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TOM TAT

Hoa tim Ba Tu (Exacum affine) khong chi dugc biét nhu mot dugc liéu quy, ma con 1a mot cdy canh dung dé
trang tri. Viéc nhan giong Hoa tim Ba Tu bang hat hién nay gap rat nhidu khé khan, ty 1¢ ndy mam thap, kha
nang giam canh kém va so lugng cay trong bi han ché. Nudi cdy mé in vitro 1a mot trong nhitng phwong phép
dugc cac nha khoa hoc va cac nha cay trng quan tm nhét hién nay. Trong nghién ctru ndy, ching tdi khao sat
anh huéng ndng d6 cua cc chat diéu hoa sinh truéng thyc vat trong nhan chdi, tao ré cay Hoa tim Ba Tu
in vitro. Nghién ctu nhan nhanh chdi duoc thuc hién trén méi trudng MS co6 bd sung 0,5 - 3,0 mg/L
6-benzylaminopurine (BAP) va 0,5 - 3,0 mg/L BAP két hop v6i 0,5 mg/L Naphthalene Acetic Acid (NAA). Qua
trinh tao r& cho chdi in vitro Hoa tim Ba Tu duoc thuc hién trén moi truong MS c¢o bd sung Naphthalene Acetic
Acid/ B-indol Acetic Acid/ Indole-3-Butyric Acid (NAA/IAA/IBA) & cac ndng d khac nhau. Két qua thu duoc
cho thidy méi trudng MS ¢6 bd sung 2,5 mg/L BAP 1a téi wu nhat cho nhén nhanh choi. Trong giai doan tao ré,
mdi truong MS ¢6 bo sung IBA 0,5 mg/L IBA thich hop dé tao ré, nong do nay cing la diéu dién tot nhat cho
viéc dua cdy ra vuon uom. Két qua nay gop phan xay dung quy trinh nhan gidng Hoa tim Ba Tu & quy mo 16n,
nhidm dép tng du nhu cau thi hiéu cia con ngudi.

Tir khéa: Hoa tim Ba Tu (Exacum affine), in vitro, nhan giéng, 6-benzylaminopurine (BAP), Indole-3-Butyric
Acid (IBA).

MO PAU

Hoa tim Ba Tw c6 tén tiéng anh |a Persian violet (Exacum affine), thudc ho Gentianaceae, c6 ngudn gbc & dao
Socotra phia ddng nam Yemen & Trung Bong (Sarai, 2016). Hoa tim Ba Tw la cay than thdo nhd moc hai nam
v&i la mau luc dam va cé hinh triing, hoa nhé mau tim v&i phan gitka mau vang va co huong thom. Ngoai cong
dung 1am canh, mét s6 nghién ctu cing da chirng minh céy hoa tim Ba Tw con la ngudn chuyén héa thr cap dac
biét trong san xuét acid phenolic va dau bay hoi (Skrzypczak-Pietraszek et al., 2014, 2015) va ciing la ngudn tiém
nang phat trién thudc khang vi rat (Mothana et al., 20086).

Ngay nay, cay Hoa tim Ba Tw vira co gia tri trong canh quan vlra la cay cung cép nguyén liéu duoc pham nén
nhu cau ngay cang tang. Cay Hoa tim Ba Tw tuy co6 thé nhan giéng bang phwong phap hitu tinh (béng hat)
nhwng gap nhleu kho khan do ty 1& ndy mam th&p, ddng thdi kha ndng nhan giéng bang phwong phap giam canh
ciing kém, sb lwong cay trdng bi han che Do do, viéc tim ra phwong thire nhan gidng moi nhdm san xuét dwoc
s6 lwong 1én trong thei gian ngén la rat can thiét. S dung phwong phap nudi cdy mé in vitro 1a mét trong nhivng
phwong phap hiru hiéu cé thé giai quyét nhivng kho khan trén.

