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Linh vye k§ thuit dwge dé cip

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc tng dung trong ndng
nghiép, cu thé 1a @ cép dén quy trinh nhan gidng cdy sim Ngoc Linh bang phuong
phap nudi ciy phdi hiru tinh.
Tinh trang k¥ thuat ciia gidi phap hiru ich

Sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) thuéc ho Nhan sim
(Araliaceae) va 1a mot loai cdy dugc liéu quy, dic hitu cia ving nai Ngoc Linh thude
huyén Tu Mo Réng, tinh Kon Tum va huyén Tra My, tlnh Quéﬁg Nam. Ngoai ty
nhién, cdy sim ndy chi moc & do cao tir khoang 1500m dén 2500m so v6i mit nuée
bién va séng dudi tan rimg gia, 4m, nhidu min véi nhiét do ban ngay tir 20°C dén
25°C, ban dém tir15°C dén 18°C. Cay sdm Ngoc Linh 13 mot loai cy than thao, phat
trién chim, séng 1au ndm, cdy co chidu cao tir 40cm dén 100cm, than ré c6 seo va cc

d6t nhu d6t trac do than khi sinh rung hing nim dé lai.

Céc nghién ctru dinh tinh va dinh lugng da chi ra ring trong r& cdy sim Ngoc
Linh c6 khoang 52 loai saponin khac nhau, trong d6 c6 26 loai saponin méi. Ty 1€
saponin cia sim Ngoc Linh 16n hon nhiéu loai cta chi panax trén thé gidi (ty 18
saponin toan phén 1én dén 15,75%, Nguyén Thuong Dong, "Sdm Viét Nam va mét s6
cdy thude thudc ho nhan sam", NXB KHKT, 2007, trang 110) nén sdm Ngoc Linh c6
tac dung bd dudng toan thén, ting cudong st luc, ting tri nhd, ting cudng hung phin
vé dai nio, chéng stress, bao v€ gan, diéu tri bénh viém loét da day, diéu hoa hoat
dong tim mach, lam gidm lipit trong mau, ngén ngtra chig xo vita dong mach, giam
dau, chéng viém. Pic biét hoat chét majonosis-R2 trong sdm Ngoc Linh di duoc

ching minh c6 tac dung trc ché giai doan ddu ciia bénh ung thu biéu mo da.

T nim 1983, d4 c6 nhiéu nghién ciru vé& nhan gidng ciy sim Ngoc Linh nhim
phét trién cdy sdm nay thanh ngudn dugc lidu. Trai duoc lidu Tra Linh (Quang Nam)
da tién hanh nghién ctru tai sinh cdy sdm Ngoc Linh bing cach cho lai hitu tinh va gieo
trdng bing hat (ty 16 ndy mam khoang 50-60%) va nhan gidng v tinh bing cach wom

doan dAu ciia than ré trong tai polyetylen hodc wom trén d4t min cho ty 18 séng va
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dam chdi 1én t6i 65%. Tuy nhién, d6i v6i hai cach nhan gidng nay, ty 16 nhan giéng bi
gi6i han do bi han ché v& ngudn hat gidng (cdy trudng thanh trén 5 nim tudi méi c6
thé cho hat, ty 18 d4u ra hoa d4u qué thip, & quy mé 16n trung binh trén mot tan hoa

chi thu dugc 1-3 qua/hat) va thiéu ngudn doan diu ciia than ré ciy sim nay.

D3 c6 nhiéu nghién ciru tmg dung k¥ thuat nudi cdy md nhdm nhan nhanh gidng
cdy dugc liéu quy nay. Vi du, Nguyén Hiru H6 va cdng su, Vién Sinh hoc nhiét déi, da
tao ra md seo t4i sinh tir 14 va cii sau khodng 2 thang nubi cdy trén mai truomg MS ¢
bb sung 3-5 mg/l NAA, sau d6 tao r& va tao vi c trong méi trudng % MS c6 bd sung
1-3 mg/l NAA trong diéu kién t&i vé6i thoi gian tir 1 dén 3 thang. Céc tac gia & Hoc
vién Quan y cling d4 tao ra sinh khéi té bao ct sdm Ngoc Linh, mé huéng tao ngudn
dugc liéu méi ma khong cén trng ciy (Bing doc quyéﬁ sang ché Viét Nam sb 1-
0007523). Nguyén Thi Liéu va cong su, Nghién ctru kha ning tao 1 bét dinh cta sdm
Ngoc Linh (Panax vietnamensis, Ha et Grush v.) trong nudi céy in vitro, Tap chi Khoa
hoc PHQGHN, Khoa hoc Tu nhién va Cong nghé 27 (2011) trang 30-36, cling da tai

sinh thanh cong cdy sim Ngoc Linh tir miu cii sim.

Ky thuat nuoi ‘céy thu sinh khéi té bao cit sim Ngoc Linh ¢6 modt nhuge diém 13
cho ham luong saponin thip (chi dat khoang 3% trong lwrgng khd, Nguyén Thugng
Dong va cong su, "Sdm Viét Nam va mét s6 cdy thubc thudc ho nhan sam", NXB
KHKT, 2007, trang 130), chit luong khong duge nhur ci sdm Ngoc Linh ngoai tu
nhién. Pbi véi k¥ thuat nudi céy mo tai sinh cdy sim Ngoc Linh ¢6 mot nhuge diém 1a
ty 1& cdy dua ra biu dé trdng ngoai tir nhién c6 ty 16 séng rit thip, chi khoang tir 3
dén10% (Nguyén Thuong Dong va cong su, "Sdm Viét Nam va mot sé cdy thubc ho
nhdn sam", NXB KHKT, 2007, trang 99-108), nén hiéu qué clia viéc nhan giéng ciy
sam Ngoc Linh khong cao.

Céc phuong phép nhan gidng déu dua vao hoc thuyét v& tinh toan ven cua té bao,
biét hda va phan biét héa, do do, véi viéc nhin giéng v0 tinh cdy sim Ngoc Linh, viéc
bat budc phai phan biét héa té bao sinh dudng tré thanh té bao toan ning, tir d6 biét
héa dé phat trién thanh cay hoan chinh. Tuy phuong phép nady c6 kha ning dua ra véoi
hé s nhan 16n, nhung lai rit mét thoi gian do qua trinh phan biét hda tao thanh mé seo

d6i vé6i cay sam Ngoc Linh kéo dai.
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Tuy nhién, viéc nudi cdy nay, khi thanh cong s& tao ra hang loat cay trbng vo
tinh, c6 dic tinh sinh truéng, hinh thdi va kha ning phét trién gidng hét cdy me ban
dau, do d6 vé 1au dai ving trong, phat trién ciy sm Ngoc Linh s& bj mét tinh da dang

sinh hoc, va do d6 mét di tinh cin bang vé sinh thai.

Viéc tréng ciy bang phuong phap hitu tinh, mic du da c6 thé phat trién dugc
nguﬁ‘)n hat, nhung viéc tao ra cdy sdm Ngoc Linh giéng tir hat lai cyc ky kho khan do
ban than cdy sim Ngoc Linh sinh truéng rit chim, qué trinh ra hoa, két qua va tao hat
va chin rit dai. Ngoai ra, c6 mot didu anh huéng rit 16n d6 13 thoi gian ndy mam hat
sim Ngoc Linh trong tu nhién mét 9-22 thang véi ty 16 ndy mam chi dat tir 3-5 % va
mdi hat chi thu dugc mét cdy sim Ngoc Linh nén ddy 1a mot van @& 16n trong viée bao
tén, da dang héa quén thé sim Ngoc Linh hién tai, vén dugc taé ra bing k§ thuat nhan
gidng vo tinh.

