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Linh vie ki thuit dwoc dé cip

Sang ché e cap dén quy trinh nhan gidng Theobroma cacao in vitro. Quy trinh
nay bao gdm budc nhéan bdi in vitro phoi soma truc tiép (DSE-direct somatic embryos)
hodc phéi soma gian tiép (ISE-indirect somatic embryos) bing cach phét sinh phdi soma
truc tiép, va tai sinh thuc vat, cling nhu thuce vét ca cao, thuc vat c6 qua ca cao, va nguyén
liéu thuc vat ca cao thu dugc. Sang ché ciing dé cap dén quy trinh xir Iy qua thuc vat ca
cao dé thu duoc san phém chira ca cao, dac biét 1a san phém chra ca cao dung lam thuc

pham.
Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Theobroma cacao L. 1a cay tréng nhiét d61 moc tu nhién & cac khu vuce ram mat
clia cac canh rimg mua nhiét d6i & ving Amazon. Céc san phdm phu cua ca cao nhu bo
va bot duogc tao ra 1a cac thanh phéan chinh ciia sécdla, va chira cac chét dinh dudng quan
trong, nhu polyphenol va flavonoit, va cic hop chit khac. Tuy nhién, ning suét hat ca cao
dang giam do thuc t& nhidu don dién da lac hau va khong hiéu qua. Qua trinh nhan giéng
ca cao dugc thuc hién bang cic phuong phép truyén thdng, nhu ghép canh hodc cit ré,
nhung cac phuong phap nay khong thich hop dé thu duge nhiéu nguyén liéu nhan gidng

c6 do on dinh di truyén va strc khde thuc vat mong mudn.

Trong viéc tim kiém giai phap cho van dé nay, phuong phéap phét sinh phoi soma
14 mét trong cac phuong phap sinh dudng dé nhan giéng ca cao co thé tao ra nhiéu
nguyén liu nhan giéng ¢ chét lugng cao. Phoi soma dugc tao ra tu t€ bao thuc vt ma
binh thudng khong tham gia vao phat trién phdi, tirc 14 md thuc vét binh thuong. Cac ting
dung ctia phuong phap phat sinh phdi soma bao gom: nhan giéng v6 tinh nguyén liéu
thuc vat ddng nhit v& mat di truyén; loai bo virut; cung cp cac md ngudn dé chuyén gen;

tai sinh toan b thuc vat tir cac té bao don 1&; va phat trién céng nghé hat giéng tong hop.

Phuong phép phét sinh phoi soma 1a phuong phap nhén giéng v tinh & cac té bao
chirc ning trong md soma co thé phat trién thanh phoi, sau dé bién ddi thanh thuc vat.
Trong qua trinh phét sinh phoi soma gian tiép, té bao c6 ngudn gdc tir md ngudn chirc
nang c6 thé duoc nudi céy dé tao ra to chuc té bao chua biét hoa té bao duogc goi la mo

seo. Cac chat diéu hoa sinh trudng thuc vat trong moi trudong nudi cay mod cd thé duge sir
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dung dé cam Gng tao md seo, sau do dugc cdy chuyén dé cam tng phdi dé tao ra tor mo
seo. Ty 1& ctia cac chat diéu hoa sinh truong thuc vat khac nhau can dé cam tmg tao md

seo va hinh thanh phoi thay dbi theo loai thuc vat.

Phuong phéap nay c6 nhidu vu didm, do c6 thé thu dugc nhiéu nguyén liéu trong
sach bénh c6 ddc tinh ndng hoc va do 6n dinh di truyén cao. Tuy nhién, cac k¥ thuat nuoi
ciy mo c6 thé phuc tap va co su khac biét dang ké gitra cac quy trinh va diéu kién can dé

tao ra dé tao ra céc loai hodc loai thuc vat khac nhau.

Cho dén nay hau hét cac quy trinh nhin gidng ca cao thong qua qua trinh phat sinh
phdi soma st dung k¥ thuat phat sinh phdi gian tiép (Maximova et al., 2002 In Vitro Cell
Dev. Biol Plant 38:252-259 va W02009/071254) trong d6 mo seo chua biét hoa thu dugce
1a nguodn phoi so cép.

W02009/071254 dé cap dén phuong phap nhan giéng Theobroma cacao L. bang
qué trinh phat sinh phoi soma gian tiép trong mdi truong rén hodc mdi truong long nu
hoa va 14 ca cao, bao gém cac budc:

i) phat sinh phoi so cAp trong bong t81 trong mai trudng nudi cdy ran trong 5 dén 5
tudn dé cam tmg va biéu hién dé tao ra phdi so cap,

ii) phét sinh phdi thir cp

(a) trong do6 phoi so cip duge xir Iy trong bong t6i trong moi truong nudi cdy ran
hodc moi truong nudi cdy léng trong 10 dén 25 tudn dé phat sinh va tao ra nhiéu md seo,
sau do

(b) xir Iy md seo thu dugc trong bong tdi trong moi trudng nuodi ciy 16ng thich hop
trong 1 dén 6 tuan dé biéu hién phat sinh phoi mo seo dé dé tiép tuc tao ra phdi thir cp
moi,

iii) nay mam sém phoi thit cAp trén dia petri trong moi trudng ran, hodc trong thiét
bi phan tmg sinh hoc trong mdi truong long trong 3 dén 12 tudn, thanh phoi thu cap da
dwoc nady mam sém & giai doan 14 mam,

iv) nay mam ex vitro phoi thi chp da dugc nay mam s6m & giai doan 14 mam bing
cach gieo truc tiép lén gia thé trong nha kinh dé tao ra ciy con, va

v) phat trién cdy con.
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Tuy nhién, cdc phuong phap nay can thoi gian dai dé thu dugc phoi soma va thuc
vat da duoc tai sinh, va c6 thé tao ra nhiéu phoi khong binh thuong. Hon nita, do sy phu
thudc vao hinh thanh mo seo, nén co thé tao ra nhiéu bién di dong soma & cac thuc vat da

duoc tai sinh.

Trong phuong phéap phét sinh phoi truc tiép, phoi soma c6 thé c6 ngudn gbc tir mod
thure vat chira té bao biét héa. Té bao biét hoa c6 thé bao gdm té bao chirc ning, nhu té
bao biét hoa cia mo seo tao ra trén biéu bi thue vat, vi du trong phan tmg véi vét thuong.
Do do, t& bao biét hoa ctia manh cdy duoc str dung trong qué trinh phat sinh phdi soma
truc tiép 1a khac v6i mo seo chua biét hda dugce sit dung trong qua trinh phat sinh phoi
soma gian tiép. Phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy cdc manh cdy trong moi truong
chi bd sung xytokinin, hodc hdn hop auxin va xytokinin (Dublin, Café Cacao Thé, Paris,
25(4), 237-241, 1981; Pierson et al., Protoplasma 115, 208 dén 216, 1983). Mot s6 nha
nghién cuu, nhu Dublin (1981), cho rang quy trinh nhan gidng bang cach phat sinh phoi
soma truc tiép 1a thich hop dé duy trinh do 6n dinh cua kiéu gen thé cho & mdt sb loai,

nhu ca phé.

Thong thuong quy trinh nhan gidng bang cach phét sinh phoi soma truc tiép bao
gbm cac buéce sau:

i) Cam trng phéat sinh phoi soma truc tiép

ii) Phat trién phoi soma

iii) Nhan bdi phoi soma truc tiép

iv) Nay mam phoi soma

v) Bién dbi phoi soma thanh thuc vét.

Tuy nhién, k¥ thuat nhan gidng ca cao nay van c6 nhugc diém. Vi du theo bai bao
Litz, R. E. (“Tissue Culture Studies with T. cacao,” Cacao Biotechnology Symposium,
Pennsylvania State University, U.S.A. 1986), tin suét tao phdi soma thip tir 14 non thu
duoc bing cach st dung méi trrong ban rin MS (Murashige and Skoog, 1962), ¢6 bd
sung sucroza, va néng do cao cia auxin tdng hop axit 2,4-diclophenoxyaxetic (2,4-D) va
xytokinin tong hop 6-benzylaminopurin (BAP). Phoi soma chi duoc phat trién dén giai
doan hinh tim. M6t sé phoi truc tiép duge quan sat & gbc cac manh cdy canh trang hoa

non tr hoa ca cao chua truong thanh sau 3 tudn nudi cdy (Sondahl, M. R. et al. “Somatic

_4-
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Embryogenesis and Plan Regeneration of cacao.” Acta Hort. Republic of South Africa.
1993), khi sinh truéng trong mdi truong léng chira cac hdn hop khac nhau cta 6-
benzylaminopurin (BAP), axit indol-3-axetic (IAA), axit gibberellic (GA3), axit abscisic
(ABA), va 2,4-D, ¢6 b sung nudc dira va dé trong bong t61. Phan tng nay phu thudc vao

kiéu gen.