Trén thé gidi, Hoa tim Ba Tw da dwoc nghién ctru béi (Larson, 1981; Williams et al, 1993; Skrzypczak-Pietraszek
etal., 2014, 2015). O Viét Nam, hién chwa cé céng bd chinh thirc ndo v& nghién ctvu nhan in viro cay Hoa tim Ba
Tw. Nghién clru nay duoc thye hién véi myc tiéu tim ndng dd cac chét diéu hoa sinh trwdng thich hop cho su
nhan chdi, tao ré Hoa tim Ba Tw ln vitro, gop phan xay dwng quy trlnh nhan giéng cay Hoa tim Ba Tu béng
phwong phap nudi cly mo vé&i hé sb nhan gibng cao, chat lwgng cay gidng tét, 1am co s& cho viéc cung cép cay
giong cho thj tredng cay canh cling nhw cay nguyén liéu & Viét Nam.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN cU'U

Vat liéu nghién ctru

Cay hoa tim Ba Tw (Exacum affine) thu thap tir Ba Lat. MA&u (dai 1 cm) la chdi dinh dwoc cét ra tlr cac chau cay
dé khir tring b& méat. Mau dwoc riva dwdi voi nwéc 30 phat, ngam trong dung dich ethanol 70° trong véng

10 gidy, sau dé ngam vao dung dich diét khué‘n va, ndm bénh (Starner 20WP, RidomilGold 68WG,
8-Hydroxyquinoline) trong vong 30 phut va dwa vao budng cay v6 trung. Mau cay tiép tuc khir truing bang Calcium
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hypochlorite Ca(OCl)2 5% trong vong 5 pht, rira mau bang nwéc cét vo tring 3 - 4 1an réi dwa vao méi truong
nudi cay MS co ban (Murashige va Skoog, 1962). Tat ca deu duoc nudi cay trong cung mét dieu kién nhiét do
25 + 2°C, cwdng do anh sang 2.000 - 2.500 lux, thoi gian chiéu sang 14 gio.

Nubi cay khéi déng
Mau dugc cdy trén méi treéng nén MS trong 4 tuan trwéce khi chuyén sang giai doan nhan nhanh.
Nhan nhanh in vitro

Chéi téi sinh tir mau céy co kich thuwéc tir 1 - 1,5 cm va 2 - 3 14 dwoc siv dung cho thi nghiém nhan nhanh chdi
in vitro. Méi trwérng nhan chéi in vitro 1a méi truéng MS co ban, c6 bd sung 0; 1; 1,5; 2; 2,5 va 3 mg/L cua BAP
hoéc két hop véi 0,5 mg/L NAA. Cac chdi dwoc cdy chuyén sang méi trieerng MS co ban 4 tudn trwde khi chuyén
sang giai doan ra ré.

Tao ré cho chéi in vitro

Cac choi co chiéu cao 2 cm, sinh trvdng phat trién tt dwoc cdy chuyén sang méi trvong MS c6 b sung 0; 0,1;
0,5 mg/L NAA, Iﬁ/—\, hoécNIBA dé tao ré. Cac thi nghiém dwoc bd tri hoan toan ngau nhién, nhac lai 3 1an & mai
nghiém thirc, moi lan 5 mau.

Chuyén cay in vitro ra méi trwong dat

Céac mau cé ré (cay con hoan chinh) dwoc 4y ra khéi cac binh va rira sach loai bd méi trwdng, sau d6 dwoc dat
trong chau chira hdn hop gia thé (cat: xo dira: phan bo: phan Humix = 1: 1: 0,5: 0,05). Cay con dwoc dét trong
hé théng phun swong 2-3 ngay rdi dwa ra nha lwéi bong ram (lwéi che cé kha nang can 70% anh sang) twéi
nwéc gitk dm 2 1an/ngay. Phun thudc ndm, bénh (COC 85WP) dinh ky 1 tudn/lan. Sau 4 tudn ghi nhan ty 1& sbng
cla cay.

Phan tich théng ké

Su khac biét trung binh vé s lwgng choi, kich thwdc chiéu cao, s6 la va s6 lwong ré hinh thanh dwoc phan tich
bang phan mém Statgraphics Centurion XV. So sanh va phan hang cac trung binh nghiém thirc bang Ducan mic
P <0.01.

KET QUA VA THAO LUAN
Anh hwéng ctia BAP Ién kha nang nhan nhanh chéi in vitro cay Hoa tim Ba Tw

Theo Sakakibara (2006), cytokinin cé vai trd quan trong trong thanh phan phan chia té bao va kich thich sy hinh
thanh chdi. Cac nha nghién cru cling da chirng minh sy can bang gitra ty 1& auxin va cytokinin ciing c¢é y nghia
quyét dinh trong qua trinh phat sinh hinh thai ctia mé nuéi cay in vitro.