Ngoai ra, d6i véi k§ thuat nhan gidng cdy sam Ngoc Linh in vitro, ¢6 ba vin dé
anh huéng dén ty 1& cdy sim gidng thu dugc. Thir nhit, dbi voi hé sé nhén, khi ting hé
s6 nhan s& ty 18 thuén véi ty 1& dot bién phdi va ty 16 nghich véi chét luong phéi thu
dugc, do d6 can phai t6i wu cac phytohormon sir dung trong qué trinh nhén va phu
thudc vao lodi va kinh nghiém ngudi nhan giéng. Thir hai, da biét trong phuong phap
nuoi céy rin, hé sb nhan thép, nhung thu dugc phoi khée hon, nguoc lai, néu nudi
trong mdi trudng 16ng, hé s6 nhan cao hon, nhung ty 18 thay tinh héa phoi 16n va chit
lugng phoi thu duge kém. Thir ba, trong qua trinh dua cdy ra ngoai vudn wom, ciy
thuong bi sdc béi didu kién ngoai canh khéc vé6i didu kién trong phong thi nghiém va
bi tAn céng bdi vi khudn do méi trudng dinh dudng con trén than, cu, ré ciy nubi ciy
12 moi trudong kich thich vi khuén phét trién. Diéu nay anh huéng truc tiép dén hidu

suat nhan giéng sdm Ngoc Linh.

Do d6, cin c6 quy trinh c6 kha ning nhan gidng cdy sdm Ngoc Linh hitu tinh v6i
hé sb nhan cao, dam bao dugc kha nédng tai sinh cdy sdm Ngoc Linh, vira duy tri dugc
tinh da dang, bén viing, déng thoi ciing ting duge hé sb nhén gidng cdy sdm Ngoc
Linh tir ph6i hiru tinh.

Ban chit ky thuit ciia giai phap hiru ich
Muc dich clia giai phap hiru ich 12 nhim giai quyét cac vin dé néu trén. Theo do,

gidi phap hitu ich d& cép dén quy trinh nhén gibng cdy sam Ngoc Linh (Panax
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vietnamensis Ha et Grushv.) bing phuong phap nudi ciy phéi hitu tinh, trong d6 quy

trinh ndy bao gom céc buédc:

a) chuén bi mau v tring bing cach thu hat ctia qua sdm Ngoc Linh tuoi va ngdm
trong dung dich NaClO 1% trong khoang thoi gian tir 15 dén 20 phit, tiép d6 xtr Iy
bang dung dich streptomycin 500mg/l trong 10 phiit va dung dich etanol 70% trong 1
phut, sau khi rira lai bing nu6c cit vo tring, thu dwoc miu hat sdm Ngoc Linh v
trung; |

b) thu cum phdi hitu tinh bing cach tach vo hat thu phdi hitu tinh va ciy trén moi
truong thach SH b sung 70 g/l dudng, nudi trong khoang tir 4 dén 6 tun trong diéu
kién chiéu sang tir 12 dén 14 tiéng/ngéy thu dugc cum phoi hitu tinh;

¢) tach phoi vo tinh hiru tinh bing cach chuyén cum phdi hiru tinh vio méi
truong 16ng bao gdm % SH bd sung 0,1 mg/1 kinetin, 0,1 mg/l TDZ, 30 g/l dudng theo
ty 18 tir 1/5 dén 1/10 (trong luong/thé tich) va dwa 1én may lic rung voi tbe do 120
vong/phut va tan s6 tir 200 dén 300 hz trong 3 phut dé tach roi cum phdi, thu dugc
mAau phoi vo tinh roi;

d) nhan nhanh phdi v6 tinh bang cich bd sung miu phdi vo tinh rdi vao trong
moi frubng long bao gdm % SH b sung 0,1 mg/1 kinetin, 0,1 mg/l TDZ, 30 g/l dudng
theo ty 1& 1/20 (trong lwong/thé tich) va nudi ciy trén may lic véi tbe do lic 100
vong/phiit trong 1 thang dé nhan nhanh phdi, sau khi loc bé méi trudong, thu phodi vo
tinh;

e) nidy mim phéi bang cach gieo phdi vo tinh 1én méi trudng thach SH bd sung 5
mg/l GA3, 30 g/l dudng trong hé théng nudi ngdp chim tam thoi voi tin suidt bom moi
truong SH 16ng bd sung 5mg/l GA3, 30 g/l dudong 14 4 gid/lan, mbi 14n ngm 3 phit,
thoi gian nubi cdy 2 thang, thu dugc phoi d3 ndy mim va dam ré;

f) bdi dudng than ci bang cach cdy phoi dd ndzy mim va dam ré 1én méi trudng
thach SH bd sung 1 mg/l BA, 0,5 mg/l NAA, 30 g/l dudong, nudi trong 2 thang thu

duogc than ci ¢6 choi va ré;

g) tao ci sam Ngoc Linh ¢6 chdi ngti bing cach cdy than ci thu dwoc tir bude )
c6 kich thudc tir 0,2 dén 0,3 cm, dai tir 2,5 dén 3,0 cm vao méi truong thach SH bd
sung 0,5 mg/l BA, 1 mg/l NAA, 40 g/l dudng, nudi khoang 3 thang dén khi trén than

cu xuat hién choi ngt, thu dugce ci sém Ngoc Linh c6 chdi ngi; va
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h) thu c4y sim Ngoc Linh giéng bing cach cdy ct sim Ngoc Linh ¢6 chdi ngt
thu duge tir budc g) 6 kich thudce than ci dat tir 0,5 dén 1 cm vao méi trudong thach
SH chira 40% khoang da lugng nito, 170mg/l KH,PO, va nudi cdy trong 2 thang &
nhiét d6 tir 20 dén 22°C, quang chu ky tir 8 dén 10 tiéng/ngdy thu duge cay gibng sdm
Ngoc Linh hoan chinh.

Theo mdt phuong 4n wu tién, quy trinh theo giai phap hitu ich con bao gdm budc
chuyén cdy ra ngoai vudn uom bing cach xir Iy ciy sdm Ngoc Linh giéng bang dung
dich chitosan 3% tru6c khi dua ra trong trén gia thé bao gbm mun/cét theo ty 18 1:3

trong luong.

‘Theo mdt phuong 4n wru tién, trong d6 cac bude tir budce d) dén g) ¢6 quang chu
ky 1a 12 gior chiéu sang/ngay.

Theo mdt phwong 4n wu tién, trong d6 nhiét dd nudi cdy nim trong khoang tir 18
dén 24°C.

M0 ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1. Biéu d thé hién 4nh hudng cta thoi gian kht tring bang NaClO 1% dén
ty 1¢ nhiém mau.

Hinh 2. Biéu db thé hién 4nh hudng cia cac moi truong nudi ciy thir nghiém dén
ty 1€ phét sinh phoi v6i cac cong thirc thir nghiém theo Vi du 2.

Hinh 3. Anh chup ctia phoi hiru tinh thu dwgc tir hat va phéi dugc cam Gmg tir md
seo thu dugec tir 14. (A) phoi thu dugc tir hat, (B) phéi thu dugc tir mé seo.

Hinh 4. Biéu d6 thé hién hé s nhan cua phoi trén mbi truong thach rin va méi
truong 16ng theo Vi du 3. Hé s6 nhén trén méi truong 16ng vuot trdi so v6i moi truong
thach, hé s cao nhét 1én t6i gin 30 I4n.

Hinh 5. Anh chup phéi sim Ngoc Linh thu dugc bing phwong phap nudi ciy
trong moi trudng 16ng.

Hinh 6. Biéu db thé hién ndng d6 GA3 dén ty 16 ndy mdm cia phoi sdm Ngoc
Linh theo Vi du 4.

Hinh 7. Anh chup két qua thir nghiém k¥ thuat nudi ngép chim tam thoi theo Vi
du 5.



2531

Hinh 8. Anh chyp cdy sim Ngoc Linh gidng thu dugc bing phuong phép theo
gidi phép hiru ich trudc khi dura ra tréng ngoai vudon wom thu duogc theo Vi duy 8.

Hinh 9. Biéu d5 thé hién anh hudng cia gia thé va didu kién xir Iy cdy trude khi
dwa ra trong dén ty 18 chét ciia cAy sdm Ngoc Linh.

Hinh 10. Anh chup chdi sdm Ngoc Linh khi phat trién trén nén gia thé mun/cat
theo ty 1¢ 1:3 trong lugng va cdy sau khi dua ra trong ngoai vudn wom 3 thang.
M5 ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau day, giai phap hitu ich mé ta chi tiét cac phuong 4n cu thé, tuy nhién, cac
phuong 4n ndy chi nhim muc dich nhim boc 16 giai phap hiru ich chir khéng nhim

muc dich han ché pham vi yéu cu béo ho cia giai phap hitu ich.