Patent M§ sb 6,197,587 d& cdp dén phuong phap bao gdm cac budce (i) cam tng
phat sinh phoi soma gian tiép tir cac manh cy mo ca cao, va (ii) tai sinh cdy ca cao tir
phéi soma thu duge. Moi truong nudi cdy md st dung trong phuong phap nay, bao gb6m
mdi trudng sinh truéng mod seo so cdp, modi trudng sinh trudéng mod seo thir cap, moi
truong phat trién phdi, moi truong bién ddi phoi so clp, mdi truong bién dbi phdi thir
cip, va moi truong tai sinh thuc vat. Mac du quy trinh cdm tng phdi soma trong cac
ménh cdy ca cao c6 thé duoc thuc hién trong béng tbi hodc trong diéu kién chiéu sang,

nhung di€u kién bong t6i dugce wu tién.

Patent M§ s 5,312,801 d& cép dén phuong phap tai sinh phoi soma tir md c6
ngudn gdc hop tir hodac khong c6 ngudn gbc hop tir, va phuong phép tai sinh cdy ca cao
va cdy con ca cao tir phdi soma. Mic dii theo Patent nay phdi soma cé thé c6 ngudn gdc
tir ngudn bét ky, nhung chi yéu st dung phoi tim va nu canh trang hoa non. Phuong
phap nay duoc thuc hién trong diéu kién 4nh sang yéu (300-100 lux, tuong duwong véi

5,76 dén 1,95pmol/m?/gidy) hodc trong bong tbi.

DE 102010044562 A1 dé cép dén k¥ thuét nhan giéng tu dong thuc vat in vitro
dua trén k¥ thuét phat sinh phoi soma, va quy trinh san xuét khom thuc vat dong nhat dua
trén k§ thuét nhan gidng bang cach sir dung té bao gbc tir md phan sinh dinh. Qua trinh
tang sinh truc tiép thu dugc trong diéu kién biéu hién hudng dich cia hormon thyc vat
dan dén tao ra cac phdi thtr cAp dong nhit c6 kha niang ting sinh khong bi han ché. Moi
truong dinh dudng c6 thanh phén duoc diéu chinh dé tao ra su biét héa xac dinh duoc sir
dung dé c6 thé kiém so4t tai sinh thuc vat. Phuong phép nay duoc thuc hién bang céach str
dung cac manh cdy kich ¢& nho duge l4y tir nguyén liéu mé phan sinh.

Bai bao Vinterhalter e al & cip dén phuong phap phat sinh phdi soma truc tiép
trén cay hoang lién (Chelidonium majus L.) bing cach st dung toan bd cac manh céy tru
trén 14 mam cia cdc cdy con sau khi nhan gidng kéo dai trén mdi trudng MS, c6 hoic

khong c6 chit diéu hoa sinh truéng thue vat. Phoi soma dugc phat trién thanh cay con,
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tiép tuc duge tao phoi soma. Phoi da phat trién thanh cac cdy con ¢6 ré ¢ thé dugc thich

nghi véi diéu kién khi hau trong nha kinh.

Bai bdo lantchev et al d& cip dén phuong phép phat sinh phdi soma truc tiép tir
Medicago spp. thé dai bang cach sir dung cdc manh cdy khac nhau, bao gdm cac ving md
phan sinh (tru dudi 14 mAam, 14 mam, va cubng 14 thu duoc tir hat). Moi trudng ran c6 bd
sung thidiazuron hodc 6-benzylaminopurin & cédc ndng do khac nhau da thuc ddy quy
trinh nay. Qua trinh phat sinh phoi thir cip ciing duge quan sat. Céc lat cit phoi so cip va
phoi thir cdp duoc st dung dé san sinh hang loat cdc phdi thé hé méi. Céc thuc vat da
duoc tai sinh ¢6 hé ré da phat trién manh trén moi truong chira it chét dinh dudng da

luong va sucroza duge thich nghi véi didu kién khi hau trong nha kinh.

Bai bao Guiltinan et al d& cip dén quy trinh kich thich phét sinh phoi soma va téi
sinh thuc vat tir md soma khong c¢6 ngudn gdc hop tir clia ca cao, bao gdm viéc str dung
mot s6 bude nudi cdy két hop st dung xytokinin thidiazuron tong hop (TDZ) va auxin
téng hop (2,4D). Quy trinh ba budc dugce sir dung, bao gém cam Ung tao mod seo, phat
trién phoi, va tai sinh thuc vat. Khi duge st dung trong quy trinh nay, 100% cic manh
cdy dugc 1dy tir nhi 1ép va 60% cac manh ciy dugc liy tir cac md gbe canh trang hoa da
tao ra phoi soma, va 1én dén 37% phdi soma trudng thanh dugc tao ra c6 kha ning bién

d6i thanh cay con.

Tréai nguoc v6i qué trinh phét sinh phdi soma gian tiép da biét, sang ché dé cap
dén quy trinh san xudt phoi bang cach phat sinh phoi soma truc tiép. Theo do6, quy trinh
theo sang ché tao ra co hoi cho cac nha nhan gidng va nghién ctru ca cao dé cai thién do
ddng nhét di truyén dé sir dung trong thir nghiém tiép theo, va/hodc lam ting nang suét va

kha ning khang dich bénh ciia ciy trong dé sir dung trong san xudt ca cao.
Ban chit ky thuét ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d& cip dén quy trinh nhan gidng Theobroma cacao in
vitro. Quy trinh nay ddc biét hitu ich dé nhan boi in vitro phdi soma truc tiép hodc phoi
soma gian tiép bang cach phét sinh phoi soma truc tiép, va tii sinh thuc vét. Sang ché
cling dé cap dén thuc vat ca cao, thuc vat ¢ qué ca cao, va nguyén liéu thuc vat ca cao
thu duoc bang quy trinh nay. Sang ché ciing d& cap dén quy trinh xtr Iy qua thuc vt ca
cao dé thu duogc san phém chira ca cao, dic biét 1a san phém chtra ca cao dung lam thuc

pham.
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Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén quy trinh nhan gibng Theobroma cacao,

bao gdbm cac budc sau:
(a-1) thu nhdn manh cay cua Theobroma cacao L., sau d6

(i) dit manh cdy nay vao méi trudng cam Umg trong diéu kién chiéu sang trong
khoang thoi gian di dé thu duoc phoi so cip; va

(ii) tiy ¥ cdy chuyén phéi so cdp thu duge & budce (i) vao moi truong phat trién va
nudi cdy cac phoi nay trong didu kién chiu sang trong khoang thoi gian da dé tao ra phoi
so cap bang qua trinh phat sinh phoi soma truc tiép;

(b-1) tach md phéi so cép, tot hon néu tach tru trén 14 mam ctia phoi so cip thu
duoc sau bude (a-1), va tily y cat cdc md nay thanh céac 1at méng, sau d6

(i) dat mod thu dugc vao mdi trudng cam Ung trong diéu kién chiéu sang trong
khoang thoi gian du dé thu duoc phéi thir cap; va

(ii) tiy ¥ cdy chuyén phoi thir cdp thu dwoc & bude (i) vao mdi trudng phat trién
va nudi cdy cac phdi nay trong diéu kién chiéu sang trong khoang thoi gian du dé tao ra
phoi thir ¢ip bang qua trinh phat sinh phoi soma truc tiép;

(¢) cAy chuyén phoi thir cap thu duoc & bude (b-1) vao moi trudng thich hop dé
phoi thir cdp nay trudng thanh.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén quy trinh nhan gidng Theobroma cacao
L., bao gém cac budc sau:

(a-2) thu nhan manh cdy cta Theobroma cacao L.;

(i) dat manh cdy nay vao mdi trudng tao md seo trong bong t6i trong khoang thoi
gian dé thu duoc mo seo; va

(i1) cdy chuyén mé seo thu duogc & bude 1) vao mdi truong phét trién phoéi va nudi
cdy trong bong tdi trong khoang thoi gian du dé tao ra phoi so cAp bang qua trinh phat
sinh phdi soma gian tiép;

(b-2) tach mé phdi so cdp va tiy ¥ cét cac mo nay thanh cic 1at méng;

(i) dat mé thu duoc vao moi truong cam Umg trong didu kién chiéu sang trong

khoang thoi gian dii dé thu dugc phdi thir cép; va
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(i) thy v cAy chuyén phéi thir cip thu duge & bude (i) vao moi trudng phat trién
va nudi cdy cac phdi ndy trong diéu kién chiéu sang trong khoang thoi gian di dé tao ra

phdi thir cap bing qué trinh phat sinh phdi soma truc tiép;

(c) cAy chuyén phéi thtr cdp thu duoc & bude (b-2) vao mdi trudng thich hop dé

phdi thir cap nay truéng thanh.

