VIEN KHOA HOC VA CONG NGHE QUOC GIA
VIEN CONG NGHE SINH HOC

PE TAI NCKH CAP NHA NUGC
NGHIEN CUU CONG NGHE TE BAO VA KY THUAT CHI THI PHAN TU

PHUC VU CHON TAO GIONG CAY TRONG
(thuoc Chuong trinh KC 04, ma so KC 04.08)

DE TAI NHANH
SUDUNG CONG NGHE TE BAO THUC VAT
PE PHUC TRANG, NHAN NHANH VA XAY DUNG HE THONG
SAN XUAT GIONG BA KIiCH VA NGUU TAT
CO CHAT LUONG CAO BAT NGUON TU IN VITRO

CNDT: TS PHAM VAN HIEN

Ha Noi - 2005




BOYTE
VIEN DUGC LIEU

BAO CAO KET QUA NGHIEN CUU PE TAI NHANH
CAP NHA NUGC

Tén dé tai nhanh: St dung cong nghé t€ bao thuc vat dé phuc trdng, nhan
nhanh va xay dung hé thong san xuit giong ba kich (Morinda
officinalis How-Rubiaceae) va nguu tat (Achyranthes bidentata
Blume- Amaranthaceae) ¢ chat lugng cao bat ngudn tix in
vitro.

Thuoc dé tai: Nghién ctiu sir dung cong nghé t&€ bao va ky thuat chi thi phan
tir phuc vu chon tao gidng cay trong

Ma so: KC 04-08

Thuéc chuong trinh: Nghién ctu KHCN va phat trién cong nghé sinh hoc
(2001-2005).

Chu tri dé tai: PGS. TSKH. Lé Thi Muoi
Co quan chu tri dé tai: Vién Cong nghé sinh hoc — Vién KH &CN quéc gia
Chu tri dé tai nhanh: TS. Pham Vin Hién

Co quan chu tri dé tai nhanh: Vién Duoc liéu- 3B Quang Trung, Ha Noi.
Dién thoai: 8 252 644 - 8 247 057 - 8 257 904. Fax: 84-4- 8 254 357. E-mail:
imm@{pt.vn

Thoi gian thuc hién: 1/2001- 9/2004.

Tong kinh phi dugc cap: 120 trieu VND

Nhitng nguoi thuc hién chinh:
CN. Vi Hoai Sam
ThS. Nguyén Tran Hy
CN. Ta Nhu Thuc Anh
KS. Tran Thi Lién



A. TOM TAT KET QUA NOI BAT CUA PR TAI

1. Két qua chinh

+ Da x4y dung dugc quy trinh nhan nhanh in vitro cay ba kich tur 1at
cat dot than va ngon chéi véi hé s6 nhan 20*/nam, ty 1€ ra ré in
vitro dat >90%, ty 1é ra ré ex vitro dat 100%, ty 1é song sau khi
ra bau dat 70-80%.

+ Pa xay dung duoc quy trinh nhan nhanh in vitro cay nguu tat tir dot
than va ngon chéi, v6i hé s6 nhan 6°/nam, ty Ié ra ré in vitro
dat 90%, ty 1é song sau khi ra bau dat 70-90% tuy thoi vu.

+ Da tao dugc mo seo cay nguu tét tir goc than va truc dudi 14 mam.

+ Dao tao: 2 k¥ su da tot nghiép (Truong Thi Duyén, Tang Ba Duong,
PHNNI) va 1 cao hoc dang viét (Vi Hoai Sam, DPHKHTN
HN).

+ Pa c6 2 bai bdo dugc dang {1. Vii Hoai Sam et al. Nghién cttu nhan
nhanh in vitro cay ba kich. Bdo cdo khoa hoc, Hoi nghi CNSH
toan quoc 2003, NXB KH&KT, tr, 795-798. 2. Vu Hoai Sam et
al. In vitro propagation of Morinda officinalis How
(Rubiaceae). The Fifth Princess Chulabhorn International
Science Congress: Evolving Genetics and Its Global Impact,
Aug 16-20, 2004, Bangkok. Amarin Printing and Publishing
Public Company Limited, Bangkok, Thailand. Vol. II, p. 141}.

2. Panh gia thuc hién dé tai doi chiéu véi dé cuong nghién citu da duoc
duyét

a. Tién do thuc hién

D3 trién khai thuc hién tat ca cic noi dung nghién ciu ding tién do 1a
36 thang.

b. Thuc hién cdc muc tiéu dé ra

+D06i v6i cay ba kich: da hoan thanh muc tiéu la xay dung duoc quy
trinh nhan nhanh in vitro.

+Dai v6i cay nguu tat: méi hoan thanh khoang 40% muc tiéu. Cu thé,
da xay dung dugc quy trinh nhan nhanh bao toan (true-to-type) va tao duoc
mo seo tir cic bo phan khac nhau (goc than, hypocotyl); chua chon duoc



dong t&€ bao va tai sinh thanh cay. Ly do: mo seo nguu tat tao tir cic nguyén
lieu ¢6 tudi sinh 1y khdc nhau déu bi browning; mic du da xir Iy bang nhiéu
céch nhung van chua khac phuc duoc.

c. Danh gid vé su dung kinh phi
Téng kinh phi duoc cap: 120 trieu VND
D3 quyét toan: 110 triéu (con 10 triéu kinh phi 2004 sap quyét todn)

Viéc chi tiéu va thanh quyét toan da tuan thi ding cac quy dinh hién
hanh. Tuy nhién, kinh phi dugc cap so véi khoi lugng cong viéc 1a qua nho,
céc muc ngan sdch duoc phan bd lai khong can d6i, gay nhiéu trd ngai trong
viéc chi tiéu.

d. Dé xudt lién quan dén dé tai

+Quy trinh nhan nhanh in vitro cay ba kich la cong trinh lan dau tién
dugc xay dung & Viét Nam (ching t6i chua tim duge tai liéu nao cong bo
trén thé gidi vé van dé nay) va c6 thé ting dung vao san xuét. Dé nghi duoc
thir nghiém trong khuon kh6é mot du 4n P trong thoi gian t6i d€ hoan thién va
khang dinh

+Dai véi cay nguu tat, van dé gia hoa clia giong 1a mot hién tugng dac
thu cua Viét Nam (do di thuc tr ving 6n d6i) va vi vay chua dugc nghién ciu
& nudc ngoai. D€ nghi can cé nhitng nghién citu co ban sau hon vé cong
nghé t€ bao va c6 thé tng dung ca cong nghé gien nhim tao ra mot giong
nguu tat phit hop véi diéu kién khi hau cua nudc ta.