Trong nghién ctu nay, sw phat sinh va nhan nhanh chéi in vitro dwgc nghién trén méi trwdng MS co ban cé bd
sung cytokinin (BAP) dé& thdm do mai trwdng t6i wu nhat cho sw nhan nhanh chéi in vitro cay Hoa tim Ba Tw. Chdi
dwoc tai sinh tr mau cay dwoc nhan nhanh trong méi trwéng MS ¢6 bd sung 0,5-3,0 mg/L BAP, két qua nhan
chdi sau 4 tudn nudi cdy dwoc thé hién & Bang 1.

Bang 1. Anh hwéng ciia BAP dén hiéu qua nhan nhanh chéi hoa tim Ba Tw

trTS?ifG) (2'31'7_) S6 chéi Chié“(cc:)”°h6i S6 la/chdi (14)
1 0 1.27¢ 2,96° 10,80°
2 0,5 3,47% 1.46% 13,03%
3 10 2,40° 1,772 13,40%
4 15 3,80% 1,340 16,672
5 2,0 4,270 1.49% 14,47%
6 2,5 4,60 1,69% 17,032
7 3,0 7,00° 1,210 2,67°

Ghi chu: Céc sé liéu duoc chuyén déi sang log(x+1) truée khi xi ly théng ké; y nghia vé mét théng ké P < 0,01.

Két qua nghién ctru & Bang 1 cho thay, khi tdng ndng dd BAP sb lwong chdi ting lén dang ké so véi mai truwdng
khong bd sung chét diéu hoa sinh trwéng (DC). Dac biét, tai ndbng dd 3 mg/L BAP dat 7 chdi/mau, khac biét so
véi cac nghiém thiec (NT) con lai. Tuy nhién, tai néng dd nay mac du dat dwoc sb lwong chdi nhidu nhat nhwng
chiéu cao chéi thdp, nhiéu chdi nhd, mong nudc. Trong khi d6, méi trwdng MS bb sung 2,5 mg/L BAP & NT6
dwoc danh gia la moi trwdng pht hop nhat méc di cé hé s chdi thap hon 1a 4,6 nhung cho chét lwgng chéi tét,
chiéu cao chéi trung binh Ia 1,69 cm va sé la/chéi trung binh & 17,93 (Hinh 1).
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Hinh 1. Anh hwéng cia BAP dén hiéu qua nhan nhanh chéi Hoa tim Ba Tw sau 4 tuan nudi cdy in vitro

A: Chéi cay Hoa tim Ba Tw nudi céy trong méi trirong BC MS khéng bb sung chét kich thich sinh truéng

B: Chéi cay Hoa tim Ba Tw nuéi cdy trong méi truong NT6 (MS bé sung 2,5 mg/L BAP)

C: Chéi cay Hoa tim Ba Tw nuéi cay trong méi truong NT7 (MS bé sung 3,0 mg/L BAP)
Anh hwéng ctia BAP két hop véi NAA Ién kha nang nhan nhanh chéi in vitro cay Hoa tim Ba Tw
Sau khi khao sat sy phat sinh va nhéan nhanh chdi in vitro trén moi treong MS bd sung BAP, chung t6i tiép tuc
tién hanh khao sat anh hwéng két hop auxin va cytokinin (BAP va NAA) dén sw nhan nhanh chdi in vitro cay Hoa
tim Ba Tw. Choi dugc tai sinh tr mau cay dwgc nhan nhanh trong méi trwong MS c6 bo sung 0,5 - 3,0 mg/L BAP
két hop 0,5 mg/mL NAA, két qua nhan chdi sau 4 tudn nuéi cdy dwoc thé hién & Bang 2 va Hinh 2.
Két qua cho thay sw két hop BAP voi NAA duoc thém vao méi trvong dwong nhw khong hoat dong theo cach
phoi hop néng cao hé so nhan chdi. SO lwgng chdi dwoc nhan nhanh trén moéi treong két hop BAP va NAA thap
hon so v&i moi trvdng don 1€ BAP, ket qua cao nhat ¢ thi nghiém nay & NT13 (mdi trwdng ket hop 3,0 mg/L BAP
+ 0,5 mg/L NAA) chi,dat 2,80 choi, chiég cao ch§‘>i va §6 la choi lan lwot 1a 0,78 cm va 6,87 14, so v&i NT6 va NT7
& moi trrong nudi cay don 1é BAP la thap hon rat nhiéu.