Theo cac khia canh khéc, sang ché dé cip dén quy trinh nhan gidng Theobroma
cacao L., trong d6 phoi thu dugc tr quy trinh nhén gidng nay duogc nay mam sém, tiy y

nay mam, va phat trién thanh cay con.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén quy trinh san xuit phoi soma thu
cap truc ti€p cia Theobroma cacao, bao gom budc nudi cay manh cdy phdi soma thir cap
trong moi treong cam ung chtra 6-benzylaminopurin, sau d6 phét trién phoi trong moi
treong phat trién chira axit gibberellic. Sang ché cling dé cap dén mdi truong d€ st dung
trong quy trinh nay. T6t hon néu, moi trudong cdm Ung va mdi trudng phat trién cling
chira duong.

Céc d4u hiéu va vu diém khac cua sang ché 12 hién nhién d6i v6i ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vy nay khi thuc hanh sdng ché.

M6 ta van tat hinh vé

Fig.1 1a hinh anh thé hién phoi soma truc tiép & giai doan hinh cdu tir try trén 14
mam cta phdi soma so cdp, duge xit Iy véi 1,0mg/L 6-benzylaminopurin va 40g/L
sucroza.

Fig.2 12 hinh anh thé hién phoi soma truc tiép & giai doan hinh 6ng sém, duge xir
ly vai 0,6mg/L axit gibberellic va 40g/L sucroza.

Fig.3 1a hinh anh thé hién phdi soma truc tiép & giai doan 1a mam truéng thanh.

Fig.4 la biéu dd thé hién sb lugng phoi duoc tao ra & néng do khac nhau cua axit
gibberellic va sucroza. Axit gibberellic &nh hudng dén murc d6 biéu hién cua phodi soma
trwe tiép khi sir dung két hop voi 40g/L hodc 80g/L sucroza.

Fig.5 14 biéu db thé hién s6 lugng phoi & céac giai doan khac nhau (giai doan hinh
cAu, hinh tim, va hinh 6ng) & néng dd khac nhau cta axit gibberellic va sucroza. Phan
tich md hoc ctia cac md cdy la mam cho thiy ring md niy chu yéu 12 nhu mo va té bao

duéi biéu bi c¢o hoat tinh tao phdi cao. Cac ving phoi da phat trién nhiéu phdi soma truc
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tiép trong giai doan hinh cau va hinh tim sau 40 ngay nudi cay trong mdi trudng cam ung

chtra 1,0mg/L 6-benzylaminopurin va 40g/L sucroza.

Fig.6A-Fig.6C 14 cac hinh anh thé hién céc giai doan hinh thai ctia phoi soma truc
tiép. Fig.6A shows phdi soma truc tiép sau 40 ngdy nudi ciy trong moi truong cam ng
trong diéu kién chiéu sang (trong giai doan hinh cAu va hinh tim). Fig.6B 14 hinh anh thé
hién mit cit ngang cua la mam thu dugc tir phdi soma truc tiép trong giai doan hinh cAu.
Fig.6C 1a hinh anh thé hién mait cit ngang ctia 14 mam thu dugc tir phdi soma truc tiép
trong giai doan hinh tim.

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén quy trinh nhan gidng Theobroma cacao in vitro, cu thé sang
ché dé cap dén quy trinh nhan bdi phdi soma truc tiép va phdi soma gidn tiép in vitro
bang cach phat sinh phdi soma truc tiép, sau d6 tai sinh thuc vat, cling nhu thuc vét ca
cao, thuc vat c6 qua ca cao, va nguyén liéu thuc vat ca cao thu dugc béng phuong phap
nay. Sang ché ciing dé cap dén quy trinh xtr Iy qua thuc vat ca cao dé thu duoc san phim

chtra ca cao, dac biét 1a san pham chura ca cao dung lam thuc pham.

Quaé trinh phat sinh phdi soma truc tiép 1a phuong phép tao hinh thai, trong d6
phéi soma ¢6 nguoén gbc truc tiép tir chit nén mo thuc vat, ma khong tao mo seo dudi
dang giai doan trung gian. Pay 1a su khéac biét chinh gifta qud trinh phat sinh ph6i soma
truc tiép va qua trinh phat sinh phdi soma gian tiép: qua trinh phat sinh phoi soma gidn
tiép can tao md seo. Mot khac biét nita gifta cac phuong phép tai sinh nay la phan tng
v6i tac dung cua chét diéu hoa sinh truéng. Trong khi qua trinh phét sinh phoi soma truc
tiép thuong dugc dic trung bdi qud trinh nudi cdy trén moi trudong duy nhét chi bd sung
xytokinin hodc mot chét tao diéu kién khic nghiét khac, thi qua trinh phat sinh phoi soma
gian tiép thuong cén co néng do auxin cao hodc ty 1€ dac hi€u ctia auxin/xytokinin dé tao
mo seo trong mdi trudng nudi céy ban dau. Sau khi md seo dugc tao ra, mdt moi truong
khéc khong chtra auxin hodc ndng do auxin thip hon moi trudong dugce sit dung dé cam
rng phat sinh phdi m6 seo, dugc st dung trong qua trinh cdy chuyén tiép theo.

Phuong phap theo sang ché, va phoi soma, cdy con ca cao, thuc vt ca cao, va cac
nguyén liéu thuc vat ca cao khéac theo sang ché dugc tao ra dua trén phat hién thdy ring
c6 thé cam Gmg phat sinh phoi soma truc tiép trong moi truong 10ng hodc mdi trudong ran

thdng qua cac phuong phap ma co thé bao gdbm viéc cho manh cdy tiép xuc véi anh sang.
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Phuong phap theo sang ché cai tién quy trinh nhan gidng bang cach cho phép qua
trinh san xuét phoi it tao mo seo, va theo mot sb khia canh khong tao phdi mo seo bat ky,
nho d6 tao ra nhiéu phdi binh thudng hon qué trinh phat sinh phdi soma gian tiép trong
thoi gian ngén. Theo mot sb khia canh, thuc vat dugc sir dung dé hoat hoa qué trinh phat
sinh phoi soma la Theobroma cacao (ca cao), t6t nhat néu Theobroma cacao L. Qua trinh
phat trién Theobroma spp. trwéng thanh bang céach st dung qua trinh phét sinh phoi soma

so cp tir cac manh cdy thuc vat & giai doan dinh dudng trude d6 van chua dat dugc.

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén quy trinh nhan gidng Theobroma cacao,

bao gdom céac budc sau:
(a-1) thu nhan manh cay ctia Theobroma cacao L., sau dé

(i) dat manh cay nay vao moi truong cam Ung trong di€u kién chiéu sang trong

khoang thoi gian du dé thu duge phoi so clp; va

(ii) tuy ¥ cdy chuyén phoi so cdp thu duge & bude (i) vao moi truong phat trién va
nudi cdy cac phdi nay trong didu kién chiu sang trong khoang thoi gian du dé tao ra phoi

so cip bang qué trinh phat sinh phoi soma truc tiép;

(b-1) tach mod phdi so cdp, tt hon néu tach tru trén 14 mam cta phoi so cap thu

duoc sau budce (a-1), va tuy y cat cac md nay thanh céc 14t mong, sau dé

(i) dat md thu dugc vao mdi truong cdm Ung trong di€u kién chiéu sdng trong

khoéang thoi gian du dé thu duoc phoi thir cip; va

(i) tiy y cdy chuyén phdi thi cép thu dugc & budc (i) vao mdi trudng phat trién
va nudi cdy cac phdi nay trong diéu kién chiéu sang trong khoang thoi gian du dé tao ra
phoi thir cp bang qua trinh phat sinh phoi soma truc tiép;

(¢) cdy chuyén phéi thi cdp thu duge & budce (b-1) vao moi trudng c6 kha ning
lam trudng thanh va nay mam sém phoi thir cép truc tiép thanh thuc vat, nudi cdy phoi
thir cdp trong moi truong nay trong khoang thoi gian du dé cho phép lam trudng thanh,
nay mam som va tlly y ciing niy mam phoi thir c¢ap trong mbi truong nay , va

(d) phat trén cdy con tir phdi thir cip da dugc ndy maim sém hodc ndy mam thu
duoc & budce (c).

Khi thuc hién quy trinh nay bang cach phat sinh phdi soma truc tiép thong qua cac

giai doan (a-1) va (b-1), cac van dé lién quan dén viéc sit dung nguyén liéu md seo chua

-10-



29474

biét hoa nhu néu trén dugc tranh. Mdc du co thé sir dung the phoi hinh 6ng attained trong
budce (a-1)(i) dé tao ra ngudn nguyén lidu dé phat trién phéi thu cap, trong truong hop clia
Theobroma cacao L., cac tac gia sang ché da phat hién thiy ring nguyén lidu tru trén 14
mam c6 ngudn gbc tir phéi so cap duge xir ly trong bude (a-1)(ii) tao ra ngudn manh ciy
thich hop dé phat trién phoi thir cip. Hon nita, trai nguoc véi nhidu quy trinh da biét, cac
tac gia sang ché da phat hién thiy ring ché do chiéu sang trong ca hai giai doan (a-1) va

(b-1) tao ra quy trinh nhéan gidng in vitro hidu qua.