B. NOI DUNG BAO CAO KET QUA
DPat van de

1. Cay ba kich

Theo y hoc c6 truyén, ba kich 1a vi thudc ¢6 tac dung bé tri ndo, trg
duong, ich tinh, manh gan c6t, chita cac bénh vé tinh duc, nguoi gia mét moi,
kém an, it ngl nhung khong c6 bi€u hién vé bénh ly. Diac biét, tuy gitp binh
thuong hoa va cai thién tinh duc nhung ba kich khong kich duc, khong cé tac
dung kiéu androgen va khong doc [9]. Gan day, thanh phan hoa hoc [11] va
nhiéu tdc dung dugc 1y méi chia ba kich da dugc phat hién nhu chong stress
[4], chong tram cam [5,12] va chdng oxy hoa [8].

Vi phuong cham “phong bénh hon chita bénh” cua nganh y té€, viéc
nghién cttu san xuét cdc loai thudc bo dé tang cudng stic khoé thudng xuyén
cuia cong dong, gép phan ngan ngira bénh tat ngdy cang tang dugc ddy manh.
Trong boi canh do, ba kich dang tré thanh mot trong nhitng cay thudc ban
dia doc ddo cta nuéc ta. Mit khéc, ba kich lai 1a caychi thich hop dé trong
xen ¢ dat doi, khong canh tranh vé dat véi cac cay trong khéc, vi vay, né cd y
nghia to 16n cho viéc tang thu nhap cho déng bao viing cao.

Truéc nhitng nam 1970, nguon ba kich chi dua vao viéc khai thac tu
nhién tir ritng thudéc mot s tinh phia Bac nhu Tuyén Quang, Yén Bdi, Phi
Tho, Lang Son, Ha Bic, Quang Ninh, Hoa Binh va Ha Tay [2]. Do nhu cau
trong nudc va th€ gidi ngay cang tang nén ba kich moc hoang bi khai thac
ngay cang kiét qué. Mat khac, ring & ving phan bd cta ba kich bi tan pha
nghiém trong khién cdy lam vao tinh trang gan nhu tuyét chung va bi liét vao
sach d6 Viét Nam [1]. Vi vay, viéc nghién ciu trong cay ba kich 1a con
dudng duy nhat dé duy tri va phét trién ngudn thudc quy nay.

Nhung hién nay, viéc nhan giong la mot ton tai, can trd viéc md rong
dién tich trong ba kich. Cay trong sau 15 thang méi c¢6 3,5% s6 cay ra hoa
va sau 22 thang méi ¢ 1,2% s6 cay dau qua. Sau 3 nam, ty 1&€ nay ciing chi
dat khoang 30% va hé s6 nhan giong bang hat chi dat 1,1/nam. Ba kich ciing
c6 thé nhan giong bang canh giam, nhung hé s6 nhan cua phuong phap nay
chi dat 0,61/nam, mac du da st dung cac chat kich thich sinh truéng [3].
T6m lai, cdc phuong phdp nhan giong truyén thdng nhu gieo hat, giam canh
khong thé ddp tng nhu cau vé cay giong dé phat trién trong ba kich, it nhat
trong vong 15 - 20 nam t6i, chua ké dén nhitng han ché ciia phuong phdp nay
doi véi su sinh trudng, phat trién, nang suat va chét luong clia cay trong. Vi



vy, viéc st dung cong nghé t€ bao thuc vat dé€ nhan nhanh ba kich 1a yéu
cau rat cap bach.

2. Cay nguu tat

Ré& cl nguu tit 12 vi thuc quan trong va phd bién trong y hoc ¢
truyén, rat cong hiéu doi v6i cdc bénh ¢6 can nguyén tir gan, than, dau lung,
moi goi, viem thdp da khdp, chan tay co quap, bai liét...Nguu tit c¢6 mat
trong hang tram bai thuéc dong y khac nhau va da duoc bao ché thanh céac
dang thudc Iuu hanh rong rai trén thi trudng nhu vién Bidentin dung dé chita
tang cholesterol mau, roi loan lipoprotein mau, cao huyét ap, vién Dentonin
chita viém lgi va viém quanh rang [10].

La mot cay di thuc (1960) da trd thanh cay ban dia, nguu tat duoc
trong trén quy mo 16n & déng bang va trung du Bic bo trong co ciu cay trong
vu dong véi san luong hang ngan tan, dat hiéu qua cao hon nhiéu cay rau
mau vu dong khac. Tuy nhién, mdy nam gin day, trong khi nhu ciu trong
nudc va th€ gidi ngay cang tang thi dién tich trong nguu tét lai dan bi thu
hep. Nguyén nhan dan dén tinh trang nay 1a giong nguu tét bi thoai hoa theo
chiéu huéng ra hoa sém, ctii nho, nhi€u x0, nang sut giam va vi vay 1am nan
long nguoi trong do hiéu qua kinh t€ thap.

Binh thudng, nguu tit gieo trong vao thdng 9-10, dén khi sap thu
hoach (thang 4-5 nam sau ) méi ra hoa. Nhung hién nay, cdy trong sau 2-3
thdng da ra hoa (thang 12-1) tham chi ¢c6 nam cay ra hoa vao thang 11. Viéc
phuc trang va thi€t 14p mot hé thong san xuat hat giéng nguu tat cé chat
luong cao 1a mot nhu cau bic xic. Cho dén nay, chua cé cong trinh nao
nghién cttu dé€ giai quyét van dé nay mot cach triét dé dé tng dung vao san
xuat.



Doi tuong va phuong phap nghién ciru

1. Doi tuong nghién ciu:

Giong ba kich (3 nam tudi) duoc 1ay tir vuon giong & Thanh Hod thuoc
dé tai KHYD 02-21R do Bo Y té€ quan ly. Giong nguu tat dugc 14y tir Trung
tam nghién ctu trong va ché bién cay thuéc Ha Noi — Vién Dugc liéu. Giong
nay dang dugc dung trong san xuat duoc liéu ¢ dong bang va trung du Bac
bo.

2. Phuong phap nghién ciru:

La nhitng phuong phdp phé bién trong nudi cdy mo - t€ bao thuc vat.

a. Ba kich: Ngon cho6i va dot than (dai 1-1,5 cm) 14y tir cay ba kich 3
nam tudi trong ngoai dong duoc rira sach bing nudc xa phong loang, ngam
thuoc diét nam va khir tring bé mat bang HgCl, 0,07% trong 10 phdt, trang
lai nhiéu 1an bang nuGc cat vo tring, roi cdy vao moi truong dinh dudng
Murashige va Skoog (MS) [6]. C4c chat diéu hoa sinh trudng dugc bd sung
vao moi trudng co ban véi cdc t6 hop va nong do khac nhau. Noéng do thach
duoc dung & 6,5 g/1. Tat ca cdc moi truong déu duge diéu chinh dén pH=5,8
tru6c khi cho thach va hap vo tring & 116 C°, 4p suit 0,8kg/cm?® trong 40
phdt. Mbi cong thiic thi nghiém dugc quan sét it nhat 12 mau.

b. Nguu tdt: Poan goc than (thudng goi 1a ving mdt cua) dugc 1ay
truéc khi mam ngu phat dong, khir tring va nuoi cdy tuong tu nhu ba kich.
Riéng hypocotyl dugc tao ra nhu sau: Hat nguu tit duogc cho ndy mam trén
gidy 4m trong dia petri dit trong t6i hoan toan. Khi cay con dai 1,5-2 cm,
tach 14y cac doan hypocotyl, mbi doan dai 0,3-0,4 cm, khir triing bé mat va
cay vao moi truong dinh dudng.

c. Phong nuoi: Puoc duy tri & nhiét do 25-27°C, do 4m < 70%, cudng

do chiéu sang 2000 lux véi chu ky chiéu sang 14 gio/ngay. S6 liéu duoc xu
ly theo Microsoft Excel (Anova).