Bang 2. Anh hwéng chia cac chat déu hoa sinh trwéng dén hiéu qua nhan nhanh chdi Hoa tim Ba Tw

Nghiém thirc (NT) BAP (mg/L) NAA (mg/L) S6 choi Chiéu cao/chéi (cm)  Sé la/chdi (1a)

0 0 1,30° 1,628 10,002

0,5 0,5 2,20% 0,78 5,93

1,0 0,5 1,53 0,98 4,33

10 1,5 0,5 1,530 0,99° 5,47

11 2,0 0,5 1,400° 0,820 3,60°

12 2,5 0,5 1,53% 0,93%° 5,00°°

13 3,0 0,5 2,80° 0,78¢ 6,87

Ghi chi: Céc sé liéu duoc chuyén déi sang log(x+1) trucc khi xi ly théng ké; y nghia vé mét théng ké P < 0,01.

Hinh 2. Anh hwéng ctia BAP va NAA dén hiéu qua nhan nhanh chéi Hoa tim Ba Tw sau 4 tuan nudi cay in vitro
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Tong két hai nghién ctru trén, sau khi nghién clru va so sanh nhiéu yéu t6 khac nhau, chung t6i nhan thay moi
trwong thich hop nhét cho giai doan nhan nhanh 1a MS bé sung 2,5 mg/L BAP do chét lwgng chdi tbt va sé lwong
chdi twong ddi nhidu hon so véi cac NT con lai.

Két qua nay cung phu hop v&i cac nghién clru cua Kapchina-Toteva va dong tac gia (2005), Doina va déng tac
gia (2007), tac gia da két luan sy bé sung BAP trong moi triedng vi nhén giong cay Hoa Tim Ba tw c6 tac dung
tich cuc déi vai viéc gia tang sb lwong chéi. Trong nghién clru tai sinh cdy Hoa Tim Ba tw clia (Sarai et al., 2017)
cling da dwa ra dwgre mdi trwdng bd sung 2 mg/L BAP trong 6 tuan cho sé lwong chdi la 16n nhét.

Nghién ctru tao ré cho chéi in vitro cay Hoa tim Ba Tw
Tao ré la khau cudi cling trong qua trinh nhan giéng in vitro. Cac chdi in vitro sau giai doan nhan nhanh duoc
chuyén sang madi treong cé bd sung chat diéu hoa sinh triwdng acid napthaleneacetic (NAA), acid B-indol axetic

(IAA), hoac acid indole-3-butyric (IBA) don 1& hodc phéi hop dé khao sat sy hinh thanh ré. Két qua dwoc thé hién
& Bang 3 va Hinh 3.

Bang 3. Anh hwéng cia NAA/IAA/IBA t&i kha nang tao ré cua chéi Hoa tim Ba Tw in vitro sau 4 tuan nuéi cay

Nghiém thirc (NT) M6i treong Ty 1& choi ra ré (%) S6 ré /chdi (ré) Chiéu dai ré (cm)
1 BC (MS) 86,67° 3,67 0,74°
2 MS/2 100,00P 6,47¢ 1,23¢
3 MS + 0,1 NAA 93,330 2,47 0,112
4 MS + 0,5 NAA 26,672 0,80° 0,032
5 MS + 0,1 IBA 100,00P 6,13¢ 0,57°
6 MS + 0,5 IBA 100,00° 11,80f 1,40¢
7 MS + 0,1 IAA 73,33 4,60% 0,112
8 MS + 0,5 IAA 80,00% 1,472 0,09°
9 MS + 0,1 NAA + 0,1 IBA 60,00% 2,20 0,05°
10 MS + 0,1 NAA + 0,1 IAA 60,00% 1,533 0,08°
11 MS + 0,1 IBA + 0,1 IAA 93,330 5,400% 0,092

Ghi chu: Céc sé liéu dugc chuyén déi sang log(x+1) truéc khi xi ly théng ké; y nghia vé mét thdng ké P < 0,01.

