối với 3 loại 
virus gây bệnh cho thấy, cả 3 mẫu thử nghiệm: V2, T1 và T2 
đều không phát hiện băng vạch DNA đặc hiệu của 3 loại virus 
khảo sát; duy nhất chỉ có mẫu V1 xuất hiện băng vạch DNA 
có kích thước tương đương 327 bp của Potyvirus, không phát 
hiện các băng vạch DNA đặc hiệu của CMV, ToRSV. Hơn nữa, 
đối chứng âm trên kết quả điện di đều không hiển thị các băng 
vạch DNA đặc hiệu của các virus CMV, ToRSV và Potyvirus; 
đối chứng dương đều hiển thị băng vạch DNA đúng kích thước 
với các băng vạch DNA đặc hiệu của các virus CMV, ToRSV 
(657 và 449 bp tương ứng) (hình 2). 

 

Hình 2. Kết quả điện di trên gel agarose kiểm tra độ sạch virus 
của các mẫu giống chanh dây tím và vàng. (A) Kết quả kiểm 
tra virus CMV; (B) Kết quả kiểm tra virus ToRSV; (C) kết quả kiểm 
tra virus Potyvirus. M: thang HyperLadder 100 bp (Hãng Bioline); 
“-”: đối chứng âm; “+”: đối chứng dương; 657 bp: kích thước băng 
vạch DNA đặc trưng của virus CMV; 449 bp: kích thước băng vạch 
DNA đặc trưng cho virus ToRSV; 327 bp: kích thước băng vạch 
DNA đặc trưng cho Potyvirus.

Đối với Potyvirus, vì không có chứng dương (sử dụng mồi 
tổng quát để kiểm tra các loại Potyvirus) nên đối với mẫu V1 
tiến hành tinh sạch DNA từ gel bằng bộ kít AccuPrep ® Gel 
Purification của Hãng Bioneer (Hàn Quốc) và tiến hành gửi 
mẫu đi giải trình tự theo phương pháp Sanger. Kết quả giải 
trình tự thu được đoạn DNA có độ dài 344 nucleotide, trong 
đó xác định rõ 326 nucleotide. Đoạn DNA xác định rõ trình tự 
được tiến hành BLAST trên NCBI và cho kết quả như hình 3. 
Kết quả hình 3 cho thấy, trình tự Potyvirus trong mẫu V1 
tương đồng hoàn toàn (100%) với trình tự dòng virus có mã 
truy cập trên NCBI FR694183, tương đồng 99,08% với các 
dòng MK110656, FR694182, FR694181 và FJ896002. Xem 
xét các trình tự với mã truy cập như trên, kết quả như sau: 
các trình tự FR694183, FR694182 và FR694181 được xác định 
thuộc về PWV thuộc nhóm Potyvirus; các trình tự MK110656 
và FJ896002 thuộc về Potyvirus gây bệnh trên chanh dây ở 
Ugandan chưa xác định được loài (unclassified Potyvirus). 
Như vậy, chỉ có mẫu V1 bị nhiễm Potyvirus, khả năng cao 
thuộc về PWV.

Hình 3. Kết quả đoạn DNA xác định rõ trình tự được tiến hành 
BLAST trên NCBI (ngân hàng gen).

Bàn luận

Nuôi cấy mô phân sinh đỉnh được xem là một kỹ thuật được 
ứng dụng thành công trong nhân giống cây trồng sạch bệnh 
virus [7]. Một trong những giai đoạn quyết định thành công 
trong quy trình nhân giống in vitro sạch virus đó là khử trùng 
mẫu để tạo nguồn vật liệu in vitro. Chất khử trùng thường gây 
độc đối với mô thực vật khi mẫu tiếp xúc với dung dịch khử 
trùng (đặc biệt là thủy ngân) trong thời gian khá lâu, làm mẫu 
chết, giảm tỷ lệ sống; do đó loại, nồng độ, thời gian tiếp xúc và 
loại bỏ tồn dư của chất khử trùng trong mẫu trở nên quan trọng 
trong quy trình khử trùng mẫu [16, 17]. Hơn nữa, khử trùng bề 
mặt không loại bỏ các tác nhân gây nhiễm nội sinh có thể tồn 
tại bên trong mô [18]. Vì vậy, trong nghiên cứu này, mô phân 
sinh đỉnh được thu nhận từ các chồi đỉnh của những cây chanh 
dây lấy trực tiếp từ ngoài đồng ruộng và không thông qua khử 
trùng bề mặt. Kết quả ghi nhận tỷ lệ nhiễm trên 50% và với 
phương pháp không khử trùng bề mặt thì kết quả này đã mang 
lại thành công cao trong khử trùng mẫu. Kết quả của nghiên cứu 
ghi nhận tương tự như kết quả của H.Y. Reyl và L.A. Mroginski 
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(2003) [19] trên cây Arachis pintoi, mẫu nhiễm ghi nhận với 
tỷ lệ khoảng 60% khi những chồi đỉnh được thu nhận trực tiếp 
từ những cây trồng ngoài đồng ruộng mà không thông qua khử 
trùng bằng các hóa chất. 