Két qua nghién ciru
I. Cay ba kich
1. Tai sinh choi so cap in vitro

Khong c6 ngon chéi nao 14y tir ciy in vivo 3 nam tudi song sot sau khi
khtr triing & cac nong do HgCl, va thoi gian khac nhau. Chi ¢6 20-30% s6 dot
than (single-node stem cuttings) song va tai sinh dugc 1-2 choi nach trong
moi truong MS c6 agar chira 0.5 mg/I kinetin (Kin) (anh 1). Méi truong nay
dugc sur dung dé tao ra s6 chéi so cap du 16n dé phuc vu cho cic nghién ctiu
ti€p theo.

Anh 1. Chéi ba kich so cdp tdi sinh tir 4t cit d6t than trén moi trudng
MS + 0,5 mg/l Kin. Anh chup 4 tudn sau khi cdy.

2. Nhan nhanh choi

Ngon choéi va dot than dai khoang 1 cm 14y tr choi in vitro dugc cay
vao moi truong dinh dudng gdm khoang, vitamin, duong, thach theo MS c6
b6 sung BAP vdéi cic néng do 0,5; 1; 2; 3 va 5 mg/l. Két qua theo doi 75
ngay sau khi cdy dugc tring bay & bang 1.



Bang 1: Anh hudng clia BAP dén kha ning tai sinh cum chéi ctia ngon chéi
va dot than ba kich in vitro trong méi truong MS cé thach

BAP (mgny 1) € Pinh t(h(;of)lh CUM S5 chéi/ldt cat o (i%hm
Ngon choi
0,5 100 6,92 £3,58* 5,50+£2,61
1,0 100 9,75 +4,45° 4,64+2,86
2,0 100 8,38 £4,96* 4,04%£2,15
3,0 100 18,80 £8,99°¢ 3,76£1,93
5,0 100 9,69 +6,96° 3,35+2,37
Lat cat dot than
0,5 100 8,87 £4,12% 5,62+2,01
1,0 100 12,22 +4,89° 4,54+1,94
2,0 100 10,60 +4,72 4,10+1,76
3,0 100 23,52 £9,26° 3,68+1,32
5,0 100 14,00 £6,71° 3,21+£2,08

Cdc 5o trung binh trong ciing mot cot duoc danh ddu bang cing mot chit cdi khdc nhau khong cé
¥ nghia thong ké ¢ miic xdc sudt 5% theo Duncan’s multiple range test.

Cum chéi hinh thanh & tat ca cdc moi truong nuoi cdy sau khoang 20
ngay nuoi cdy. Lic dau, mot khoi mo seo nho xuét hién & mat dudi cta lat
cat, sau d6 nhiéu chéi bat dau hinh thanh tir ndch cua lat cat dot than hoac
nach thap nhat cua ngon choéi. Sau doé, choéi ciing duoc tai sinh tir nhitng choi
phu trong khéi mo seo (adventitious shoots). Nhu vay, choi duge hinh thanh
ca bang con duong truc ti€p tir choi ndch va con dudng gidn ti€p thong qua
moo seo. SO chdi/lat cat cao nhat (18.80 £ 8.99 chdi tir ngon chdi va 23.52 +
9.26 choi tir 14t cat dot than) dat dugec & moi truong MS chia 3.0 mg/l1 BAP.
Ngon chéi té ra kém hon 14t cat dot than trong viéc tdi sinh chdéi (anh 2).
Diéu nay c6 thé do ngon chdi con chiu anh hudng ctia vu thé ngon.



Anh 2. Cum chéi ba kich t4i sinh tir d6t than (hang trén) va tir ngon choi
(hang du6i) trong moi truong MS + 3,0 mg/l BAP.
Anh chup 60 ngay sau khi céy.

Khi ting nong do BAP 1én ngudng t6i uu (3mg/1), chiéu cao cta choi
giam din, nhung van dat chiéu cao cin thiét cho viéc tach chéi dé cay
truyén. Vuot qui ngudng nay, ca s6 choi/mau 1an chiéu cao cta choéi déu
giam va bat ddu c6 hién tuogng mong nudc (vitrification). Can ct vao két qua
thi nghiém nay, ching t6i da chon moi trudng MS + 3mg/l BAP dé€ tao cum
chéi ba kich. O moi trudng nay, tuy hé s6 nhan chéi dat cao nhét nhung do
bién dong giita cdc mau tuong d6i 16n, thé hién & do léch chuén cao. Thuc t€
c6 nhiing mau cho dén 40 choi, nhung c¢6 mau chi dat 5-7 cho6i. Muon tiang
hé s6 nhan, can nghién citu ting d6 dong déu cua mau.

Sau khi thu hoach tat ca cac dot than va ngon choi, phan gdéc con lai
ctia cum ciing duoc cdy truyén & moi lan cdy. Ddng chi y 1a khoi mo nay
ngay cang to va cho nhiéu chéi hon. Cum chéi tdi sinh tir cic goc nay thuong
sinh truéng nhanh, khoé, 14 to hon so véi choéi tai sinh tir dot than va ngon
choi (anh 3).



Anh 3. Cum chéi ba kich tai sinh tir ngon chéi (trdi), dot than (giita) va phan
goc (phai) trong moi truong MS + 3,0 mg/l BAP.
Anh chup 60 ngay sau khi cdy.

3. Taoreé

Céc choi don (déu khong c6 ré) dai it nhat 3 cm, ¢6 3 doi 14 trd 1én
dugc tdch tir cum chéi in vitro dé nghién ciu tao ré.

a/ Tao ré in vitro

Tdc dung cua cdc chdt diéu tiét sinh trudng: Trong moi truong MS co
thach, ca a-naphthaleneacetic acid (NAA) va indole 3-butyric acid (IBA)
déu tc ché su ra ré cua ba bich tuy thuoc vao nong do (bang 2). Phoi hop ca
hai auxin ciing c6 tac dung tuong tu (bang 3). Hién tugng duong nhu trai quy
luat nay dugc khang dinh thong qua viéc bé sung mot lugng nhd kinetin, khi
ty 1é ra ré duoc cai thién (hai t6 hop cudi bang 3). Diéu nay c6 thé do luong
cytokinin ndi sinh ctia choéi ba kich in vitro kha cao. Trong moi trudng MS
khong chita auxin, ty 1é ra ré dat cao nhat, nhung ciing chi nam trong khoang
50-60%.