Tuy nhién, sang ché khéng chi lién quan dén viéc st dung qué trinh phat sinh phoi
soma so cAp va thir cdp truc tiép. Theo khia canh khac, séng ché dé cap dén quy trinh

nhan giong Theobroma cacao L., bao gobm cic budc sau:
(a-2) thu nhan manh cay cua Theobroma cacao L., sau dé

(i) dat manh cdy nay vao méi trudng tao mo seo trong bong tbi trong khoang thoi

gian dé thu duoc md seo; va

(ii) cdy chuyén mo seo thu duogc & budc 1) vao moi trudng phat trién phoi va nudi
cdy trong bong tdi trong khoang thoi gian du dé tao ra phdi so cip bang qua trinh phat
sinh phéi soma gian tiép;

(b-2) tach md phdi so cip, tot hon néu tach tru trén 14 mam cta phdi so cip thu

duoc sau bude (a-2), va tiy y cit cic mo nay thanh cac 1at mong, sau dé

(i) dat md thu dugc vao mdi trudng cdm Ung trong diéu kién chiu sang trong

khoang thoi gian di dé thu dugc phdi thi cép; va

(ii) thy v cdy chuyén phéi thi cap thu dugc & bude (i) vao moi truong phat trién
va nudi cdy cac phoi nay trong didu kién chiéu sang trong khoang thoi gian du dé tao ra
phdi thir cip bang qua trinh phét sinh phoi soma truc tiép;

(c¢) cAy chuyén phoi thi cip thu duge & budc (b-2) vao moi trudong c6 kha ning
lam truéng thanh va ndy mim sém phoi thir cép truc tiép thanh thuc vat, nudi cdy phoi
thtr cép trong moi trudng nay trong khoang thoi gian du dé cho phép lam trudng thanh,
nay mam sém va tly y cling nay mam phoi thir cip trong moi truong nay, va

(d) phat trén cdy con tir phdi thir cép da dugc ndy mam sém hozc nay mam thu

dugc 6 budce (¢).
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Khi thue hién quy trinh ndy bing cach st dung qua trinh phét sinh phoi soma gian
tiép trong giai doan (a-2), t&t hon néu tao it mo6 seo hon cac qua trinh phét sinh phdi soma
gian tiép da biét, va qua trinh phét sinh phdi soma tryc tiép trong giai doan (b-2), viéc
nhan bdi nhidu phdi duogc tao ra bing cach st dung qué trinh phét sinh phdi soma gian
tiép 1a c6 loi, trong khi d6 viéc st dung qué trinh phét sinh phdi soma truc tiép dé phoi
thir cAp phat trién c6 thé gay bién di dong soma trong phoi duoc tao ra. Nguyén liéu tru
trén 14 mam c6 ngudn gdc tir phdi so cip gian tiép duoc x1r ly trong giai doan (a-2) tao ra
ngudn méanh cay thich hop dé phat trién phoi thi cip. Hon nita, trai nguoc véi nhiéu quy
trinh da biét, cdc tac gia sang ché da phat hién thdy ring ché do chiéu sang trong giai

doan (b-2) tao ra quy trinh nhan giéng i vitro hi¢u qua.

Manh cdy thich hop dé st dung trong budc (a-1) hodc (a-2) ctia quy trinh theo

sang ché c6 thé bao gom, nhung khong chi gidi han ¢ canh trang hoa, nhi 1ép, va noan.

Mai treong nudi cdy duoc st dung trong (a-1) ¢6 thé bao gdm mdi trudng cam
ung, va tuy y moi truong phat trién, dugc st dung luan phién. Mdi moi trudng chira cac
thanh phén cin thiét dé cam tmg va phat trién phdi so cap nhu da biét trong linh vuc nay.
Do do cac moi trudng ndy c6 thé chira, nhung khong chi gidi han &, dung dich mubi da
luong va vi lugng chira vitamin, hormon ting trudéng, va ngudn nang lugng, nhu glucoza
hodc sucroza. Tuy nhién, do quy trinh nay la quy trinh phat sinh phdi soma truc tiép, nén
cac moi truong ndy khoéng chira cac hormon, nhu 2,4D. Hormon thuc vat 2,4D dugc biét
1a tao ra bién di dong soma va nhiéu phoi khong thé phat trién thanh thuc vat. Tuy nhién,
mot hodc nhiéu chét diéu hoa sinh trudng thuc vat hodc hormon ting trudng thuc vat co
thé duoc stir dung trong cac moi truong nay, bao gdm, vi du ethephon, kinetin, putrescin,
spermidin, hydro peroxit, 6 dén (y,y-dimetylallylamino) purin (2iP), va axit
gibberellic/gibberellin Chét diéu hoa sinh truéng thuc vat hodc hormon ting trudng thuc
vat c¢6 thé duoce str dung ¢ nong do c6 kha ning hd trg phét sinh phdi soma truc tiép, vi
du 0,01mg/L, 0,05mg/L, 0,10mg/L, 0,20mg/L, 0,30mg/L, 0,50mg/L, 0,75mg/L, 1,0mg/L,
1,25mg/L, 1,5mg/L, 1,75mg/L, 2,0mg/L, 2,25mg/L, 2,5mg/L, 2,75mg/L, hoac 3,0mg/L.
Khi duoc str dung, thi hormon ting truedng thuc vat kinetin dugc str dung & néng do6 nam
trong khoang tir 0,01mg/mL dén 10mg/mL, t6t hon néu nam trong khoang tir 0,1mg/mL
dén 1mg/mL, va t6t hon nita néu ndm trong khoang tir 0,3mg/mL dén 0,5mg/mL. Vi du

cu thé vé cdc moi trrong dugce st dung trong sang ché duwgc md ta dudi day.
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Trong buédc (a-2), moi trudng tao md seo va moi trudng phat trién phoi duoc st
dung. Do d6 cac moi truedong nay co thé bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, dung dich
mudi da luong va vi lwong chita vitamin, hormon tang trudng, va ngudn ning lwong, nhur
glucoza hodc sucroza. Theo mot sb khia canh, do buéc nay 1a budc phét sinh phoi soma
gian tiép, nén hormon thuc vat 2,4D c6 thé duoc st dung trong cac mdi trudng nay, vi du
& ndng d6 nam trong khoang tir 0,50mg/L dén 3,0mg/L. Tét hon néu, 2,4D dugc sir dung
& ndng do nam trong khoang tir 1,0mg/L dén 2,0mg/L. Cac hormon khac tham gia vao
qué trinh phat sinh phdi soma gidn tiép ciing c6 thé duge sir dung, nhu xytokinin
thidiazuron tong hop (TDZ). TDZ c6 thé dugc st dung trong cac moi trudng nay, vi du &
ndng d6 nam trong khoang tir 0,5ug/L dén 10,0pg/L. Tét hon néu, TDZ duge sir dung &
ndng do nam trong khoang tir 2,5ug/L dén 7,5pg/L. Tt hon nita néu, TDZ duoc sir dung
& ndng dd khoang 5,0pg/L.

Qua4 trinh tao phdi so cip trong budc (a-1) hodc (a-2) dugc thue hién trong do
chira phu thudc vao ban chit cia moi truong dugce st dung. Vi dy, khi mdi truong 1a moi
truong ran, budc (a-1) hodc (a-2) co thé duoc thuc hién trén dia petri, hodc khi moi
truong 1a mdi trueong long, do chira co thé bao gdm binh Erlenmeyer hodc binh phan tng.
Khi cdc phan tng dugc hién trong mdi trudong long, dd chira c6 thé duoc khudy trong

hodc tir dau dén cudi qud trinh nuoi cay.

Budc (a-1) hodc (a-2) duoc tiép tuc trong khoang thdi gian du dé tao ra phdi so
cép thich hop dé st dung trong budc (b-1) hodc (b-2). Theo mot khia canh, trong budc
(a-1) hodc (a-2), cac phoi c6 tru trén 14 mAm da phat trién duoc tao ra dé 1an luot st dung
trong budc (b-1) hodc (b-2). Thong thuong, qua trinh phat trién ctia cac phoi so cp c6 tru
trén 14 mam da phat trién dat duoc trong khoang thoi gian tir 4 dén 16 tudn, t6t hon néu 6
dén 14 tudn, tot hon nira néu 8 dén 12 tudn. Theo mdt sb khia canh, cac phoi so cép co tru
trén 14 mim da phét trién dugc thu nhan & khoang 10 tudn. Trong qué trinh phat trién
phoi so cap, nhiét do dugc duy tri nim trong khoang tir 20°C dén 32°C, tét hon néu nam
trong khoang tir 24°C dén 28°C, va tét hon nita néu & khoang 27°C.