Một số virus gây bệnh trên cây chanh dây toàn thế giới bao 
gồm, PWV, passiflora ringspot virus (PRV), passiflora latent 
virus (PLV), passion fruit yellow mosaic virus (PaYMV), 
cucumber mosaic virus (CMV), cowpea aphid-borne mosaic 
virus (CABMV), tomato ringspot virus (ToRSV), passion fruit 
mottle virus (PaMV), purple granadilla mosaic virus (PGMV), 
passion fruit vein clearing virus và một Potyvirus liên quan đến 
bệnh khảm trên quả chanh dây đã được báo cáo từ Puerto Rico 
và Cộng hòa Dominica [20]. Tại Lâm Đồng, có khoảng 3 virus 
gây hại chính cây chanh dây bao gồm: CMV gây đốm trên lá và 
trên quả; ToMRV làm lá bị khảm vàng, quả bị biến dạng; quả 
có hiện tượng bị hóa gỗ do PWV thuộc Potyvirus gây ra [3, 4]. 
Trong nghiên cứu này, kỹ thuật RT-PCR được sử dụng để kiểm 
tra 3 loại virus CMV, ToRSV và Potyvirus gây bệnh cây chanh 
dây tại Lâm Đồng trên những mẫu chồi chanh dây tím và vàng 
có nguồn gốc từ nuôi cấy mô phân sinh đỉnh. Kết quả cho thấy, 
chỉ có mẫu V1 bị nhiễm Potyvirus, trong khi 3 mẫu T1, T2 và 
V2 sạch bệnh đối với cả 3 loại virus gây bệnh được kiểm tra. 
Một nghiên cứu trước đây của S. Prammanee và cs (2011) [1], 
sử dụng kỹ thuật ELISA để xác định tính sạch bệnh đối với virus 
PWV gây bệnh trên cây chanh dây ở tỉnh Chaing Mai, Thái Lan 
từ những chồi có nguồn gốc nuôi cấy mô phân sinh đỉnh. 

Nghiên cứu này là công trình đầu tiên về tạo giống chanh 
dây sạch bệnh virus (CMV, ToRSV và Potyvirus) ở Việt Nam 
bằng kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh đỉnh không thông qua khử 
trùng mẫu. Để tạo giống chanh dây hoàn toàn sạch virus gây 
bệnh trên cây chanh dây hiện nay là vấn đề cần được quan tâm; 
nên cần kiểm tra tính sạch virus đối với nhiều loại virus gây 
bệnh hiện nay. Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu này cũng đã đáp 
ứng một phần về tạo vật liệu chồi in vitro chanh dây tím và vàng 
sạch bệnh virus trong quy trình nhân giống chanh dây sạch bệnh 
virus. Tóm lại, nuôi cấy mô phân sinh đỉnh đã khẳng định được 
vai trò trong tạo giống sạch bệnh virus đối với cây chanh dây 
trong nghiên cứu này và có thể mở rộng ứng dụng cho các đối 
tượng cây trồng khác hiện nay.

Kết luận

Qua nghiên cứu trên, chúng tôi đã thu nhận được những 
chồi in vitro chanh dây tím và vàng sạch virus CMV, ToRSV 
và Potyvirus bằng kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh đỉnh không 
thông qua khử trùng bề mặt sau 10 tuần nuôi cấy trên môi trường 
MS bổ sung 1,0 mg/l BA. Đây là kết quả bước đầu tạo vật liệu 
chồi sạch virus phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo trong quy 
trình vi nhân giống chanh dây tím và vàng sạch virus. Góp phần 
giải quyết vấn đề nhu cầu về giống chanh dây sạch bệnh virus 
cho nông dân tỉnh Lâm Đồng nói riêng và cả nước nói chung.
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