Bang 2. Tac dung ctia NAA va IBA d6i v6i qua trinh ra ré in vitro cua
ba kich

Thanh phan moi truong Ty 1é ra ré (%), Ty 1é ra ré (%),
30 ngay sau cdy 60 ngay sau cdy,

MS 56,3 66,7
MS + 0,1mg/l NAA 47,1 64,7
MS + 0,5mg/l NAA 31,3 43,8
MS + 0,1mg/l IBA 56,3 56,3
MS + 0,5mg/l IBA 50,0 50,0
Bang 3. Kiém tra tac dung tic ché ra ré ba kich in vitro cia NAA va IBA
Thanh phan moi trudng Ty 1é ra ré (%),
30 ngay sau cay
MS 62,5
MS + 0,05 mg/l NAA + 0,05 mg/l IBA 58,8
MS + 0,05 mg/l NAA + 0,1 mg/l IBA 47,1
MS + 0,1 mg/l NAA + 0,05 mg/l IBA 42,4
MS + 0,1 mg/l NAA + 0,1 mg/l IBA 33,3
MS + 0,1 mg/l NAA + 0,1 mg/l IBA + 0,05 mg/l Kin 42,1

Tdc dung cia nong do khodng: Bang 4 cho thady, trong moi truong
khong c6 auxin, giam nong do khoang da lugng lam tang ty 1é ra ré€ mot cach
¢ y nghia thong ké tuy theo nong do. O moi truong 1/4MS da c6 hon 90%
sO choi ra ré (anh 4).

Béang 4. Tac dung cua nong d6 khodng doi véi qua trinh ra ré ba kich in vitro

Thanh phan moéi Ty 1€ ra ré (%, trung binh ctia 4 1an thi nghiém),

truong 30 ngay sau cay
MS 78.8+10.3°
1/2MS 85.3+5.3°

1/4 MS 94.5+£3.9°¢




Anh 4. Tao r& in vitro chéi ba kich trong moi trudng 1/4MS khong bd sung
auxin. Anh chup 30 ngay sau khi cay.

Sau khi rlra sach moi trudng, cdy con in vitro dugc chuyén vao bau
nylon chita hon hop dat mau, trau hun va phan muc (6:2:1) va nudi trong
16ng nylon tu tao ¢6 phun suong véi tan suét 15 phit, gio. Trung binh, s6 cay
song dat 70 — 80% tuy theo thoi diém ra cay, tir thang 3 dén thdng 9 trong
diéu kién thoi tiét 6 Ha Noi.

b/ Tao ré ex vitro

Chéi in vitro xu 1y v6i dung dich 1,000 mg/l IBA bing phuong phap
nhing nhanh (quick-deep) dugc cay vao bau nylon va nuoi trong di€u kién
nhu trén. Trong thoi gian tr thang 3 dén thang 5 & Ha Noi, 100% s6 choi ra
ré chi sau 7-10 ngay va tiép tuc sinh trudng, phat trién tot (anh 5).



Anh 5. Cay ba kich ra ré ex vitro va sinh trudng trong bau. Anh chup 90
ngay sau khi cay

Quy trinh nhan nhanh in vitro cay ba kich

Ti nhitng két qua nghién ctu trén day, ching toi d€ xuat mot quy trinh
nhan nhanh in vitro cay ba kich theo so do sau:

L4t cat dot than in vivo

Khir tring 0,07‘% HgCl,, 10 phat

Tai sinh choi so cap
MS + 0.5 me/l Kin

l

Nhan nhanh cum chéi bang
14t cat dot than va ngon chai,
MS + 3.0 mg/l BAP

'

Téach choi don tir cum choi

o

Tao ré in vitro (vao mua dong) " : R
N . . Tao ré ex vitro trong bau
1/4MS khong c6 auxin R . . LS
(vao mua xuan. heé va thu)
Ra bau

Theo tinh todn, hé s6 nhan clia quy trinh nay dat trung binh 20*/nam.



II. Cay nguu tat
1. Nhan nhanbh in vitro bang phuong phap tai sinh truc tiép

Nguu tat 1a cay c¢6 nhiéu hat va nhan giong kha dé dang bang hat. Muc
tieu clia chiing toi 1a thiét 1ap quy trinh nhan nhanh in vitro khong phai dé
trong 14y dugc liéu ma dé phuc vu cho viéc nhan nhanh céc c4 thé dau dong
dugc chon tao sau nay. Céc cd thé nay s& dugc trong dé thu hat giéng, sau d6
dung hat giong dé trong 14y dugc liéu theo cach 1am thong thuong.

a. Tao cay in vitro so cap

Pé tao cay in vitro so cap phuc vu cho nhitng thi nghiém nay, ching
toi da dung doan goc than (dai 1-1,5 cm) ¢6 chita chdi ngl (mét cua) 14y tir
cay in vivo trudc khi choi phat 16, khir tring va cdy vao cidc moi truong khac
nhau. K&t qua duoc trinh bay trong bang 5.

Bdng 5: Su phat sinh hinh thai ctia choi goc, 40 ngay sau khi cay

Thanh phan moi truong Tyle Tyle Tyl Ghi chu
choi & (%) mo seo
(%) (%)
MS + 0,1 mg/l IBA 100 100 20 Choi nhdé dan
MS + 0,5 mg/l IBA 100 100 35 theo nong do
MS + 1 mg/l IBA 100 100 60 cia IBA va
MS+1 mg/l IBA+0,2 mg/IBAP 90 80 100 BAP
MS+1 mg/l IBA+0,5 mg/IBAP 75 40 100

Bang 5 cho thay:

-IBA ¢6 tac dung kich thich sinh truéng cta choi ngu, tic dung nay
giam theo nong do trong khoang da thir. Khong thiy xuat hién cac choi méi
ma chi ¢6 cic choi sdn ¢6 & goc (mit cua) ti€p tuc sinh trudng véi mitc do
khac nhau tuy theo nong do ctia IBA.

-Khi b6 sung BAP vao moi trudng ¢6 IBA, chéi khong nhiing khong
sinh truong manh thém ma cé chiéu huéng giam di. Dicu nay cho thiy tac
dung kich thich sinh truéng choi cta IBA thuc chét 1a hé qua cua viéc kich
thich hinh thanh ré. Dau tién, IBA phat dong su hinh thanh ré (tir khéi mo
seo), sau do céc ré nay tong hop nén cytokinin ndi sinh dé kich thich sinh
trudng cta choi. Quy luét cé vé bat thuong nay cling da duoc quan sat thay
trén cac doi tugng khac nhu Dioscorea floribunda [, Solanum hainanense [].