Theo phuong an cu thé, bude (a-1) co thé duogc thuc hién trong hai giai doan, giai
doan thtr nhit dugc thuc hién trong mdi trudng nuodi cdy thtr nhat duoc lam thich tmg aé
tao ra su cam ung phat sinh phoi, va giai doan thtr hai tuy y co6 thé dugc thuc hién trong

mdi trudng nudi cdy thir hai dé tao ra su biéu hién phat sinh phdi va tao phoi.
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Theo cac phuong 4n khac, bude (a-2) duge thuc hién trong hai giai doan, giai
doan thir nhat 1a giai doan phat trién mo seo dugc thuc hién trong mdi trudng phat trién
mo seo duoc lam thich Gng dé tao md seo, va giai doan tht hai 1a giai doan phat trién
phoi dugc thue hién trong moi truong phat trién phdi thir hai dé 1am phat trién phdi tir md

seo.

Cac mudi va hormon thuc vat duge sit dung trong moi truong nudi cdy thtr nhét
dugc str dung trong (a-1) co thé thay dbi. Theo mot khia canh, mdi truong nudi céy thir
nhit ¢6 thé chira mot hodc nhiéu chit diéu hoa sinh truéng. Theo mdt khia canh wu tién,
chit didu hoa sinh trudng bao gdm xytokinin 6-benzylaminopurin (BAP) va axit
gibberellic, ¢6 thé dugc st dung dé cam ung phat sinh phdi soma truc tiép. Theo khia

canh khac, moi truong nudi cdy thi nhét thich hop chira cac thanh phén sau:

Bang 1
Thanh phin Nong d9
Céc chét dinh dudng da lugng MS 25%
(Murashige and Skoog, 1962)
Céc chét dinh dudng vi luong 50%
KH,POy, 20,5-80,5mg/L, vi du 42,5mg/L
Fe-EDTA, 5-40,5mg/L, vidu 21,5mg/L
Pyridoxin, 0,1-50mg/L, vi du Img/L
Axit nicotinic 0,1-50mg/L, vi du Img/L
Thiamin 1,0-500mg/L, vi du 10mg/L
BAP 0,1-2,0mg/L, vi du Img/L
Axit gibberellic ©0,1-2,0mg/L, vi du 0,6mg/L
Sucroza 20-120g/L, vi du 30g/L
Myo-inositol 10-200mg/L, vi du 100mg/L
Phytagel (chi mdi trudng ran) 1,5-2,5g/L, vi du 2,0g/L

Giai doan tht nhét cua bude (a-1) ¢6 thé duge thuc hién trong khoang thoi gian tir
1 dén 8 tuan, tét hon néu khoang 2 dén 6 tudn, va tét hon nita néu cho dén khi phoi & giai

doan hinh dng dugc phat trién tir manh cay.

Theo mdt sb khia canh, giai doan thir hai tuy ¥ ctia budce (a-1) dugc thuc hién, moi
truong duoc st dung cling co thé chra xytokinin, nhu 6-benzylaminopurin, nhung ndng
do duogc giam dé tao diéu kién thuén loi cho qué trinh biét hoa va phat trién phoi, cling
nhu nhan boi sb lwong phdi dugce tao ra. Vi du mdi truong dugce su dung trong giai doan
thtt hai ctia bude (a-1) co thé giéng nhw mai trudng duge st dung trong giai doan thir
nhét, nhung chira 6-benzylaminopurin & néng dd nhé hon mdt nira, vi du khoang mot
phin ba ndng dd dugc st dung trong mdi truong duge st dung trong giai doan thur nhét

ctia bude (a-1). Do d6, khi méi truong thong thuong dugc sir dung trong giai doan thir
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nhit cta bude (a-1) c6 thé chira 6-benzylaminopurin & néng do khoang 1mg/L, moi
truong dwgc st dung trong giai doan thir hai cua budc (a-1) co thé chira 6-

benzylaminopurin & ndng do bang 0,3mg/L.

Giai doan tht hai cua bude (a-1) ¢ thé duge thuc hién trong khoang tir 2 dén 12
tudn, tét hon néu cho dén khi phoi so cép phat trién tru trén 14 mam c6 thé dugc st dung
lam ngudn nguyén liéu dé tao phoi thu cap. Trong thdi gian ndy, mdi truong nudi chy
may can bd sung cac chét dinh dudng nhiéu 1an, vi du khoang ba hoic bbn hodc nhiéu lan

thong qua qua trinh xtr ly.

Tbt hon néu budce (a-1) hodc (a-2) duoc thuc hién béng cach st dung cdc manh
céy co nguén géc tr nu hoa. Theo mot khia canh, tir 1 dén 20 manh céy s€ duogc dat vao
mdi dd chira duoc sir dung dé phat trién phdi, nhur dia petri hodc binh Erlenmeyer. Vi duy,
tir 2 dén 10 nu hoa c6 thé duoc dit vao dia petri ¢6 kich ¢ 100mm x 20mm hodc binh
Erlenmeyer dung tich 250mL, cling v6i khoang 25 dén 30mL moi truong. Trong budc (a-
1), qué trinh nhan bdi phéi, vi du v6i hé s6 nhan bdi phdi tir 3 dén 10 phdi/manh cdy, c6
thé duogc quan sat. Trong budc (a-2), qua trinh nhén boi nhiéu phoi, vi du véi hé sb nhan

boi phoi tir 5 dén 50 phdi/méanh cdy c6 thé duge quan sit.

Khi két thtic budc (a-1) hodc (a-2), phdi so cdp thu duoc duoc thu nhan dé st
dung trong phat sinh phoi soma truc tiép dé tao phoi thir cap. Tt hon néu, cac tru trén 14
mam dugc tach ra khoi phoi va cat thanh cic 1at méng. Thong thudng, modi try trén 14
mam duoc cit thanh tir 4 dén 6 lat dé dam bao ring céc 14t nay c6 kich c& thich hop dé
phat sinh phoi soma truc tiép. Bang cach sir dung nhiéu lat méng ctia mdi phdi duge tao
ra trong budc (a-1) hoac (a-2) trong bude (b-1) hodc (b-2), sb luong phdi soma thir cap

thu dugc cao hon sd lugng phdi soma so cap duge tao ra.

Quy trinh ctia budce (b-1) hodc (b-2) dugc thuc hién trong diéu kién chiéu sang.
Khoang thoi gian chiéu sang c6 thé nim trong khoang tir 12:12 dén 24:0, t6t hon néu
nam trong khoang tir 13:11 dén 20:4, t6t hon nita néu ndm trong khoang tir 14:10 dén 8:6.
Tét hon néu, khoang thoi gian chiéu sang 1a khoang 16:8, véi khoang 16 gidr tiép xtc véi
anh sang sau do 8 gio trong bong t6i. Ché do chiéu sang co thé duoc dam bao bang cich
dit cac chat vao budng duogc chiéu sang thich hop, nhu da biét trong linh vuc nay. Cudng
do btrc xa hoat hoa quang hgp hodc cuong do dong photon hitu hiéu cho quang hop

(PPFD) nam trong khoang tir 30 dén 240pmol/m?¥/gidy c6 thé dugc str dung, t6t hon néu
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ndm trong khoang tr 50 dén 190pmol/m¥gidy. Theo mot sb khia canh, vi du ché do
chiéu sang 1a 16 gio tiép xtic véi anh séang va 8 gio trong bong t6i va cudong do bic xa
hoat hoa quang hgp hodc cuong d6 dong photon hitu hiéu cho quang hop (PPFD) nam
trong khoang tir 50 dén 60umol/m?/gidy c6 thé duoc sir dung.

Bude (b-1) hodc (b-2) c¢6 thé duoc thuc hién trong hai giai doan, giai doan thu
nhét duoc thuc hién trong moi trudong nudi céy tht nhit duoc 1am thich ung dé tao ra su
cam Ung phat sinh phoi, va giai doan thtr hai tuy y cé thé duoc thuc hién trong moi
truong nudi cdy thir hai dé tao ra su biéu hién phat sinh phoi va tao phoi thir cap. Cac mdi
truong ndy c6 thé 1a moi trudong ran hodc moi trudng 16ng, trong dd chira thich hop, co

thé 1a dia petri hodc binh Erlenmeyer nhu néu trén.