Theo giai phdp hitu ich, cdc méi truong nhén giéng dugc d& cép, vi du moi
truong SH dugc sir dung 13 mdi truong chuén da biét trong linh vure k§ thuét ndy va co
thé tim thiy trong cac tai liéu chuyén nganh. Céc chét didu hoa sinh trudng thuc vat, vi
du, kinetin, axit gibberllic (GA3), thidiazuron (TDZ), 6- Benzylaminopurine (BA),
axit 1-naphthaleneacetic (NAA) dugc str dung theo giai phap déu 1a nhimg chit didu
hoa sinh truéng thuc vat da biét va dugc sir dung rong rdi trong cong nghé nudi cy
mé té bao thuc vat, vi du, xem “Gio trinh nuéi céy mb t& bao thuc vat”, trudong Pai
hoc Nong nghi€p. Ngoai ra, méi truong thach SH dugc sir dung dé cap dén méi truong
SH bd sung tir 7 dén 10 g thach dé tao ra moi truong dic dé sir dung trong nudi cy

A

mo.

Cay sim Ngoc Linh dugc nhén gidng theo giai phap hiru ich c¢6 tén khoa hoc 12
Panax vietnamensis Ha et Grushv., thuc ho Nhan sdm (Araliaceae) va 1a mét loai ciy
dugc li€u quy, ddc hitu cia vung nii Ngoc Linh thudc huyén Tu Mo Rong, tinh Kon
Tum va huyén Tra My, tinh Quang Nam. V4t liéu dugc sir dung dé nhén giéng dugc

st dung 14 hat dugc thu héi tir qua twoi cia cdy sim Ngoc Linh.

Giai phap hiru ich @& cip dén quy trinh nhén gibng cdy sdm Ngoc Linh (Panax
vietnamensis Ha et Grushv.) bang phuong phap nudi cdy phdi hiru tinh, trong d6
phuong phap nay bao gdm céc budc: a) chudn bi mu v6 tring; b) thu cum phdi hitu
tinh; ¢) tach phoi vo tinh; d) nhan nhanh phoi vo tinh; €) ndy mam phéi; f) bdi dudng
than cti; g) tao cti sim Ngoc Linh ¢6 chdi ngt; va h) thu cdy sdm Ngoc Linh gidng.
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Trong budc chuin bj miu vé6 tring, vét lidu dugc sir dung dé nhén gidng 13 hat
tuoi cia cdy sdm Ngoc Linh. Pé thuan lgi cho qué trinh nhén, t6t nhét hat twoi 1 hat
thu dugc tir qua chua chin, nghia 1 mAu phdi chua thanh thyc. Pay 14 qua trinh quyét
dinh dén toan bd qua trinh nhén giéng vi néu khéng thu dugc miu khéi diu s& khong
thuc hién duge cac budc tiép theo. Theo d6 qua troi chua chin dugc thu hai va boc 14y
hat twoi, hat tuoi clia qua sim Ngoc Linh nay dugc ngdm dé khir tring bang dung dich
NaClO 1% trong khoang thoi gian tir 15 dén 20 phut. Tiép d6, xir Iy bang dung dich
streptomycin 500mg/1 trong 10 phit, dung dich etanol 70% trong 1 phut va rira sach lai
bing nuéc cit vb tring thu duge mAu vo tring. MAu ndy 13 phéi hitu tinh chua thanh

thuc dugc sir dung lam vét li¢u khéi dau nubi cay.

Trong bude thu cum phoi hitu tinh, miu hat sau khi diIQc v0 triung dugc tach vd
thu 14y phan phoi hitu tinh. Phéi dugc ciy trén méi trudng thach SH bd sung 70 g/l
dudng. Trong qué trinh nudi cy, giit nhiét do trong khoang tir 18 dén 24°C, bt nhét 1a
khoang 20°C va nudi trong khoang tir 4 dén 6 tudn. Thoi gian chiéu sang tir 12 dén 14
tiéng/ngay. Sau khi nudi cdy, phéi hiru tinh ban ddu dugc phat trién thanh cum phoi.
Cum phoi hitu tinh ndy duge sir dung nhu vt liéu thir cAp d& nhan thanh sb lugng
nhiéu phéi don 1é.

Trong budc tach phoi vo tinh, do cum phdi hitu tinh ¢6 xu huéng gin véi nhau,
thong thuong phai st dung dao cét dé tach cac phoi don 1€ v6i nhau dé tao ra phdi vo
tinh, diéu ndy xay ra tén thuong phoi. Do d6, viéc tach céc phoi ra khéi cum phoi
khong nhitng 13 yéu t6 quyét dinh dén chét lvong cy con ma con 1a yéu t§ quyét dinh

dén hiéu sut nhan gidng cua quy trinh.

Pé thuc hién qua trinh ndy, cic tac gia dd dwa ra phwong phap nudi ciy cum phoi
trong moi trrong 16ng két hop lic rung. Theo d6, cac cum phoi hitu tinh dugc chuyén
vao mdi trudng nudi cdy 1ong bao gdm % SH bd sung 0,1 mg/1 kinetin, 0,1 mg/l TDZ,
30 g/l dudng theo ty 18 tir 1/5 dén 1/10 (trong hegng/thé tich). Tiép d6 méi truong nay
dugc dua 1én may lic rung véi tbe d6 120 vong/phit. Trong qué trinh lic két hop rung
v6i tAn s6 tir 200 dén 300 hz. B4t ngd 14 trong vong 3 phut, cum phdi duge tur tach roi
thanh céc phoi don 1&. Theo d6, thu duge phoi roi ma khéng cin qua giai doan cét va

cly trén méi trudng thach nhu phurong phép nudi ciy thong thudng.
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Trong budc nhan nhanh phdi, cic mau phdi vo tinh rdi thu duoc sau khi rung lac
dugc cdy vao moi trudng nudi cdy 16ng bao gdm % SH bd sung 0,1 mg/I kinetin, 0,1
mg/1 TDZ, 30 g/l dudng theo ty 18 1/20 (trong lrong/thé tich). Qua trinh nudi cdy duoc
thuc hién trén may nudi cy lic vai toe do 1ic 100 vong/phit. Qua trinh lic nay giap
nhitng phdi vo tinh dugc nhan 1€n va sau d6 tu tach roi ma khong tao thanh cac cum
phéi, thun loi cho qué trinh nhan phdi. Sau trong 1 thang nudi cdy, loc bd méi trudng,
thu phdi vo tinh.

Do hé s6 nhén ctia qua trinh nay s& anh huéng truc tiép dén hé sé nhan giéng cta
c4 qua trinh, trong budc nay, cac tic gia da phat hién ra ring, vé6i toc do lic cao, ty 18
nhén phdi cao, nhung chit lwong phéi thu duge kém, nguoc lai, néu lic véi tbe do thap
thi ty 1¢ tao phdi thép, phéi c6 kich thuée 16n hon. Tuy nhién, néu giam téc do 1ic thi
‘ngoai viéc ¢ thé thu dugc cum phoi, con ting ty 1€ thuy tinh héa mau. Do d6, véi tbc
do6 lic 100 vong/phiit, cic tic gia da cin bing duogc ty 16 nhan giéng véi chit lugng

phdi thu duogc.

Trong budc ndy mim phoi, cac miu phdi vo tinh dugce gieo 1én méi trudng thach
SH b sung 5 mg/l GA3, 30 g/l dwdng. Qué trinh nay duoc thuc hién trong méi trong
hé théng nubi ngap chim tam thoi. Theo d6 qua trinh nudi cdy duoc bom méi trudong
nudi cdy 16ng bao gdm ¥ SH bd sung 0,1 mg/l kinetin, 0,1 mg/l TDZ, 30 g/l dudng
theo ty 18 1/20 (trong lugng/thé tich) nhu trong bude nhin nhanh phoi. Qua trinh nay
dugc thuc hién véi tin sudt bom 4 gio/lan, mbi 14n ngdm 3 phut. Thoi gian chiéu sang
(quang chu ky) duoc giit 12 gio chiéu sang/ngdy va nhiét dd nudi cdy uu tién nim
trong khoang tir 18 dén 24°C.Thoi gian nudi cdy duge thuc hién trong 2 thang thu
dugc cac mAu phdi da ndy mam va ddm ré. Céc phdi vo tinh da niy mim nay dugc bdi
dudng thanh chdi dé tir d6 phat trién thanh cdy sdm Ngoc Linh hoan chinh.