-IBA ciing ¢6 tac dung kich thich hinh thanh mo6 seo. Nhung mo seo
thuc chit dugc hinh thanh tir gian d6t (internode) & phan goc. B6 sung thém
BAP, mo seo hinh thanh va phét trién manh hon. Pay Ia tic dung cong



huéng (synergic action) giita hai nhom auxin va cytokinin doi véi qua trinh
phét sinh mo seo.

T6ém lai, choi trong cdc moi trudng ndi trén déu duoc tai sinh truc tiép
tir nhitng choi ngl sdn ¢6 trong mo cdy nén vé€ nguyén tac, cdc choi nay déu
true-to-type. Tuy nhién, moi trudng thich hop nhét dé tao chéi so cap 1a MS
+ 0,1mg/l IBA. O moi trudng ndy, chdi sinh trudng manh nhat va it mo seo
nhat.

b. Nhan nhanh

Ngon choi va dét than cta cay nguu tat in vitro (dai 1-1,5 cm) dugc cay
vao cdc moi truong chita IBA & nhitng nong do khac nhau. Thong thuong, do
man cam d6i v6i chiat DTST ctia mo thuc vat tang 1én trong qua trinh nuoi
cdy. Vi vay, 0 giai doan nay chiing t6i di giam nong do ctia IBA nham han
ché kha nang hinh thanh mo seo. Két qua thi nghiém dugc trinh bay & bang
6.

Bdng 6: Su phat sinh hinh théi cta d6t than va ngon choi 1ay tir cAy nguu tat
in vitro so cap (quan sat 40 ngay sau khi cay)

Tyléra  Chiéu S6 S6 Ty 1é
Moi trudong ré (%) cao cdy mam/cay dot/cay mo seo
(cm) (%)

Dot thin
MS + 0,05 mg/1 IBA 100 - 2 - 100
MS + 0,025 mg/l IBA 100 - 2 - 100
MS 90 7,65+0,6 2 6,00,8 0
Ngon choi
MS + 0,05 mg/1 IBA 100 - 1 - 100
MS + 0,025 mg/1 IBA 100 - 1 - 100
MS 90 9,65+0,7 1 3,240,5 0

Bang 6 cho thdy dé nhan nhanh in vitro nguu tat, tot nhat chi nén dung
moi trudng MS khong c6 chat diéu tiét sinh trudng. O moi trudng nay, tuy ty
1¢ ra ré chi dat 90% nhung cay hoan toan khong c6 moé seo (anh 6). Pay la
yéu ciu quan trong nhit trong viéc nhan bao toan cac tinh trang ban dau cta
giong. Cay nhan trong moi truong nay khong can phai qua giai doan tao ré
va c6 thé chuyén thang ra bau.



Anh 6. Cay nguu tit in vitro nhan tir d6t than trong moi trudng
MS khong c6 chat DTST. Anh chup 20 ngdy sau khi cdy.

¢. Chuyén cay ra vuon uom

Sau 30 ngay nuoi trong Ong
nghiém, cay nguu tat con dugc
chuyén ra vudn wom theo phuong
phap nhu sau: Cay con duoc rua sach
khoi moi trudong bam trén ré, sau do
trong trén gid thé gdém céat + dat +
phan muc (1:1:1) trong khay va dat
trong nha ludi, tué 4m hang ngay.

Sau 7-8 ngay, cay bat dau hoi
xanh, ra ré méi va ti€p tuc sinh
truong binh thuong. Ngay ca khi dua
cay vao thoi diém (mua he) khong
phu hop véi thoi vu binh thuong cua
nguu tat nhung cay van séng vdi ty 1é
>70%, ching t6 cay nhan theo
phuong phdp trinh bay trén day cé
stic song rat tot (anh 7).

Anh 7. Cay nguu tat in vitro ngoai
vuon wom ( 75 ngay tuoi)



2. Nghién citu tao moé seo nguu tat

a/ Tw gian dot thdan

Poan gitta dot than (gian d6t, internode) khong chita choi nach dai
0,3-0,5cm lay tir phan goc cay ngoai dong rudng trudc giai doan “mat cua”
duogc cdy vao cac moi trudng khac nhau dé tao mo seo. Két qua duoc trinh
bay ¢ bang 7 va anh 8.

Bang 7. Anh hudng cta céc chat DTST dén su hinh thanh mo seo tir
gian dot than nguu tit (30 ngay sau cay)

Thanh phan moi truong Ty 1€ hinh thanh mo6 seo Ghi cha
(%)
MS+1mg/INAA 100 Xop
MS+1mg/INAA+0,2mg/IBAP 100 Rén, ndi cuc
MS+1mg/1 2,4-D 100 Mong nuéc
MS+1mg/l 2,4-D+0,2mg/IBAP 100 Xop

Két qua cho thdy ca 4 moi
truong trén déu cé tic dung kich
thich hinh thanh moé seo. V&i muc
dich tao ra mo seo dé tdi sinh thanh
cay sau nay, ching t61 da chon moi
truong MS + 1 mg/l NAA +0,2 mg/l
BAP. O moi trudng ndy, mo seo rin
hon va c6 nhiing cau tric dang cuc.
Theo kinh nghiém, day la dang mo
seo c6 kha nang tai sinh cao.

Anh 8. Anh hudng cia céc chat
DTST dén su hinh thanh mo seo tir
gian dot than nguu tat. Tu trai sang
phai: MS+1mg/INAA; MS + 1 mg/l
NAA + 0,2 mg/l BAP; MS+1mg/l
2,4-D; MS + 1mg/l 2,4-D + 0,2 mg/I
BAP.



Tuy nhién, mo seo nguu tat nhanh chéng bi hoa nau trong qua trinh
cdly chuyén, mic du da thir bo sung cdc chat chong oxy hod nhu acid
ascorbic, acid citric, thay saccharose bing glucose va cdc chat hap phu nhu
than hoat va polyvinylpyrrolidon véi cac nong do khac nhau. Vi vay, ching
toi da thur tao mo seo tir hypocotyl — loai mo ¢6 tinh chat phoi sinh cao hon.

b/ Tw hypocotyl

Hat nguu tit duoc 0 nay mam trén gidy tham trong dia petri dat trong
budng t6i. Sau 15 ngay, khi cay con dai 2-2,5 cm, cit 14y cdc doan hypocotyl
dai 0,3-0,5 cm, x{r Iy vo tring va cdy vao cdc moi truong khac nhau. Moi
cong thic gom 20 mau. Két qua duoc trinh bay & bang 8.

Bang 8. Tac dung cua IBA t6i qud trinh hinh thanh mo sco tur
hypocotyl nguu tat (30 ngay sau khi cay).