Mbi trudng nudi cdy duoc st dung trong (b-1) hodc (b-2) duge chon loc dé kich
thich phat sinh phoi soma truc tiép. Vi du mdi truong nuodi cdy thich hop c6 thé chira cac
thanh phén sau, trong d6 dung dich gbe axit amin 1000X duoc thé hién trong Bang 2
chtra L-Lysin 45,65mg, L-Leucin 32,80mg, L-Tryptophan 51,05mg, Arginin 43,55mg, va
Glycin 18,76mg:

Bang 2
Thanh phan Nong d6
Céc chat dinh dudng da lugng MS 100%
(Murashige and Skoog, 1962)
Céc chat dinh dudng vi luong 100%
Canxi pantothenat 2,0mg/L, vi du Img/L
Fe-EDTA 10-42,5mg/L, vi du 21,5mg/L
Pyridoxin, 0,1-50mg/L, vi du Img/L
Axit nicotinic, 0,1-50mg/L, vi du 1mg/L
Thiamin 0,1-2,0mg/L, vi du Img/L
Biotin 0,1-2,0mg/L, vi du 0,1mg/L
BAP 0,1-2,0mg/L, vi du 0,3mg/L
Sucroza 20-120g/L, vi du 30g/L
Myo-inositol 10-200mg/L, vi du 100mg/L
KNOs3 0,1-3,0g/L, vi du 0,3g/LL
Phytagel (chi méi trudng rin) 1,5-3,0g/L, vidu 2,2g/LL
Dung dich gbc axit amin 1000X ImL/L

Theo mdt sb khia canh, giai doan tht hai tlly y ctia bude (b-1) hodc (b-2) duoc
thuc hién, modi truong dugc s dung cling co thé chtra xytokinin, nhu 6-
benzylaminopurin, nhung ndng do dugc giam dé tao diéu kién thuan loi cho qua trinh
biét hoa va phat trién phoi, cling nhu nhan bdi s6 luong phoi dugc tao ra. BAP c6 thé
duoc s dung & ndéng do ndm trong khoang tir 0,1 dén 2,0mg/L, tdt hon néu 0,5 dén

1,5mg/L, tot hon nita néu khoang 1,0mg/L. Vi du mdi truong dugc st dung trong giai
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doan tht hai ctia buge (b-1) hodc (b-2) c6 thé gidng nhu moi truong dugce st dung trong
giai doan thu nhét, nhung chira 6-benzylaminopurin & ndng d6 nhé hon mot nira, vi du
khoang mot phan ba that dugc st dung trong mdi trudng duge st dung trong giai doan
ther nhit cia buge (b-1) hodc (b-2). Do do, khi mdi trudng thong thuong duge sir dung
trong giai doan thu nhét cua bude (b-1) ¢6 thé chira 6-benzylaminopurin & noéng do nam
trong khoang tir Img/L, thi moi truong duoc st dung trong giai doan thir hai cia budc (b-

1) c6 thé chua 6-benzylaminopurin ¢ nong do bang 0,3mg/L.

Theo mdt sb khia canh, trong do6 ca hai giai doan budce (b-1) hodc (b-2) dugc thuc
hién, cac tac gid sang ché d3 ngac nhién phat hién thdy rang ndng do cin bang gilta
BAP/sucroza trong mdi trudng cam tng va axit gibberellic/sucroza trong moi trrong phat
trién co thé cam ung phat sinh ph6i soma truc tiép, biéu hién va phat trién phdi binh
thuong, do d6 kich thich phat sinh phoi soma tryc tiép clia Theobroma cacao, va dac biét

14 Theobroma cacao L.

Uu diém co ban cua qua trinh phat sinh phdi soma truc tiép 1a dé thu dugce phoi
binh thuong khi méi truong nudi céy khong chira 2,4D. Hormon thuc vat nay dugc biét 1a

tao ra bién di dong soma va nhiéu phdi khong thé phat trién thanh thuc vét.

Theo mot sb khia canh, cac tac gia sang ché da phat hién thdy rang axit gibberellic
déng vai trd 1a téc nhan kich thich dé phat rién phoi binh thuong c6 kha nang phét trién
manh thanh thuc vat, ddc biét 1a khi st dung két hop vé6i duong, nhu sucroza, glucoza,
fructoza, mannoza, lactoza, galactoza, v.v., va tbt hon néu sucroza. Qua trinh phat trién
va lam truong thanh phoi tha cip & Theobroma cacao, dac biét 1a trong phat sinh phdi
soma truc tiép, bi anh hudng bdi ndng dod cua axit gibberellic, va ndng do cla sucroza.
Nong do cua axit gibberellic co thé nim trong khoang tir 0,01 dén 1,0g/L, tét hon néu
nam trong khoang tir 0,2 dén 0,8g/L, va t6t nhat néu khoang 0,6g/L. Nong do cua sucroza
c6 thé nam trong khoang tir 10g/L dén 100g/L, t&t hon néu nidm trong khoang tir 20g/L
dén 80g/L, va 8t nhat néu khoang 40g/L. Tac dung cua sucroza trong modi treong phat
trién c6 thé do né dong vai tro la tac nhin thAm thiu c6 tac dung lam trudng thanh phoi

soma.

Theo khia canh wu tién, mdi trudng cam Ung dugc st dung trong giai doan thlr
nhét ciia buée (b-1) hodc (b-2) chira 1,0mg/L 6-benzylaminopurin la tic nhén gay ra diéu

kién khic nghiét dé kich thich dap tmg tao phoi thu cAp boi qua trinh phat sinh phoi soma
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truc tiép duoc két hop véi 40g/L sucroza. Moi trudng phat trién dugc st dung trong giai
doan tha hai cta budc (b-1) hodc (b-2) chira 0,6mg/L axit gibberellic dugc két hop véi
40g/L sucroza. Viéc su dung két hgp moi trudong cam tmg va moi truong phat trién dan

dén 83,3% phdi dugc tao ra 1a phdi binh thuong.

Khong bi gidi han béi ly thuyét cu thé, dugc tin ring ndng do ctia dudng trong
moi truong cdm ung co thé 1a yéu t6 quan trong trong hoat hoa/bét hoat dang cu thé clia
qua trinh tao hinh thai in vitro. Ciing dugc tin rang cac tic nhan gy ra diu kién khéc
nghiét khéac nhau ¢6 thé gy ra cac ddp ung hinh thai khac nhau & cic té bao thuc vat, nhu
tre ché tang sinh & bao, kich thich phan chia té bao theo vi tri, va bién dbi trang thai biét
hoa ctia té bao.

Budce (b-1) hodc (b-2), co thé dugc thuc hién trong mot hodc hai giai doan, dugc
thue hién trong khoang thoi gian di dé tao phoi thtr cap boi qué trinh phét sinh phoi soma
truc tiép, trong d6 phdi thir cép 1a thich hop dé st dung trong qué trinh phat trién thuc

vat.

Giai doan thur nhét cua budc (b-1) hodc (b-2) cb thé duoc thuc hién trong khoang
thoi gian tu 1-4 tuan, vi du trong khoang 2 tudn, t&t hon néu cho dén khi phoi & giai doan
hinh dng dugc phét trién tir manh cdy, sau d6 dugc stt dung trong giai doan thu hai cta

buéce (b-1) hodc (b-2).

Khi khi chi mot giai doan dugc st dung trong bude (b-1) hodc (b-2), quy trinh cua
giai doan thu nhét cia buge (b-1) hodc (b-2) duge thuc hién trong khodng thoi gian tur 2
dén 16 tudn, tét hon néu 2 dén 12 tuén, tdt hon nita néu 4 dén 10 tuln, va tot nhét néu 6
dén 8 tudn, cho dén khi phoi thtr cAp phat trién dén giai doan du d¢ cho phép ching dugc
sir dung trong céc budc tiép theo dé phat trién thanh thuc vat, vi du giai doan truéng

thanh.

Khi bude (b-1) hodc (b-2) dugc thyc hién trong hai giai doan, giai doan thr hai ¢
thé duoc thuc hién trong khoang tir 2 dén 12 tudn, tdt hon néu cho dén khi phoi thir cAp
phat trién dén giai doan du dé cho phép ching dugc st dung trong cdc budce tiép theo dé
phat trién thanh thuc vat, vi du giai doan trudng thanh. Trong thoi gian nay, moi truong
nudi ciy may cAn bd sung céc chat dinh dudng nhiéu 1an, vi du khoang ba hodc bbn hodc

nhidu 14n théng qua qué trinh xir 1y. Khoang thoi gian thich hop trong budce (b-1) hodc
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(b-2) c6 thé tir 2 dén 12 tuan, t6t hon néu 4 dén 8 tudn, va tdt hon nita néu tir 2 dén 6

tuan.

Trong thoi gian nay, nhiét do duoc duy tri ndm trong khoang tir 23°C dén 29°C,
t6t hon néu ndm trong khoang tir 25°C dén 28°C. Theo mot s khia canh, nhiét do bing

27°C duoc uu tién.