Trong budc bdi dudng than ci, cic mAu phdi da ndy mim va dam r& dugc ciy
1én méi trudng thach SH b sung 1 mg/l BA, 0,5 mg/l NAA, 30 g/l duong. Qua trinh
nudi cdy dugc thuc hién trong 2 thang trong didu kién chiéu séng (quang chu ky) duge
gift 12 gid chiéu sang/ngdy va nhiét d6 nudi cdy vu tién nim trong khoang tir 18 dén
24°C. Sau khi nudi cy, thu duge than cii ciy sim Ngoc Linh ¢6 di chdi va ré.

Trong budc tao cu sdém Ngoc Linh cé chdi ngu, tién hanh céy cac than cu c6 kich

thude tir 0,2 dén 0,3 cm, dai tir 2,5 dén 3,0 cm thu dugc vao moi truong thach SH bd
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sung 0,5 mg/l BA, 1 mg/1 NAA, 40 g/l dudng. Qua trinh nudi ciy dugc thuc hién trong
3 thang voi thoi gian chiéu sang (quang chu ky) dugc gitr 12 gio chiéu sang/ngay va
nhiét d6 nudi cdy wu tién ndm trong khoang tir 18 dén 24°C. Sau khi nudi cdy, phén 14

trén ct sim s& rung di, xuat hién choi ngu, thu dugc cii sém Ngoc Linh c6 chdi ngu.

Trong budc thu cidy sim Ngoc Linh gidng, tién hanh céy cii siam Ngoc Linh ¢6
chdi ngu thu dugc & trén c6 kich thuée than ci dat tir 0,5 dén 1 cm vao mdi trudng
thach SH chira 40% khoang da lugng nito, 170 mg/l KH,PO,4 va nudi cdy trong 2
thang & nhiét d6 tir 20 dén 22°C, quang chu ky tir 8 dén10 tiéng/ngay thu dugc cay
gibng sam Ngoc Linh hoan chinh. Cin hru ¥ ring, qué trinh chuyén tir cy trong bng
nghiém ra ngoai vudn wom cén trai qua mot giai doan thich g cdy véi diéu kién moi
trudng ngoai canh. Céac tic gia nhén thdy ring, bing viéc giam lugng nito trong
khoéang da lwong clia mdi truomg SH ddng thoi ting lwgng kali trong méi trudng nudi
cdy, cdy sdm Ngoc Linh thu dugc cing cép, c6 kha ning thich nghi t5t v6i moi truong
bén ngoai ma khong can phai trai qua giai doan huén luyén ngoai vudn uom. Diéu nay

lam tang ty 1€ song cua cdy sdm Ngoc Linh nudi cay md khi dua ra ngoai vuon wom.

Trong qué trinh chuyén cdy sim Ngoc Linh tir trong éng nghiém ra ngoai vudn
wom cdy thuong bi séc mot phin do thay dbi diéu kién phat tridn, mot phin do su tin
cong cua vi khuén truc tiép 1én cac mo. Ngoai ra, trong céc nghién ctru da chi ra rang,
mdt yéu t6 tac dong 16n dén viéc chuyén cy tir trong éng nghiém ra ngoai vudn wom
1a do sy mét nude vi trong qua trinh nudi cdy, cay ludn duge giit trong méi trudng 6
d6 Am cao, khi chuyén cdy ra ngoai vudn wom, cdy dé bi héo, do d6 ty 1¢ chét thudong
cao. Trudc day, ty 18 chét ciia cdy sdm Ngoc Linh nudi ciy mo ra ngoai vuon wom 1én
t6i 90% (xem, Nguyén Thugng Dong va cong su). Nhitng nim gin ddy, mic di c6
mdt sb cai tién lién quan dén gia thé, dung dich rira, tuy nhién, dbi véi gia thé, néu sir
dung cac gia thé tro (vi du, cat, dét khir tring...), hodc gia thé dugc khir tring thi cy
kho phat trién trong giai doan sau, néu str dung céc gia thé hiru co, vi du min dét, ba
ca phé thi cay lai kho thich nghi giai doan d4u va d& b chét nhiin. Ngoai ra, viéc sir
dung cac dung dich khtr tring, vi du, thube tim, thudc trir nAm s& tac dong truc tiép
dén mo ngoai cta cdy sdm, khién cho cdy sdm d& bi ton thuwong va khé phat trién.

Céc tac gia da nghién ctru va phat hién ra ring, viéc xtr ly cdy sam Ngoc Linh
nudi cdy mé bang dung dich chitosan 3% truéc khi dua ra trdng trén gia thé bao gdm
mun/cat theo ty 18 1:3 trong lugng s& cho ty 18 séng cao, 1én t6i 90%. Theo do, cdy

sdm Ngoc Linh nudi cdy md sau khi rira sach moi trudng thach bam trén cdy giong,
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dugc xir ly bang dung dich chitosan 3% trong 3 phiit truée khi trong trén gia thé
mun/cat.

Theo d6, giai phdp hitu ich thu duoc ciy gibng sdm Ngoc Linh véi thoi gian
duge rit gon it nhit 6 thang do khong trai qua thdi gian cAm émg tao mo seo, ddng thoi
thu dugc cdy sdm Ngoc Linh tir mo6 hiru tinh véi lwong 16n cho phép dam bao duogc
tinh da dang sinh hoc ctia quén thé sdm khi trdng ngodi tu nhién.

Vi du thue hién gidi phap hitu ich
Vi du 1. Xdc dinh thoi gian khik trimg dén 1§ 1¢ nhiém méu

Pé x4c dinh kha ning khir tring mAu, tién hanh thir nghiém véi méu 13 qua sim
Ngoc Linh tuoi. Sau khi ddi vé va rira sach hat béng nude cit nhidu 14n, chon ra cac
hat c6 hinh dang dic trung, kich thuéc ddng déu mau tring ngd hodc vang nhat dé st
dung. Tién hanh thir nghiém véi dung dich 1% NaClOvéi thoi gian xtt Iy khac nhau.
Tiép d6 cac miu déu dugc xir Iy bang Streptomycin (500mg/l) trong 10 phut, dung
dich ethanol 70% trong 1 phut theo cac phuong phép thong thuong. Céc cong thiic bén
duéi, mdi cong thirc duge thuc hién lap lai 3 14n v6i mbi 14n 20 méu, két qua duoc

danh gi4 véi theo théng ké Duncan.

PC: Rira hat bang nudc cit

CT1: Rira bing dung dich 1% NaClO trong 5 phit

CT2: Rira bingdung dich 1% NaClO trong 10 phit

CT3: Rira bingdung dich 1% NaClO trong 15 phit

CT4: Rira bangdung dich 1% NaClO trong 20 phut

Céc cong thirc dugce thuc hién trong ti cy vo tring, sau khi xir Iy bang NaClO,
mAu dugc rira sach bing nudc cit va xir Iy bang dung dich Streptomycin (500mg/1)
trong 10 phit va rira sach lai bing nu6c cdt. Sau d6 miu dwogc tach bo vo hat va lya
chon phén phéi hitu tinh cdy vao cic méi truong khio sat.

Két qua thir nghiém dugc thé hién trén Bang 1 va Hinh 1.