Thanh phan moi truong Ty 1€ hinh thanh Ghi chd
mo seo (%)

MS + 0,5mg/IIBA 100 Mau nau den, nhé nhu hat
dau

MS +1mg/l IBA 100 Mau vang nau, to bang hat
lac, ¢6 1 mau tai sinh thanh
1 cay

MS +1,5mg/l IBA 100 Mau nhat, to bang hat lac,
hoi mong nuéc

MS + 2mg/l IBA 100 Mau sam, to bang hat lac,

mong nudc, nhiéu ré

Bang 8 cho thdy moi truong MS +1mg/l IBA 1a moi truong thich hgp
nhat dé tao mo seo tir hypocotyl nguu tit. Chiing t6i da ding moi trudng nay
dé tao ra mo seo phuc vu cho viéc cdy truyén. Nhung chi sau 12-15 ngy, cdc
khdi mo seo niy déu bi hod nau (anh 9). Ap dung tét ca cdc bién phap nhu da
dung d6i v6i mo seo tir gian dot than déu khong khac phuc dugce hién tugng
nay.



Anh 9. M6 seo nguu tat tir hypocotyl trong moi trudng MS +1mg/l IBA
(20 ngay sau cay)



Két luan chung

Cdy ba kich

1.

Chéi in vitro tdi sinh thuéan 1gi nhat tir 1at cat dot than trong moi trudng
MS + 0,5 mg/1 Kin.

Moi trudng tot nhat dé nhan nhanh cum chéi tir ngon chéi va lat cét
d6t than 12 MS + 3,0 mg/l BAP.

. Choi in vitro ra ré in vitro t6t nhat (>90%) trong moi truong 1/4MS

khong chita chat DTST. Tu thang 3 dén thang 5 & di€u kién thoi tiét
Ha Noi, chéi in vitro c6 thé xt 1y cho ra ré ex vitro dat 100%.

Cay in vitro dat ty 1¢ séng 70-80% tuy theo thoi diém ra cay, cay ra ré
ex vitro dat ty 1¢ song 100%.

Cady nguu tdt

5.
6.

Moi truong tao chdi in vitro so cap tot nhat 1a MS + 0,1 mg/I IBA.

Moi trudng tot nhat d€ nhan nhanh va tao ré tir 14t cat dot than va ngon
choi 1a MS khong ¢6 chat DTST. & moi truong nay, ty 1€ ra ré chi dat
90% nhung cay khoé, khong kém theo mo seo va dat ty 1€ song 100%
khi chuyén ra vudn uom.

. C6 thé tao mo seo tlr gian dot than trong moi trudng MS + Img/l NAA

+ 0,2mg/l BAP va tir hypocotyl trong moi truong MS +1mg/1 IBA.

Mo seo nguu tat tir ca hai nguon nguyén liéu déu bi hod nau trong qua
trinh cdy chuyén. Chua tim duoc bién phdp khac phuc.
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I - Gidi thi€u chung

1. Cay ba kich (Morinda officinalis. How — Rubiaceae)

Theo y hoc ) truyén, ba kich 1a vj thube c6 tac dung bo tri ndo, tro
duong, ich tinh, manh géan cbt, chita cac bénh vé tinh duc, nguoi gia mét
moi, kém an, it ngd nhung khong co biéu hién vé bénh ly. Pac biét, tuy
gitp binh thuong hoa va cai thién tinh duc nhung ba kich khdong kich duc,
khong co tac dung kiéu androgen va khong doc. Gan day, thanh phan hoa
hoc va nhiéu tac dung duoc 1y mdi cia ba kich da dugc phat hién nhu
chéng stress, chong trAm cam, va chéng oxy hoa.

Véi phuong tram “phong bénh hon chita bénh” ctia nganh y té, viéc
nghién ctru san xuit cac loai thudc bo dé ting cuong stc khoe thuong
xuyén cta cong doéng, gop phan ngin ngira bénh tit ngdy cang dugc day
manh. Trong bdi canh d06, ba kich dang tré thanh mét trong nhiing ciy
thudc ban dia doc ddo cua nude ta. Mat khac, ba kich lai 1a cay chi thich
hop dé trong xen & dat d6i, khong canh tranh vé dat vdi cc cay trong khac,
vi vy, n6 co y nghia to 10n trong viéc tang thu nhap cho dong bao ving
cao.

Trudc nhing nam 1970, nguodn ba kich chi dya vao viéc khai thac tu
nhién tir rimg thudc mot sd tinh phia Bic nhu Tuyén Quang, Yén Bai, Phu
Tho, Lang Son, Ha Bic, Quang Ninh, Hoa Binh va Ha Tay. Do nhu ciu
trong nudc va thé gidi ngdy cang ting nén ba kich moc hoang bi khai thac
ngay cang kiét qué¢. Mat khac, ring ¢ vung phan b cua ba kich bi tan pha
nghiém trong khién cdy 1am vao tinh trang gan nhu tuyét chung va bi liét
vao sach do Viét Nam. Vi vdy, viéc nghién ctru trong cay ba kich 1a con
duong duy nhit dé duy tri va phat trlen nguon thuoc quy nay.

Nhung hién nay, viéc nhan giong 1a mot ton tai, can trd viéc mo rong
dién tich trong ba kich. Cay trong sau 15 thang méi c6 3,5 % sb cay ra hoa
va sau 22 thang mdi ¢ 1,2 % sb cdy dau qua. Sau 3 nam, ty 1& nay ciing chi
dat khoang 30 % va hé s6 nhan giéng béng hat chi dat 1,1/nam (thu hat cia
1 ha du dé trong 1,1 ha). Ba kich ciing c6 thé nhan giéng bang canh giam,
nhung hé s6 nhan cua phuong phép nay chi dat 0,61/nam (thu canh cia 1
ha du dé trong 0,65 ha), mic du da sir dung cac chat kich thich sinh truong.
Tom lai, cac phuong phap nhan glong truyen thong nhu gieo hat, giam
canh khong thé dép ung nhu cu vé cay giong dé phat trién trong ba kich, it
nhat trong vong 15 — 20 nam tdi, chua ke dén nhing han ché cta phuong
phap nay d6i voi su sinh trudng, phat trlen nang suit va chat lugng cua cay
giong. Vi vay, viéc str dung cong nghe té bao thuc vt dé nhan nhanh ba
kich 13 yéu cau rat cap bach.



2. Cay nguu tat (Achyranthes bidentata Blume — Amaranthaceae)

R& cu nguu tat 1a vi thuéc quan trong va phd bién trong y hoc ¢b
truyén, rat cong hiéu déi véi cac bénh co can nguyén tir gan, than nhu dau
lung, méi géi, viém thép da khép, chan tay co quép, bai liét...Nguu tat co
mit trong hang trim bai thudc dong y khac nhau va di duoc bao ché thanh
cac dang thudc luu hanh rong ri trén thi truong nhu vién Bidentin dung dé
chita ting cholesterol mau, rdi loan lipoprotein mau, cao huyét ap; vién
Dentonin chita viém 1gi va viém quanh rang.