Cac mdi trudong nay duge st dung trong sang ché co thé & dang 1ong hodc dang
rdn. Moi truong rin thong thuong chira chit tao gel, nhu phytagel, mic du chit tao gel
thich hop bat ky ¢6 thé dugc sir dung trong dé thu duge mdi trudng ran. Theo mot s6 khia
canh, viéc str dung mdi truong léng dugce vu tién do co thé rut ngén toan bd quy trinh dé
thu duoc cay con. Vi du qua trinh san xut phoi bing cach str dung mdi trudong rin c6 thé
chi mét tr 12 dén 15 thang tir giai doan san xuit ban dau (7-8 thang), dén giai doan
truéng thanh (1,5-2 thang), dén giai doan nay mam (1-2 thang), dén giai doan bién ddi (2
dén 3 thang). Qua trinh san xuit phdi bang cach sir dung mdi trudng 16ng co thé chi mat
tir 8 dén 11 thang, tir giai doan san xuét ban dau (6 dén 7 thing), dén giai doan trudng
thanh (1-1,5 thang), dén giai doan nay mam (1-1,5 thang), dén giai doan bién ddi (1-2
thang).

Thuét ngir “ché do chiéu sang” dugc dung trong ban mo ta dé chi quy trinh va
phuong phép, trong do cac chét dic tiép xuc véi anh sang trong it nhat mot khoang thoi
gian trong 24 gi¢. Dac biét, cac chét dac tiép xuc vaoi anh sang trong it nhit nira ngay,
mot ngay va tét hon néu nhiéu hon khoang thoi gian nay. Khoang thoi gian chiéu sang c6
thé nim trong khoang tir 12:12 dén 24:0, t6t hon néu niam trong khoang tir 13:11 dén
20:4, t5t hon nira néu nim trong khoang tir 14:10 dén 8:6. Tét hon néu, khoang thoi gian
chiéu sang 1a khoang 16:8, véi khoang 16 gid tiép xtic v6i anh sang, sau d6 8 gio trong
bong t6i. Ché do chiéu sang co thé duge dam bao bing cach dat cac chét vao budng dugc
chiéu sang thich hop, nhu da biét trong linh vure nay. Theo phuong an cu thé, cuong do
bire xa hoat hoa quang hop hodc cuong do dong photon hitu hiéu cho quang hgp (PPFD)
nim trong khoang tir 30 dén 80umol/m?/gidy, t6t hon néu nam trong khoang tir 40 dén
70pmol/m?/gidy, va tét hon nita néu nam trong khoang tr 50 dén 60umol/m?/gidy duoc

st dung.

Theo phuong an dac biét vu tién, budce bd sung co thé dugc thuc hién sau budc (b-

1) hodc (b-2) néu trén, nhung trudc bude (c). Bude bd sung tuy y nay dugc goi la budc
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(b-3), 1a budc trong dé mot sb phoi thir cép dugc tao ra dugc tiép tuc nhan bdi. Budc nay
bi anh huéng béi qua trinh hoat hoa biéu hién va san sinh phdi soma thit clp truc tiép
m&i tir méanh cdy duoc tach tir phoi thir cap duge tao ra trong budce (b-1)(i) hodc (b-2)(i)
va tuy y (b-1)(ii) hodc (b-2)(ii). C4c phoi ctia budce (b-1) hodc (b-2) dugc chuyén vao moi
truong 10ng hodc méi trwong ran thich hop, 6 thé gidng nhu méi truong duge sir dung
trong budc (a-1)(ii) hodc (a-2)(ii), trong d6 chua thich hop nhu néu trén. Sau d6, phoi nay
duoc nudi céy & nhiét 46 nam trong khoang tur 23°C dén 29°C, vi du ndm trong khoang tir
25°C dén 28°C vé6i ché dd chiéu sang nhu néu trén. Mot 14n nita, ché d6 chiéu sang 1a 16
gid tiép xtic véi anh sdng va 8 gid trong bong tbi voi cuong do bire xa hoat hoa quang
hop nam trong khoang tir 50 dén 60pmol/m?/gidy duge vu tién. Budc (b-3) nay tuy y c6
thé duoc tip tuc cho dén khi qua trinh nhan boi phoi thich hop da dat duge. Hé s6 nhan
bdi phoi thich hop ¢ giai doan nay co thé ndm trong khoang tir 5 dén 19 phdi/manh cay
tru trén la mam. Hé sb nay co thé dat duoc trong khoang thoi gian tir 5 dén 10 tuan, vi du
tir 6 dén 10 hodc 8 dén 10 tuin. Trong budc (b-3), méi truong duoc thay méi it nhat mot

lan, va c6 thé duogc thay méi 3, 4 hodc nhiéu 1an trong budc nay.

Theo mét sb khia canh, khi budc (b-3) duge thuc hién trong méi trudng 16ng trong
binh Erlenmeyer, thi binh nay s& c6 dung tich bing 250mL va dugc khudy thich hop

trong toan bd qué trinh, vi du trén may lic & toe d6 100 vong/phit (rpm).

Do d6 quy trinh theo sang ché, bing qua trinh phat sinh phoi soma truc tiép trong
cac bude (b-1), (b-2), va (b-3) (khi dugc st dung), da tao ra nhiéu phdi binh thuong va

cay con trong thoi gian twong ddi ngan.

Qua4 trinh x@r ly phdi tht cép truc tiép trong bude (c) dé tao ra giai doan trudng
thanh va nay mam sém, va tily y ciing bao gdm qua trinh nay mam va bién dbi phoi thanh
thue vat, duge thuc hién trong mdi trudng 16ng. Mbi trudng c6 thé duge giit trong do
chtra thich hop bt ky, mic du hé thdng binh ngam theo mé (TIS) hodc trong dia petri
trong moi truong rén duogc wu tién. Qua trinh nuoi céy duoc thuc hién & nhiét do nam
trong khoang tir 23°C dén 29°C, vi du nam trong khoang tir 25°C dén 28°C. Trong khi
giai doan truong thanh dugc thuc hién trong bong t61, thi cac giai doan nay mam sém va
nay mam dugc thuc hién trong diéu kién chiéu sang nhu néu trén. Ché dd chiéu sang la
16 gior tiép xtic v6i 4nh sdng va 8 gio trong bong t6i v6i cuong do birc xa hoat héa quang

hop 50 dén 60pmol/m?/gidy c6 thé thich hop.
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Qua trinh nudi cdy U duge tiép tuc trong khoang thoi gian da dé cho phép giai
doan trudng thanh, giai doan nay mAm sém va tuy y cling bao gOm giai doan ndy mam
cua phoi thir cAp trong mdi truong ndy. Trong trudmg hop ndy, moi truong duoc diéu ché
dé cho phép thuc hién céac quy trinh nay. Moi truong thong thudng co thé chira cac thanh
phan sau, trong d6 dung dich gbc axit amin 1000X dugc thé hién trong Bang 2 chira L-
Lysin 45,65mg, L-Leucin 32,80mg, L-Tryptophan 51,05mg, Arginin 43,55mg, va Glycin
18,76mg:

Bang 3

Thanh phén Nong dd

Céc chét dinh dudng da luong MS
(Murashige and Skoog, 1962)

50%-100%

Céac chat dinh dudng vi lugng

50%-100%

Canxi pantothenat

0,1-2,0mg/L, vi du Img/L

Fe-EDTA, 10-100mg/L, vi du 43mg/L
Pyridoxin 0,1-50mg/L, vi du Img/L
Axit nicotinic 0,1-50mg/L, vi du 1Img/L
Thiamin 0,1-500mg/L, vi du Img/L
Biotin 0,1-2,0mg/L, vi duy 0,1mg/L
Sucroza, 20-120g/L, vi du 40g/L
Myo-inositol 10-200mg/L, vi du 100mg/L
KNO3 0,1-3,0g/L, vi du 0,3g/L

ImL/L

Dung dich gdc axit amin 1000X

Nhin chung, budc nay s€ két thuc trong khoang thoi gian tir 6 dén 10 tudn, vi du tir
8 dén 10 tudn. Tt hon néu, moi trudong s& dugce thay méi nhidu 1an trong qué trinh xir ly

nay, vi du tur 3 dén 8 1an trong budc (c).

Tiép theo, phoi thir cép da dugc nay mam som hodc ndy mam thu dugc trong budc
(c) co thé dugc phat trién thanh cay con bing cach st dung cac phuong phép thong
thuong. Vi du, cdc nguyén liéu duogc tao ra trong diéu kién in vitro dugc tréng trong
vuom wom dé thich nghi véi diéu kién khi hiu trong gia thé chtra hdn hop cac thanh
phﬁn, nhu peclit, mun dira, dét, v.v. vi du. Sau do, thuc vat 6 thé duoc tr@)ng trén déng
rudng va sinh truéng thanh cay ca cao, va theo cac khia canh wu tién, thuc vat mang qua

ca cao ¢ thé duge tiép tuc xtt ly dé thu duoc san pham chura ca cao.