Bang 1. Anh huéng ctia thoi gian khir tring dén ty 16 nhiém miu

Cong thic thir | Tong s6 | Til¢ nhiém | D§léch |  Thir nghiém
nghiém mau trung binh chuan Duncan
bC 20 100,00 0,00 a
CT1 20 83,33 12,58 b
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Cong thirc thir | Téng s6 | Til¢nhiém | Do léch |  Thir nghiém
nghiém mau trung binh chuan Duncan
CT2 20 43,33 10,41 c
CT3 20 3,33 2,89
CT4 20 3,33 2,89 d

Két qua thir nghiém cho thdy, khi miu dwoc xt ly chi bing dung dich
Streptomycin (500mg/I) trong 10 phut s& bi nhiém mau 100%, nguoc lai, khi tién xtr 1y
bang dung dich 1% NaClO cho thiy kha ning khir khun hiéu qua, dic biét v6i dung
dich 1% NaClO xt ly tir 15 dén 20 phiit, hiéu qué vo tring 12 tdt nhét.

Céc thtr nghiém véi dung dich NaClO ndng d6 cao hon hoic kéo dai thoi gian xtr
1y du cho thiy ty 18 khir tring tt, tuy nhién lai gdy téc dong 1én phdi mam, anh
huéng dén chét lugng nhan phdi (dit liéu khong thé hién).

Vi du 2. Thir nghiém tgo cum phoi hitu tinh sam Ngoc Linh

Thong thudng, mbi phdi hitu tinh chi phét sinh thanh mét cdy, do d6 cn nhan
cac phoi hitu tinh ndy thanh nhiéu phdi @ c6 thé ning cao hé sé nhan gidng. Thir
nghiém tién hanh trén hai moi truong nudi cdy 13 moi truong MS va moi trudng SH.
Céc cong thirc bén dudi, mdi cong thirc duoc thuc hién lip lai 3 14n véi mdi 1an 20

mAu, két qua duge danh gia vai theo thdng ké Duncan.

CT1: % SH b6 sung 70 g/l dudng sucroza
CT2: ¥ MS b sung 70 g/l dudng sucroza
CT3: SH b sung 70 g/l duong sucroza

CT2: MS bd sung 70 g/l dudng sucroza

CT5: %2 MS + 0,2 mg/L 2,4-D + 70g/1 sucroza
CT6: Y2 MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 70g/1 sucroza
CT7: %2 SH + 0,2 mg/LL. TDZ+ 70g/1 sucroza
CT8: %2 SH + 0,5 mg/L TDZ + 70g/1 sucroza
CT9: SH + 1 mg/LL NAA + 70g/1 sucroza
CT10: MS + 3 mg/L IBA + 70g/1 sucroza

Hat v6 tring duge tich bo phin vo va lwa chon phén néi nhii chira phdi hiru tinh

cdy vao cac moi truong néu trén. Két qua thir nghiém cho thdy, qua trinh phat sinh
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phoi tryc tiép tir phoi hat dién ra twong déi nhanh tir 1-3 thang. Két qua dugc thé hién
trén Bang 2 va Hinh 2.
Béng 2. Két qua thir nghiém phat sinh phéi

M3y S6 meflu Til¢ taophoi | DO 1éch Thtr nghiém
ban dau trung binh chuan Duncan

CT1 20 18,33 10,41 a
CT2 20 16,67 5,77 a
CT3 20 43,33 12,58 c
CT4 20 13,33 5,77 ab
CT5 20 13,33 2,89 ab

| CTé 20 15,00 8,66
CT7 20 1,67 2,89
CT8 20 15,00 5,00 a
CT9 20 10,00 8,66 ab
CT10 20 11,67 7,64 ab

Dic biét 1a & méi trudng nudi cdy bao gdm SH + 70g/1 sucroza c6 kha ning phat
sinh phéi vo tinh truc tiép sau 4 tudn véi ty 16 mAu cam Gng tao phdi cao nhét dat
43,33%. So sanh v6i qua trinh cdm g tao phodi vo tinh tir mAu than 14 thong qua mo
seo (callus) thi mau hat duogc céy vao moi trudong cbd néng d6 dudng cao, khong co
chét kich thich sinh truéng c6 kha nang tao phdi vo tinh nhanh gép 3-6 1n, it gdy dot
bién gen hon. Déi véi trudng hop tao phdi tir mo seo, qua trinh tao phdi nhanh nhanh
va chét lugng phdi thu duge tot hon. Hinh 3 cho thdy chét lugng phéi thu dugc tir phoi
ctia hat (a) c¢6 chat lugng vuot trdi so véi phoi duge cam tg tir mb seo bang phuong
phép thong thuong (b).

Vi du 3. Thit nghiém nhin nhanh phéi hitu tinh sim Ngoc Linh

Pé thir nghiém diéu kién nhén nhanh phdi hitu tinh sdm Ngoc Linh, tién hanh tht
nghiém trén méi truong thach va mdi truong 16ng lic. Céc cong thirc bén dudi, mdi
cdng thirc duge thyc hién 13p lai 3 14n véi mdi 14n 20 mAu, két qua dugc danh gia véi
theo thdng ké Duncan.

Céc phdi hitu tinh dugc tich bing cich chuyén cum phdi hiru tinh vio méi
truong 16ng bao gdbm Y SH bd sung 0,1 mg/! kinetin, 0,1 mg/l TDZ, 30 g/l dudng theo
ty 1€ tir 1/5 dén 1/10 (trong luo’ng/thé tich) va dua 1én may l4c rung vdi tdc dd 300
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vong/phit trong 3 phiit dé tich rdi cum phéi, thu dwoc phdi rdi, cac phéi roi ndy duge
sir dung dé nhan nhanh phoi

Trong modi trudng thach, sir dung méi trudng % SH, bd sung 7 g/l thach, 30 g/l
dudng sucroza, cac cong thir thir nghiém duge bb tri nhur sau:

CT1: % SH + 0,1 mg/I kinetin

CT2: %2 SH + 0,1 mg/1 kinetin + 0,05 mg/l TDZ

CT3: % SH + 0,1 mg/] kinetin + 0,1 mg/l TDZ

CT4: % SH + 0,1 mg/I kinetin + 0,2 mg/l TDZ

Trong mdi trudong 1dng, cac cong thirc thir nghiém nhu trén nhung khong bd sung
thach. Cac méi truong dugc hép tiét tring & 121°C trong 20 phut. Két qua thir nghiém

duoc thé hién trén cac bang 3 va 4 va Hinh 4.

Bang 3. Két qua thir nghiém hé s6 nhén trén méi trudong thach rén

Khéi lugng Trung binh khéi Trung binhty 16 | oo 0. o
M3iu | phdiban dau | lugng phoi sau 4 tuan |  ting khoi lugng * 3
A chuan
(2 (2 (1an)
CT1 0,5 4,34 8,68 2,68
CT2 0,5 3,67 7,34 1,46
CT3 0,5 6,52 13,03 1,77
CT4 0,5 4,98 9,95 2,77
Bang 4. Két qua thir nghiém hé s6 nhén trén méi trudng 16ng
N Khéi luong Trung binh khéi . Trung binh ty 1¢ D6 16ch
Mau | phoiban dau | lugng phodi sau 4 tuan tang khoi lugng o2
A chuan
(2 (€] (1an)
CT1 0,5 4,16 8,33 2,95
CT2 0,5 6,34 12,68 3,76
CT3 0,5 14,12 28,24 3,44
CT4 0,5 9,76 19,51 3,32

Két qua thé hién cho thiy, qua trinh nhan nhanh phéi thu dwgc trén moi trudng
16ng & trang théi roi rac, don phdi. Theo d6, ddi véi CT3, hé sb nhan phdi thu trong
diéu kién lic thu duoc 13 cao nhit va khéi lrgng trung binh phéi thu dugc 12 16n nhét.