Két qua thi nghiém cho thay NAA, IBA va IAA déu c6 anh hudng dén viéc ra r&, sy hinh thanh ré xuét hién & tat ca cac
NT véi ty 1€ ra re tlr 26,67% den 100%. Tuy nhién qua ket qua tai NT6 bieu hién rd IBA anh huic’rng nai tri den kha
nang tao ré clia hoa tim Ba Tw v&i ty 1& s6 chdi ra ré dat 100% va s ré/choi Ién - trung binh 11,8 ré/ choi.

Thuwéc 1 cm

Hinh 3. Anh hwéng ctia chét kich thich sinh trwdng dén kha ning ra ré ctia chdi Hoa tim Ba Tw sau 4 tudn nudi cay in vitro
A: Anh huéng cia chét kich thich sinh trudng dén kha nang ra ré ctia chéi hoa tim Ba Tw nuéi céy in vitro
B: Hinh dnh kha nang ra ré cta chéi hoa tim Ba Tw nudi cdy in vitro trong méi truong NT6 (b6 sung 0,5 mg/L IBA)

C: Hinh &nh chdi hoa tim Ba Tu ra ré trong binh nuéi céy.
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Cay Hoa tim Ba Tw 1a cay trdng chau, bo ré &n néng do dé trong thi nghiém tao cay hoan chinh can chu trong
dau tien dén viéc tao duoc sb lwong ré Ién cho cay, déng thdi chiéu dai clia ré cling khéng nén qua ngén, dam
bao cho viéc hdp thu nwéc va chét dinh dwéng tir gia thé. Chinh vi vay, méi truéng MS bd sung 0,5 mg/L IBA
(NT6) dwoc danh gia la tét nhat dbi véi sw ra ré cla cay Hoa tim Ba Tw, véi sb ré trung binh/chdi 1a 11,8 va chiéu
dai ré dat 1,4 cm.

Trong nghién ctru clia (Macdonald, 1986) d& ching minh IBA la mot hop chét kich thich ra ré tt nhat cho nhiing
loai cay khé ra ré, né thuwong st dung kich thich ra ré cac loai cay trwdng xuan, cay rung la hay ré cla goc ghép
chi man mo. Nghién ctru tao ré cay Hoa Tim Ba tw cua (Sarai et al., 2017) clng da cho thay khi chuyén chdi
sang méi trwong MS chiva 2,0 mg/L IBA trong 6 tuan thu duoc két qua tdt nhat vai 18 ré/ chéi.

Tir nhitng két qua trén, ching t6i co thé két luan IBA phu hop cho sw kich thich ra ré clia cay Hoa tim Ba Tuw, dét
biét la & nong d6 0,5 mg/L.

Dwa cay ra viro'n wom

Bang 4. Ty lé sdng s6t cta cay hoa tim Ba Tw nudi cdy in vitro sau khi dwa ra viedn wom

Nghiém thirc (NT) Méi trwvong Ty 1é séng (%) Trang thai cay
1 bC (MS) 85,00 +
2 MS/2 72,00 +
3 MS + 0,1 NAA 80,00 +
4 MS + 0,5 NAA 35,00 +
5 MS + 0,1 IBA 94,00 ++
6 MS + 0,5 IBA 96,00 ++
7 MS + 0,1 IAA 76,00 +
8 MS + 0,5 IAA 57,00 +
9 MS + 0,1 NAA + 0,1 IBA 45,00 +
10 MS + 0,1 NAA + 0,1 IAA 43,00 +
11 MS + 0,1 IBA + 0,1 IAA 60,00 +

Ghi chu: ++ L& xanh dam, phéat trién nhanh; + La xanh nhat phéat triém cham.

Viéc thich nghi cay ngoai vion wom la mot khau r4t quan trong, dam bao cay co ti 1& sbng cao, sinh trwéng tbt
khi dua cay vao dieu kién san xuat. Hiéu qua cta toan bd qua trinh nhan giong in vitro phu thudc phan Ion vao ti
I& song cla cay khi dwa tlr diéu kién in vitro ra ngoai veon wom.