La mot cay di thuc (1960) da tro thanh cay ban dia, nguu téit dugc
trong trén quy md 16n & dong bang va trung du Bic bo trong co cau cay
trong vu dong vai san luong hang ngan tan, dat hiéu qua cao hon nhiéu cay
rau mau vy dong khac. Tuy nhién, may nam gan day, trong khi nhu cau
trong nudc va thé giéi ngay cang tang thi dién tich trong nguu tat lai giam
dan do cdy bi thoai hoa theo chiéu hudng ra hoa sém, cu nho, nhiéu xo,
nang suat giam va vi vy, hiéu qua kinh té thap.

Binh thuong, nguu tat gieo trong vao thang 9 — 10, dén khi sap thu
hoach (thang 4-5 nim sau) méi ra hoa. Nhung hién nay, cdy trong sau 2-3
thang dé ra hoa (thang 12-1) thdm chi ¢6 nam cay ra hoa vao thang 11.
Viéc phuc trang va thiét 1ap mot he théng san xuat hat giébng nguu tat co
chat luong cao 1a mot nhu cau btic xtic. Cho dén nay, chua co cong trinh
nao nghién ctru dé giai quyét van dé nay mot cach triét dé dé ung dung vao
san xuat.

IT - Dia chi ap dung

Céc don vi san xuat giong, san xuat dugc li¢u. Pac bi¢t thich hop vai
cac phong nuoi cdy md cua cac tinh mién nti va trung du Viét Nam.

III — Trang thiét bi, hoa chat

1. Trang thiét bi:

Trang thiét bi cia mot phong nudi cdy mo co ban gdm tii cay laminar, ndi
hap, may cat nudc, may do pH, 6ng nghiém va binh tam giac thuy tinh chiu
nhiét, va cac dung cu dé thao tac khi pha méi truong (6ng dong) va khi ciy
mau trong ti cdy (dao, kéo, panh, dia petri).

Phong nudi duoc duy tri ¢ nhiét d6 25-27°C, 6 am < 70 %, cuong do
chiéu sang 2000 lux véi chu ky chiéu sang 14 gio/ngay.

2. Thanh phin méi treomg: theo méi trudng ciia Murashige va Skooge ndm
1962 (MS).



Chuan bj cac dung dich me: Cac chat khoang duoc pha thanh cac dung
dich me:

MSI1 NH4NO; 33¢g
KNO; 38 g
CaCl,.2H,0 88¢g Pha trong 2 lit
KH2P04 3,4 g
MS2 FeS0O,.7H,0 2,785 ¢
EDTA 3,725 g } Pha trong 0,5 lit
MS3 H;BO; 310 mg
MnSO, 1115 mg
ZnS0O, 430 mg
KI 41,5mg ) Phatrong 0,5 lit
NazMOO4 12,5 mg
CuSOy4 1,25 mg
CoCl, 1,25 mg

Céc dung dich me dugc bao quan trong tu lanh. Khi pha méi trudng, do
mot luong nudc cat bang 2/3 thé tich can pha vao mot coc, binh thuy tinh
hoac n61 nhdm/inox, réi cho thém cac dung dich me véi lugng nhu sau:

MS1: 100 ml
MS2: 5 ml
MS3: 10 ml

Sau d6, cho vao modi lit moi trudng cac chat véi ndong do twong tmg dudi
day:

Pyridoxin (VTM Bg) 0,5 mg )

A. nicotinic 0,5 mg

Thiamin (VIM B1) 0,1 mg VTM

Glicin 3 mg '

Adenin 5 mg

Inositol 100 mg J

Puong sucrose Tuy theo giai doan (s&€ ghi cu thé & phan sau).

Céc chét diéu tiét sinh trudong (voi ndng do tuy theo giai doan):
Cytokinin: 6- benzyladenin purin (BAP); kinetin (Kn)
Auxin: B-indol butiric acid (IBA); a-naphtyl acetic acid (o — NAA)
Dung dung dich 0,1N HCI hoac 0,1 KOH chinh d¢ pH dén 5,8.



Sau do, thém:

Thach (agar) 7 g/l

Than hoat tinh (THT) 0,5 g/l.

Pun s6i nho lira va khudy thuong xuyén dén khi tan hét thach. P6 moi
truong vao ong nghiém hodc binh céy v6i lugng theo yéu cau, nut lai va
khu trung o 116°C, ap suét 0,8 kg/cm trong 40 phat. Khi hét thoi gian khur
tring, 1dy moi truong ra khoi noi hap, mang vao phong ciy dé ¢ dinh cho
moi trudng ngudi dan va dong lai.

IV — Qui trinh
1- Cay ba kich

Budc 1: Ly mau:

Chon canh non, khoé, khong bi sdu bénh, bo 14. Néu mang di xa, phai
nhing vao nudc sach, boc trong gidy bao, bé vao tii nylon budc kin dé giir cho canh
khong bi héo. Tranh lam giap nat canh.

Budc 2: Trude khi khir tring mau, can khoi dong tu cly (laminair) dé may
lam viéc it nhat 30 phat. Cac dung cu dung dé thao tac trong tii cy nhu coc
thuy tinh hodc binh tam gidc miéng rong, dao, kéo, panh phai dugc hap vo
trung.

Khtr tring mau:

Long cua ba kich kha dai, vi vay, nén cit canh thanh nhitng doan dai
3-4cm, mdi doan chira mot dt & khoang giira. Rira sach bui dat b'flng nudc
may, ngdm trong nudc xa phong loang tur 10 -12 phut va lac déu, sau do,
trang sach bang nudc vo trung. Pua mau vao tu cay, chuyen sang coc thuy
tinh hodc binh tam gidc miéng rong, trang miu bang con 75%, d6 dung
dich HgCl, 0,07 % vao va ngam trong 10 phut, sau do, trang lai nhiéu lan
bang nudc cat vo trung. Khi cay, cat bé hai ddu mau (va phan ngoai cong 14,
gﬁn sat dén dot than), chi dé lai mot doan dai 1-1,5cm chira d6t than/mét
ngi & khoang giira rdi cdy vao méi trudng dinh dudng.

Budc 3: Cay khoi dong
Mau sau khi dugc khtr tring cdy vao moéi trudng :(BS1)
MS + VIM + 30 g/l duwdng + 0,7 g/l thach + 0,5 mg/l Kn + pH 5,8.
Sau 8 tuan , tir mi dot than phat sinh ra 2 chdi nach ¢ 2 nach 14 cua dét
than . Sau 16 tuan chdi du 16n dé cay truyén.

Budc 4: Giai doan nhan nhanh



Cit cac choi thu duoc o giai doan khoi dong thanh timg ngon va
ting dot than riéng 1é (khoang lcm), cay ca 3 loai mau: ngon, dot va phan
gbc con lai vao méi truong BS2:

MS + VIM + 3 mg/l BAP + 30 g/l duwong + 7mg/1 thach + pH 5,8

Sau 12 tudn nudi cdy, trung binh mdi miu cho khoang 20 chdi, voi

chiéu cao mdi chdi tir 2-5cm.