Trai v6i trudong hop 16ng lic, phoi hinh thanh trén méi trudng thach rén c6 dang cum,
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két cdu dinh chic. Ngoai ra, sy ting truéng khéi lugng phoi trén moéi truong 1ong lac
dat 28,24%, cao gip hon 2 14n so véi mdi truong thach rin (13,03%) tir cing mot
lugng phoi ban dau 14 0,5g sau 4 tudn nudi cdy. Chimg t6 sy hiéu qua ciia méi truong
16ng lac so véi mdi trudng thach rin théng thuong.
Vi du 4. Thit nghi¢m diéu ki¢n ndy mam phéi sim Ngoc Linh

Trong phuong phap nudi ciy mé té bio thuc vét bing cac hé théng thing nudi
cly, viéc sir dung GA; 13 mé6t phuong thirc phd bién nhim didu chinh cac phoi nay
mam ddng nhét nhim tao nguyén liéu dé san xuét cdy giéng sb lrong 16n, nhanh
chéng ddng déu. Cé hai phuong thire sit dung GA; chinh 1a bd sung truc tiép vao moi
trudng nudi cdy hoic xir Iy phdi bang GA; trude khi dwa vao hé théng nuoi céy. Thi
nghiém nay mam ph6i v6i GA; duge bd Sung truc tiép vao moi treong nubi ciy nhim
én méi trudng bd sung ndng dd GA3 khac nhau. Cac cong thirc bén dudi, mdi cong
thire dugc thye hién l3p lai 3 14n véi mbi 14n 20 mAu.

PC: SH b sung 30 g/l dudng sucroza

CT1: SH b sung 30 g/l duong sucroza + 1 mg/l GA;

CT2: SH b sung 30 g/l dudng sucroza + 3 mg/l GA;

CT3: SH b sung 30 g/l dwong sucroza + 5 mg/l GA;

CT4: SH b sung 30 g/l dwong sucroza + 7 mg/l GA;

Phoi dugc gieo 1én trén moi trudng thach SH, thoi gian nudi cdy 2 thang. Két qua

duoc thé hién trén Béang 5.

Bang 5. Anh huéng ciia ndng do GA; dén ty 18 nay mam phdi sdm Ngoc Linh

Mau Ti 18 ndy mam (%)
bC 6,11+2,55
CT1 44,17+5,46
CT2 58,61+4,88
CT3 87,22+8,22
CT4 33,06+5,91

Két qua thir nghiém cho thiy khi khong c¢6 GA; (PC) phéi hiu nhu khong thé
nay mam ti 1¢ ndy maim chi dat 6,11%, khi ndng do GA; ting dan tir 1-5 mg/1 thi ti 1
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nay mam ting va dat 87,22 % & 5 mg/l GAs. Tuy nhién khi ting ndéng d6 qua 5 mg/l
thi kha néng nay mém bj trc ché va gidm manh chi con 33,06 %. Do d6, néng do tbi vu

dé nay mam phdi sém Ngoc Linh 12 SH b sung 30 g/1 dudng sucroza + 5 mg/l GAs.

Vi du 5. Thit nghigm thoi gian nudi ngdp chim tam thoi dén sw phdt trién phéi sim

Ngoc Linh

Thir nghiém nhdm tim ra didu kién t8i wu trong hé théng nudi ngdp chim tam
thoi, theo d6, cac miu dugc nudi cdy trén méi trudng thach va dinh ky duge bd dung
luong dudng chit bang phuong phap ngam chim. Qua trinh nay s& gitip diy nhanh téc
do trao ddi chat ctia phdi v6i méi trudng. Tuy nhién, di kém theo d6 1a ty 18 thiy tinh
héa phdi gay héng miu. Thir nghiém nim x4c dinh didu kién t6i wu trong didu kién
ngim va tin sudt ngdm. Cac cong thirc bén dudi, mdi cong thirc dugc thuc hién ldp lai
3 14n v6i mbi 14n 20 mAu, chi tiéu danh gia dua trén ty 18 ndy mdm va ty 18 thay tinh

h6a mau nudi cay.

Pé danh gia anh hudng cta thoi gian ngdm dén ty 16 ndy mim cia phoi sdm
Ngoc Linh, cic cong thirc dugc bd tri v6i cac thoi gian ngdm 1, 2, 3, 5 va 10 phut. Chi
tiéu theo ddi bao gdm ty 18 ndy mam (%), chiéu dai chdi (cm), ty 16 phdi thuy tinh hoa
(%). Két qua dugc thé hién trén Bang 6.

Bang 6. Anh hudéng ciia thoi gian ngdm dén ti 16 ndy mim cta phoi sdm Ngoc Linh

Thoi gian ngdm | Tilé ndy mdm | Chiéu dai chdi | Ti 18 phoi thuy tinh
(phut) (%) (cm) (%)
1 46,67+6,67 2,03+0,11 8+2
2 65,56+8,82 2,93+0,38 742
3 01,11+8,39 4,53+0,44 6+1
5 50,00+8,39 1,49+0,09 164
10 40,00+5,77 1,01+0,06 15+2

Két qua quan sat cho thiy, sau 2 tudn nudi cdy phoi bit diu kéo dai va hinh thanh
chdi, ddng thoi ghi nhin sy xuét hién cia cdc phdi bi thily tinh héa, sau 3 tudn nudi
cAy xuét hién c4c chdi bi tity tinh héa. Theo két qua cho théy, thdi gian ngdm ti wu 13
3 phiit s& cho ty 16 ndy mim cao, chiéu dai chdi phét trién manh véi ty 16 phoi bi thiy
tinh héa giam. Thir nghiém cho thiy thoi gian ngém t6i wu dé ph6i ndy mam dat ti 18

cao nhét 13 3 phut cdy dat 91,11+8,39 % ti 18 ndy mam, chidu dai chdi trung binh dat
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4,53+0,44 cm, tuy nhién vn tdn tai 6% ti 1¢ phoi, chdi bi thily tinh héa. Trong khoang
tir 1-3 phut, thoi gian ngam tang thi ti 16 ndy mim va chiu dai chdi tang, tuy nhién khi
ngim lau hon 3 phut phdi s& bi wrc ché dan t6i ti 16 thuy tinh hoa ting, ddng thoi ti 16
nay mam va chiéu dai chdi gidm manh.

Trong thi nghiém v& anh huéng ctia thoi gian ngam t6i ti 16 ndy mam sam Ngoc
Linh, v6i chu ki tudn hoan & cac mdc thoi gian ngdm khac nhau déu ton tai chdi &
trang thai thity tinh hoa, diéu nay chimg t6 thdi gian ngam 13 mot yéu t6 quan trong
nhung khong phai 14 yéu t6 quyét dinh dén ti 1¢ thiy tinh héa trong nudi cdy ban ngp
chim. Do d6, d& x4c dinh diéu kién tdi uu trong tAn suit bom ngdp chim, cac thir
nghiém dugc tién hanh ddi véi cac chu ky bom 2, 4, 6, 8 va 12 giv. Két qua duoc thé

hién trén Bang 7.

Béng 7. Anh huéng ctia tAn sudt ngdm dén kha ning ndy mam va ty 1€ thuy tinh héa

phoi sdm Ngoc Linh
Ti“g‘%‘;ﬁt Ti 16 ndy mdm (%) | Chidu dai chdi (cm) | 1 15 nlﬁl?j/:)hﬁy
2 33,3346,67 1,95:0.26 54.44411,71
4 57,78+11,71 3464023 46,6710
6 95,56+1,92 5.9840,61 0
8 81.11410,18 3,98£0.45 0
12 77,78£10,18 2,06:0.44 0

Theo két qua trén thiy ring, vdi thoi gian ngam t6i wu cho phéi nay 1am 13 3 phat
trén moi trwdong 1/2 SH + 1 mg/l NAA + 0,5 mg/l BA + 5 mg/l GAz + 30 g/l Sucroza.
O chu ki tir 2 dén 12 gi nhén thiy cang kéo giai tAn suét ngép chim thi ti 16 phdi, chdi
bi thily tinh héa giam, & chu ki 6 tiéng phoi c6 ti 16 ndy mim cao nhét dat 95,56+1,92
% , ddng thoi & tin sudt nay ciing thu dugc chdi & c6 chidu dai 16n nhét dat 5,98+0,61

cm. Thoi gian tan sut t6i vu dé phdi ndzy mam 1a 3 phit ngdm & chu ki 6 gio.