DAt 14 mot méi trwong cwe ky phire tap véi sy da dang cia hé thyc vat, ddng vat, vi sinh vat va cé thanh phan
khoang chat, chat hiru co khac nhau. Sy da dang cla dat cling véi didu kién khi hau s& anh huéng dén sw sinh
trwdng va phat trién ctia cay. Ré 1a mot yéu tb déng vai trd quan trong dén kha néng hép thu dinh dwéng va nwéc
cho cay tréng, né gilp cay trdng thich nghi tét véi diéu kién méi trwéng. Tlr d6 cho thay két qua in vitro c6 lién
quan mat thiét d&n hé sinh thai néng nghiép va tw nhién (Bengough, 2003).

Ch0| non sau khi dwgrc nudi cly trén cac moi trwdng tao ré& khac nhau sé cho thay moéi treong nao kich thich ra
b ré tbt nhat trong diéu kién in vitro, tuy nhién bo ré phat trién tét trong mai trwéng nudi cay in vitro nhwng chwa
chéc da phu hop voi diéu kién nudi & ngoai vwon wom. o nghién ctru nay chung t6i mong mudn tim hiéu duoc &
moi treong tao ré in vitro nao co thé phat trién bo ré phu hop nhét véi diéu kién & ngoai vudn wom dé thu dwoc
cay giéng phat trién tét va khde manh, két qua thé hién & Bang 4 va Hinh 4.

Hinh 4. Cay con cay Hoa tim Ba Tw nudi cdy in vitro sau khi dwa ra ngoai viwén wom
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Theo dbi két qua sau 4 tuan tréng, ty 1& cay song & nhixng méi trwong MS co bd sung don 1& NAA, IAA va moi
trwdng MS co bo sung két hop NAA/ IAA/ IBA déu thdp hon $0 v&i nhém dbi chirng. Trong khi d6 Cay Hoa tim
Ba Tu duoc cay trén moi truerng MS bd sung IBA cho ty lé sbng cao va cao hon so v&i nhém dbi chirng. Ty &
cay sbng cao nhat & NT6 (0,5 mg/L IBA) v&i 96% cay sdng sét, phat trién nhanh, cady manh khde, 14 xanh dam.

Ket qua nghién clru cla chung toi trong in vitro, & moi trwdng MS ¢é b sung 0,5 mg/L IBA la méi trwdng ré phat
trién t6t nhat cho nén ty 1& sdng clia cay & moi trwdng thuye dia & diéu kién nay 1a tét nhét.

KET LUAN

M6i trieong thich hop nhét cho giai doan nhan nhanh chéi in vitro cay Hoa tim Ba Tw la MS bb sung 2,5 mg/L
BAP, chéi nudi cay trén moi trwdng nay co chat lwgng tt va sb lwgng ch0| tuong d6i nhiéu. Moi trucyng MS c6 bd
sung IBA 0,5 mg/L thich horp nhét dé tao ré. Didu kién phu hop nhét d& dwa cay ra vwon wom la & NT6 véi didu
kién nudi cay in vitro 1a mai trwerng MS bd sung 0,5 mg/L IBA.
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EFFECT OF PLANT GROWTH REGULATORS ON THE ROOTING AND
SHOOT REGENERATION OF PERSIAN VIOLET (EXACUM AFFINE) IN VITRO
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SUMMARY

Persian Violet (Exacum affine) is a not only precious medicinal herb but also decorative plant. In fact, the
propagation of Persian Violet faces many difficulties, such as low rate of srouting by seeds, poor cuttings ability
and limited number of crops. In recent years, micropropagation is an attractive method that scientists pay more
attention to improve those difficulties. In this study, we consider the effects of concentration of plant growth
regulators in proliferation and the rooting of Persian Violet in vitro. Shoot regeneration from stem explant
achieved on MS medium with supplements (0.5 - 3.0 mg/L) BAP and (0.5 - 3.0 mg/L) BAP combined
with 0.5 mg/L NAA. The rooting in vitro of Persian Violet achieved on MS medium with the addition of
NAA/TAA/IBA at different concentrations. MS medium supplement with 2.5 mg/L BAP is the most optimal
concentration for propagation. During the rooting phase, the MS medium supplement with 0.5 mg/L IBA is the
best, this concentration is also the most suitable condition for the plantlets adapted and transplanted successfully
under greenhouse conditions. This result contributes to the development of the Persian Violet propagation on a
large scale for human needs.

Keyworks: Persian Violet (Exacum affine), inviro, propagation, 6-benzylaminopurine (BAP), Indole-3-Butyric Acid (IBA).
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