Budc 5: Giai doan tao cay hoan chinh

Tach cac choi dat tiéu chuan tir 3-4 d6t than tré 1én cdy vao moi
truong tao ré, (BS3):

1/4 MS + VTM + 0,5 g/l THT + 7 g/l thach + pH 5,8

Nudi ¢ giai doan nay 1 — 1,5 thang.

Cac choi khong dat tidu chuan dé tao 18 tiép tuc dugc cay chuyén vao
moi trudong nhan nhanh nhu budce 4.

Buéc 6: Giai doan dua cay ra vudon wom

Thuodng tién hanh vao mua xuan, hé va thu rdi nudi tiép dén thang 2
nam sau.

Cho cdy lam quen dan voi méi truong ti nhién bang cach dua binh
nudi ra khoi phong nudi, dat & diéu kién nhiét d6 va anh sang phong.

C6 hai cach tao cdy giébng ngoai vuon wom, do 1a:

Cach 1: Tao ré ex vitro

Tach cac chdi in vitro co tir 4 d6t tro 1én (> 4cm) khoi cum, rira sach
moi trudng bang nudc thuong, nhing nhanh (quick-deep) vao dung dich
IBA (1 mg/l), 16i cay vao bau nylon chira hdn hop dat mau, trau hun va
phan muc (6:2:1) va nudi ¢ diéu kién phun swong véi tan suat 15 phat/gio.
Sau 7 —10 ngay cac choi hinh thanh ré.

Céch 2: Pua cay con ra bau

Rt ciy con in vitro ra khoi binh, rira sach thach bam ¢ 1é rdi ciing
ciy vao bau nylon va nudi trong diéu kién méi trudng nhu trén. Thoi diém
thich hop cho phuong phap nay 1a tir thang 3 dén thang 5 trong diéu kién
thoi tiet & Ha Noi.




Cac budrc tién hanh trén dwgc md ta bing qui trinh sau:

14 14t cat dot than in vivo

v

Thang thi 1

14 6ng nghiém moi truong
BS1 (=210 ml BS1)

|
!

Théng thé 5

28 mau, cdy vao 28 binh tam giac
moi truong BS2 (=2100 ml BS2)

v

Théang thu 8

1680 mau, cdy vao 560 binh tam giac
moi truong BS2 (3 mau/binh; =
42000 ml moi truong BS2)

v

Théng th 11

100800 choi, cay vao 20160 binh
tam giac moi truong BS3 (5
ch6i/binh; =1512000 ml moi trudng)

Théng th 12

100800 cay con, chuyén ra bau dat

_

J N\

Téi sinh choi so cap

Giai doan nhan nhanh
(tao cum choi)

Giai doan tao cay
hoan chinh va ra cay




2. Cy nguu tat
a) Nhan nhanh in vitro bang phuong phap tai sinh truc tiép

Bude 1: ,Léy mau , , ‘
Lay doan goc than (thuong duoc goi la mat cua) trudc khi mam ngu
phat dong, dai 1- 1,5cm tur cay da duoc chon lgc.

Buéce 2: Khtr trung
Khtr trung cac doan goc than trén tuong tu nhu doi véi ba kich

Buéc 3: Cay khoi dong (Tao cay in vitro S0 cap)

Céac mau sau khi khir tring dugc cdy vao moi truong NS1, bao gdm
cac thanh phan sau:

MS + 0,1 mg/l IBA + VTM + 20 g/l duong + pH 5.8 (NST)

Sau 40 ngay, 2 chdi ngu phat sinh ¢ mit cua, cao t&i 11cm nhung chi
c6 trung binh 2-3 d6t.

Budc 4: Nhan nhanh
Cat ngon choi va dot than cay nguu tat in vitro (dai 1- 1,5cm) cay
vao moi truong:

MS + VTM + 20 g/l duong + 7¢g/l thach + pH 5,8 (NS2)

Cay truyen nhiéu 1an dé nhan duoc sb cdy can thiét. Ctr sau m01 30 ngay
ciy chuyén mot lan. Cay nhan trong mdi truong nay khong can phai qua
giai doan tao ré va c6 thé dua thang ra bau.

Buédce 5: DPua cay ra vuon uom (thuong thuc hién vao thang 9- thang 10
hang nam)

Sau 30 ngay nudi trong dng nghiém, cdy nguu tat con dugc chuyén
ra vuon wom theo phuong phap nhu sau: Cay con dugc rira sach khoi moi
truong nudi cdy bam trén ré, sau d6 trong vao bau nylon chua cat + dat +
phan muc (1:1:1). Pit cac bau nay trong diéu kién vudn wom va tudi am
hang ngay. Sau 30 ngdy dua cy ra rudng trong dé thu hat.

b) Nhan in vitro bang con dudng gian tiép:

M6 seo tao duoc tir gian dot than (internode) cdy in vivo va tir
hypocotyl déu bi héa nau trong qua trinh cay truyén. Chua tim duoc bién
phap khac phuc.



Quy trinh nhin nhanh ciy nguu tat:

Cay nguu tat in vivo

Khtr trung HgCl, trong 10 phut
Tai sinh chdi so cap
(NS1)

40 ngay

Nhan nhanh

(NS2) ‘

Cay con in vitro dbt than va ngon choi

30 ngay

Ra bau
Cat: dat:phan muc (1:1:1)

30 ngay

Rudng
(thang 9-10 hang nam)




V- Mot so diéu can luu y:

1. Cay ba kich:

- Qui trinh dugc hoan thién trong khoang thoi gian 1 dén 1,5 nam,
v6i hé s6 nhan 1a (3 x 20)*/ nam.

- Giai doan tao ré in vitro nén duoc thuc hién vao mua dong dé dén
mua xuan c6 thé dua ciy ra bau.

- Pé tao ra 10 van cady mdt nam can dua vao khu trung 14 mau tir in
vivo, va can 210 ml = 0,21 1it moi truong tai sinh (BS1); 44100 ml = 44,1
lit moi trudng nhan nhanh (BS2); 1512000 ml = 1.512 1it moi trudng tao ré
(BS3).

2. Cay nguu tit:

- Vi nguu tat 13 cay c6 nhiéu hat va nhan gidng kha dé dang bang hat,
nén phuong phap nay chi 4p dung cho viéc nhan nhanh nhiing c4 thé dau
dong da dugc chon loc. Do 1a nhitng ca thé co thoi gian sinh trudng sinh
dudng kéo dai, cham ra hoa va cho nang suat cu cao.

- Vao thoi vy cua nguu tat (thang 9- 10 hang nim), tao ciy con in
vitro dé dua ra ngoai.

- Qui trinh nhan nhanh in vitro nguu tat kéo dai trong 1 nam, voi hé
s6 nhan 1a 12°/nam.
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