Chu ki luén chuyén méi truong trén TIS dé phoi sim Ngoc Linh nay mam tuong
ddng véi E. sessiliflorus Shohael (2005), tuy nhién thoi gian ngdm ctia sém Ngoc Linh
3 phit ngan hon nhiéu l4n so véi c4c loai trong ho Sam Araliaceae nhu E. sessiliflorus
15 phut hogic 60 phit, K. septemlobus 30 phut. Chimg t6 sim Ngoc Linh c6 nhu ciu
hép thy dinh dudng khac biét so véi cac loai khac trong ciing ho nhung lai twong ddng

vé6i da sb céc loai phd bién da biét do thdi gian ngdm <15 phut.
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Vi du 6. Anh hwéng ciia nong dé dwong sucroza dén kha ning phdt trién cia cdy

sd@m Ngoc Linh in vitro

Dé boi dudng choi, tien hanh x4c dinh nong dd tdi wu cho sy phét trién ci c6
chdi mam (phén dot) ciia cdy sdm in vitro nham nang cao kha ning séng sét trong di€u
kién huan luyén truée khi dua ra vudn wom, céc thir nghiém dugc thuc hién véi mam

cay sam Ngoc Linh véi céc nong d¢ duong khac nhau.

Céc thir nghiém dugc thuc hién trén méi truong thach SH bd sung céc ndng do
dudng sucroza 2%, 3%, 4%, 5% va 6%, thoi gian nudi cdy 90 ngay. Theo d6, tit ca
cdy in vitro c6 dudng kinh cii micro nhé hon 0,2cm sinh truéng phét trién rat kém,
ddng thoi xuét hién nhidu phoi thir cép sau 5-6 tudn nudi ciy. Dic biét 12 & méi trudng
c6 ndng @6 dudng cang cao thi su ting sinh vé phdi thir cip cang manh. Trong khi d6,
tht ca cy cdy chuyén c6 cii micro v6i dudng kinh 16n hon 0,2-0,3cm dugce ghi nhén
van c6 sy ting truéng nhung mirc do lai tily thudc vao ndng d6 duong sir dung. Két
quéa dugc thé hién trén bang 8.

Bang 8: Anh hudng ciia ndng d6 dudng dén kha ning sinh trudng cia cdy sdim Ngoc
Linh in vitro

Cong | ngitruomg | KROiluong | Chiéu cao Pic diém
thirc cay (g) cdy (cm)
CT1 SH + 2% sucroza 0,62 5,0 Cu khong cé chdi mam
CT2 SH + 3% sucroza 0,75 5,8
CT3 SH + 4% sucroza 1,32 6.5 L
Ci ¢6 choi mam
CT4 SH + 5% sucroza 1,28 6,1
CT5 SH + 6% sucroza 1,25 5,9
CV% 5.4 4,0 -
LSD 0,05 0,10 0,42 -

Theo két qua trén bang 8 thy ring, khdi lwong cdy in vitro sau 90 ngay nudi ciy
dao dong trong khoang tir 0,62 dén 1,32g. Trong d6, cdy nudi ciy trong moi trudng cd
ndng d¢ dudng sucroza tir 4-6% c6 khdi hrgng sinh khéi dat trén 1,0g. Dic biét 1a cay
nudi cdy & cong thirc CT3 (4% sucroza) c6 khébi lwong 16n nhét. Cay c6 khéi luong
sinh khdi nhé nhét dat 0,62g dugc nghi nhan & moi trudng cod nE‘)ng dd sucroza nho
nhit. Nhu vay, dudng sucroza cé anh hudng tich cuc dén sy tdng trudng cla cdy sam

Ngoc Linh in vitro.
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Dénh gia su phét trién vé chidu cao cdy va sy xuit hién chdi mim & ci, sau 90
ngiy nudi cdy chdi mam xuét hién & hdu hét cac nghiém thirc, trir cong thire CT1, va
chiéu cao cdy nim trong khoang tir 5,0 dn 6,5cm. Céy dat chidu cao 16n nhét 1a 6,5cm
& mdi trudng SH c6 bd sung 4% sucroza (bang 8). Quan sat hinh thai 14 ching t6i thiy,
sau khi cdy chuyén vao méi truong SH c6 bd sung tir 2 dén 4% sucroza 14 cdy phat
trién binh thuong. Trong khi d6, ciy & moi truong c6 ndng d6 dudng sucroza tir 5 dén
6% lai thay hién twong héo va kho tring vién 14 sau tr 1 dén 2 ngay cdy chuyén. Diéu
d6 chimg t6 & ndng dd duong tu 5 dén 6% cy chua kip thich nghi va bi han ché hip
thu nu6e dan dén hién tugng héo vién 14. Nhu vy, méi trudong SH c6 bd sung 4%
dudng sucroza 13 thich hop nhit cho sy phét trién ci ¢6 chdi mim cua cdy sdm Ngoc
Linh in vitro.

Vi du 7. Xdc dinh diéu ki¢n phdt trién cdy sim Ngoc Linh giong

Pé thir nghiém diéu kién phét trién cdy sdm Ngoc Linh gidng, tién hanh tht
nghiém véi cdc moi trudng SH va MS véi lugng nito kha dung khac nhau. Theo do,
c4c mau sdm Ngoc Linh thu & vi du 6 ¢6 kich thudc than cu dat tir 0,5 dén 1 cm dugc
cdy vao cac méi trrdng bén dudi va nudi cdy trong 2 thang & nhiét do tir 20 dén 22°C,
quang chu ky tir 8 dén 10 tiéng/ngay. Két qua dwoc thé hién trén Béang 9.

Bang 9: Anh huéng ciia méi truong dén su thich nghi cia cay

Cong Ti1é Trung | Chiéu cao Biic didm sinh
thirc Moi truong song | binh s0 ré€ | than, (cm) L
o A truong
(%) /cay _
CT1 |SH 20 2,2 6,1 -Sinh trudng
cT2 |sH12 25 3,5 5,7 | cham,rengan, ci
phét triém cham
CT3 |MS 30 1,5 %3 | L xanh dim,
CT4 |MS1/2 25 2,8 5,6 than cimg cép
2/5 Nito ctia SH + 5,1 .
CTS 1 170mgnkmpo, | 190 6.6 |- Sinh truéng
khée, 14 xanh
2/5 Nito cta SH + dam, ci varé
CT6 | 170mg/l KH,PO, 100 4,8 6,8 phat trién
+ 10 g/l dudong

Theo két qua trén cho thiy, trong cing mot didu kién nuéi cdy, chi khac ham
luong dinh dudng co ban (SH, MS) di c6 su khac nhau vé sy sinh truéng va phat trién

cua cly sdm Ngoc Linh in vitro. Khi ham lugng dinh dudng co ban trong mdi truong
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nudi cdy giam chung t6i ghi nhén c6 su ting vé sb lrong ré/cay. S6 lugng & tang tir
1,5 (CT3) dén 2,8 (CT4) & moi truong MS, va tang tir 2,2 (CT1) dén 3,5 (CT2) dbi véi
loai mdi truong co ban SH. Va dic biét sb lugng ré ting manh dat 4,8-5,1 ré/cay khi
giam ham lugng da lwong N xudng con 2/5 ciia méi truong SH ddng thoi bd sung
thém 170mg/l KH,PO,. Piéu d6 chiing té & mdi truong nghéo N khoang da luong,
giau P hon kich thich bd ré cdy phat trién hon.

Vi du 9. Xdc dinh diéu ki¢n dwa cdy sim Ngoc Linh giong ra ngodi vwon wom

Pé xir Iy cdy trude khi dua ra vieon wom, cc thir nghiém dugce tién hanh dbi véi
cdy dugc xir 1y chitosan va khong duge xir ly bang chitosan. Theo d6, cy gibng sim
Ngoc Linh hoan chinh thu dwgc tir vi du 8 dugc xir ly bang dung dich chitosan 3%

“hodc khong trude khi tféng trén gi4 thé bao gdm CT1: Min ring, CT2: 2/3 min ring
+1/3 cat, CT3: 1/3 mun rung + 2/3 cat va CT4: 1/5 mun rimg + 4/5 cét.

Két qua cho thdy, dbi v6i nhém khong duge xir ly bang chitosan, ty 1& nhiém
bénh (thdi nhiin) cao, 1én ti 90%. Nguoc lai dbi véi nhém duge xir Iy bang chitosan,
ty 16 séng cao, dat 75 dén 91%. Cn lwu ¥ ring, d& c6 mot sb nghién ctru bao cdo cho
rang ty 1& cdy sim Ngoc Linh séng cao néu duoc xir Iy bang thubc khir tring va trong
trén gié thé tro, vi du ba ca phé, tuy nhién, cac tac gid da nghién ciru va théy ré‘mg, dbi
v6i cdy sdm Ngoc Linh, diéu kién t6t nhat dé phat trién 13 dugc trong truc tiép trén
mun rimg, do d6, cac diéu kién t6i wu khong chi nhim cay sdm khi ra vuon wom dat ty
16 sbng cao, ma con phai dim béo dugc yéu t6 phat trién lau dai trén moi trudng ty
nhién. Két qué thir nghiém ddi v6i nhém duoc xir 1y bing chitosan dugc thé hién trén

Bang 10 va Hinh 9.

Béang 10. Anh huéng ciia gia thé dén kha ning phat trién cia cdy sdm Ngoc Linh

Cong thirc S6 lwgng ré | Chiéu dairé | Tiléséng | Mau sic la
trung binh (cm) (%)

L4 mau xanh
Mun rirng 1,34 0,52 75,56 nhat, m?p bi
vang nhiéu

La mau xanh,

2/3 mun rimg + 1/3 cat 3,33 1,04 | 81,11 . mau xanl
mép bi vang it

1/3 min rimg + 2/3 cét 4,67 1,89 91,11 ;gmmau xanh

1/5 mun rimg + 4/5 cét 3,67 0,81 g444 |LA mau xanh,

mép it bi vang,
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Theo d6, thdy ring, dé ciy sim Ngoc Linh nudi ciy mé chuyén ra ngoai vudn
~uomclty 1€ sdng cao trén mdi trudng min rimg, didu kién t6t nhét 1a xir ly cay gidng
sim Ngoc Linh hoan chinh bang dung dich chitosan 3% truéc khi dura ra trdng trén gia
thé bao gdm mun/cat theo ty 18 1:3 trong lugng.

Hiéu qua dat dwoc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh nh4n giéng sdm Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) theo
giai phép cho phép phat trién dugc ngudn cdy sdm Ngoc Linh tir mAu hat chwa thanh
thuc v6i hé s6 nhan cao. Quy trinh theo giai phép hitu ich cho phép tao cdy sam Ngoc
Linh hitu tinh gitip bdo toan dugc tinh da dang sinh hoc trong quin thé sdm Ngoc Liﬁh
nudi ciy mo. Piéu nay gitp phat trién bén vilng nganh nudi trdng sim Ngoc Linh.

Bﬁhg cééh t8i wu hoa céc didu kién, két hép voi ky thué;c nudi cdy 16ng, nudi ciy
bén ngap chim va thay dbi thanh phin méi truong nhdm thich nghi ciy gibng, quy
trinh nhan giéng sam Ngoc Linh cho phép giam thoi gian nhén gibng, tang hé sé nhan,
ty 1¢ tao phdi, ndy mam, giam dugc ty 16 thuy tinh hoa va ty 18 dot bién. Quy trinh cho
phép nhan tryc tiép phoi tir mAu phdi chua thanh thyc voi hé s6 nhan va chit lugng cay
thu dwgc cAn bang nhim thu dugc cdy gidng sim Ngoc Linh khoe manh, ¢6 st sbng

cao trude khi dua ra ngodi vuon wom.

Bing k¥ thuét nudi trong moi truong 16ng, két hop rung lic cho phép thu duoc
c4c mAu phoi 161 ma khong gy tén thuong phdi, ngoai ra viéc nudi cdy trong moi
trudng ban ngdp chim gitp cy phat trién nhanh, ddng thoi viée sir dung dung dich
chitosan trong xtt ly cdy truéc khi dua ra ngoai vudon wom tranh duoc su tin cong ciia
vi khuin gy thbi ddng thoi giir duge cdy sdm khoe manh, thich nghi nhanh véi moi

truong thuc dia.

-21-



2531

YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh nhan giéng cdy sim Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.) bing
phuong phép nudi ciy phoi hiru tinh, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) chuin bi miu vo tring bing cach thu hat cia qua sdm Ngoc Linh twoi va ngdm
trong dung dich NaClO 1% trong khoang thoi gian tir 15 dén 20 phut, tiép d6 xir ly
bang dung dich streptomycin 500mg/1 trong 10 phut va dung dich etanol 70% trong 1
phut, sau khi rira lai bing nuéc cit vo tring, thu dugc miu hat sim Ngoc Linh vo
trung;

b) thu cum phdi hitu tinh bang cach tich vo hat thu phdi hiru tinh va cy trén moi
truong thach SH b sung 70 g/l dudng, nudi trong khoang tir 4 dén 6 tuin trong diéu
kién chiéu sang tir 12 dén 14 tié'ﬁg/ﬂgﬁy thu dugc cum phéi hitu tinh;

c) tach phoi v tinh hitu tinh bang cach chuyén cum phéi hitu tinh vao mdi trudng 16ng
bao gbm % SH bd sung 0,1 mg/1 kinetin, 0,1 mg/l TDZ, 30 g/l dudng theo ty 1€ tir 1/5
dén 1/10 (trong hrong/thé tich) va duwa 1én may lic rung vai tdc d6 120 vong/phit va
tan s tir 200 dén 300 hz trong 3 phut dé tach roi cum phdi, thu duoc mau phdi vo tinh
roi;

d) nhén nhanh phéi v6 tinh béng cach bd sung miu phoi vo tinh rdi vao trong moi
trudng 16ng bao gdm % SH bd sung 0,1 mg/1 kinetin, 0,1 mg/l TDZ, 30 g/l duong theo
ty 16 1/20 (trong hugng/thé tich) va nudi cdy trén may lic véi tde do 15c 100 vong/phut
trong 1 thang dé nhan nhanh phoi, sau khi loc bé moi truong, thu phoi vo tinh;

e) ndy mam phdi bing cach gieo phdi vé tinh 1én méi trudng thach SH bd sung 5 mg/l
GA3, 30 g/l dudng trong hé théng nudi ngdp chim tam thdi véi tAn sudt bom moi
truong SH 16ng bd sung 5mg/l GA3, 30 g/l dudng 13 4 gid/lan, mdi 14n ngém 3 phit,
thoi gian nudi cdy 2 thang, thu dugc phoi da ndy mim va dim r;

f) bdi dudng than ct bang cach cdy phéi da ndy mam va dam ré 16n moi treong thach
SH b6 sung 1 mg/l BA, 0,5 mg/l NAA, 30 g/l dudng, nudi trong 2 thang thu dugce than
cii ¢6 chdi va ré;

g) tao cit sim Ngoc Linh c6 chdi ngli bing cach cdy than ca thu duge tir bude f) co
kich thuéc tir 0,2 dén 0,3 cm, dai tir 2,5 dén 3,0 cm vao moéi trudng thach SH bd sung
0,5 mg/l BA, 1 mg/l NAA, 40 g/l dudng, nudi khoang 3 thang dén khi trén than cu

xuat hién choi ngt, thu duge ci sdém Ngoc Linh ¢6 chéi ngi; va
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h) thu cdy sim Ngoc Linh giéng bing cach cdy ca sam Ngoc Linh ¢6 chdi ngu thu
dugc tir budce g) ¢6 kich thude than ci dat tir 0,5 dén 1 cm vao mdi trudong thach SH
chira 40% khoang da lugng nito, 170mg/l KH,PO, va nudi céy trong 2 thang & nhiét
do tir 20 dén 22°C, quang chu k¥ tir 8 dén 10 tiéng/ngay thu duoc ciy gibng sim Ngoc
Linh hoan chinh.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh ndy con bao gdm budc chuyén céy ra
ngodi vudn wom bing cach Xfl: Iy cdy sam Ngoc Linh gidng bing dung dich chitosan
3% truéc khi dua ra trong trén gia thé bao gdm mun/cét theo ty 1€ 1:3 trong lugng.

3. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong do cac budce tir budce d)
dén g) ¢6 quang chu ky 1a 12 gi& chiéu sang/ngay.

4. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 nhiét d6 nudi cdy

phoi ndm trong khoang tir 18 dén 24°C.
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