Toan bd quy trinh theo sang ché ¢6 thé duoc thuc hién trong khoang thoi gian tir
22 tuin dén mot nim, t6t hon néu nim trong khoang tir 22 dén 36 tuén, tir giai doan tao
phoi trong diéu kién in vitro dén giai doan trdng trong nha kinh.

Cac uu diém khac c6 thé dat dugc bang cach st dung quy trinh theo sang ché.

Viéc két hop cac bude nay cho phép cai thién d6ng thoi su nAy mam va phat trién phoi.
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Hon nita, giai doan trudng thanh, giai doan nay mam s6m, ndy mam va bién doi phoi
thanh thuc vat, khi cin c6 thé duoc thuc hién trong thiét bi phan tng sinh hoc TIS, do d6
cho phép quy trinh nhin gidng thyc vat dugc thuc hién don gian va hiéu sudt cao hon.
Viée st dung céc thiét bi phan tmg sinh hoc nay khién cho quy trinh nay c6 thé tu dong
va tiét kiém chi phi va nhan luc do céc yéu t6, nhu giam nhu cdu st dung cac budc thi

cong va viéc sir dung cac chat tao gel.

Theo mot khia canh, thiét bi phan ng sinh hoc dugc st dung dé thuc hién giai
doan trudng thanh, giai doan nay mam sém, nay mam, va bién dbi phdi thanh thuc vat,
phdi soma thu clp truc tiép thu dugc bing phuong phap theo sang ché ¢ thé duoc
chuyén vao thiét bi phan tmg sinh hoc TIS chira moi trudong long. Mbi truong co thé bao
gom, vi du cac chéat dinh dudng da lugng MS (Murashige and Skoog, 1962) 50%, cac
chit dinh dudng vi lugng MS 50%, co bd sung 43mg/L. Fe-EDTA, 1mg/L pyridoxin,
Img/L axit nicotinic, 1mg/L Thiamin, 1mg/L canxi pantothenat, 0,01mg/L biotin,
100mg/L myo-inositol, 40g/L sucroza va do pH = 5,8. Tuy nhién, cac moi truong thich
hop khéc co thé dugc st dung trong thiét bi phan mg sinh hoc. Sau khoang thoi gian
trong thiét bi phan tng sinh hoc tir 2 dén 10 tuan, t&t hon néu 4 dén 8 tudn, trong bong i
& nhiét d6 nam trong khoang tir 25°C dén 30°C, t6t hon néu 27°C, dé cho phép giai doan
truéng thanh, hon hop dugc nudi cdy trong thiét bi phan ung sinh hoc trong diéu kién
chiéu sang. Tét hon néu qua trinh nudi cdy trong diéu kién chiéu sang sir dung ché do 16
gior tiép xtic voi anh sang va 8 gid trong bong td1 va cuong do birc xa hoat hda quang hop
nim trong khoang tir 50 dén 60umol/m?/gidy, mic du cac ché do chiéu sang khac co thé
duoc sir dung nhu néu trén. Qua trinh nudi cdy trong diéu kién chiéu sang dugc thuc hién
& nhiét do ndm trong khoang tir 25°C dén 30°C, t6t hon néu 27°C, trong khoang thoi gian
tr 6 dén 4 tuén, t&t hon néu 8 dén 12 tuln, va tdt hon nira néu khoang 10 tudn. Moi
truong can dugce thay méi thuong xuyén trong qua trinh xtr Iy, nhu 2, 3, 4, hodc nhiéu
lan. Trong thoi gian nay, phdi trai qua giai doan nay mam sém, va nay mam. Tt hon
néu, phoi thir cip da nay mam thu dugc khi két thac quy trinh nay thich hop dé chuyén
vao nha kinh.

Ngoai quy trinh nhén gidng Theobroma cacao, séng ché ciing d& cap dén phuong
phap xur Iy qua dugc hai tir ciy ca cao va ché bién thanh san phdm chta ca cao. Cac
phuong phap xt ly dugc s dung dé ché bién cac san phim chira ca cao bao gbm tach

mot phén hodc hoan toan 16p thit qua, 1én men qua da dugc tach 16p thit qua mot phén
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hodc hoan toan bang cach st dung quy trinh vi sinh vat hodc héa hoc, sdy kho qua bang
cach phoi ning hoic may sdy, bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, may sdy Samoan,

may say Buttner, va may sdy san.

Theo mét sb khia canh quéa co thé tiép tuc duoc rang va sang loc dé tao ra nhan hat
duoc ché bién thanh ca cao 16ng hodc bo ca cao. Nhan hat hodc ca cao 1ong c6 thé dugc
ché bién thanh bot ca cao. Ca cao 16ng, bo ca cao, va nhén hat ¢ thé duoc tron véi
duong hodc cac chit lam ngot tu nhién hodc téng hop khéac. Theo mot sb khia canh, hon

hop thu dugc ¢co thé & dang bot nhio.

Bot nhio c6 thé dugce nghién, tuy y bing may nghién kiéu truc lan, dé thu dwoc
bot nhdo cé kich ¢& hat nhé hon. Theo céc khia canh khéc, sira ddc co thé duoc b sung
vao, sau d6 hdn hop nay duge tiép tuc ché bién thanh canh sita. Hon hop nay c6 thé dugc
trOn trong may tao hinh, tlly y véi bo ca cao va chét nhii hoa. Bot nhdo va canh sita ¢6 thé
cling dugc trdn vdi bo ca cao va chét nhil hoa trong may tao hinh. My tao hinh dugc sir
dung dé tron bao gdm, nhung khdng chi gi¢i han &, méy tao hinh Frissee, mdy tao hinh

Tourell, may tao hinh va tinh ché Macintyre, va hé thong Wiener.

San pham cudi ciing cla quy trinh ché bién nay, va tuy y tinh ché va tiép tuc ché
bién bdt nhio 1a san phém chtra ca cao dung lam thuc phém, bao gém, nhung khong chi

giGi han 0, sdcdla, san pham socodla, hodc san pham twong tu socdla.

Cac san pham chtra ca cao dugc wa chudng hién nay cé thé dugc san xuét bang
cach str dung qué thu duge thyc vat dugc nhan giong bao gom ca cao long, socdla, san
pham sdcdla, sén pham tuong tu socdla, bot ca cao, va bo ca cao. Sang ché cling dé cép

dén san pham chira ca cao thu dugc bing quy trinh néu trén.
Vi du thue hién sing ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét thong qua cac vi du sau. Tuy nhién, nguoi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay s& hidu ring cac chi tiét cu thé khong duoc yéu cau aé
thue hién sang ché. Phan mo ta cac phuong 4n cu thé du6i dy cua sang ché chi nham
muc dich minh hoa va mé ta sang ché. Sang ché khong bi giéi han béi cdc dang chinh
xdc duoc boc 16. Nhidu cai bién va bién ddi c6 thé duoc thuc hién dya trén phin mo ta
néu trén. Cac phuong an duoc thé hién va mo ta dé giai thich nguyén ly va (mg dung cta

sang ché, nho d6 cho phép ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay dé st dung
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tot nhat sang ché va cac phuong an khac nhau cung véi cdc cai bién khac nhau 1a thich

hop véi viée sit dung dac biét du tinh.

Vi du 1-Quy trinh tao phoi soma so cip (cai tién tir quy trinh ctia Guiltinan et al,

1997)
Nguyén li¢u

Céac hoa chét tir Sigma Chemical Co., St. Louis, MO dugc str dung cho toan bd cac
ché phdm moi truong. DO pH méi trudong duge didu chinh bang cach str dung KOH 1N,
trwde khi hdp. Toan b cac méi truong duge hip trong 20 phit & nhiét d6°C. Mbi truong
DKW dang bot phat trién béi Driver and Kuniyuki (1984) va Tulecke and McGranahan
(1985) ¢6 thé thu duge tir Sigma Chemical Co. (D-6162). Tuy nhién, do tinh chat hut 4m
cta ché pham bot, viée sir dung céc dung dich gbc chira cac thanh phan hoéa hoc clia mdi
truong DKW dugc khuyén céo sir dung cho cac ché pham moi truong. Cac hdn hop bot
da thAm nudc thudng tré nén khé hoa tan trong nude, do do cd thé lam giam hiéu qua cta
mdi trudong. Cac chit dinh dudng da lugng trong moi truong DKW duge dugce chia thanh
cac dung dich gbc A va B dé tranh twong téc hoa hoc gifta céc mudi v6 co ¢ ndng dd cao,
va ngan ngira két tha mubi trong qud trinh bao quan. Céc dung dich gbc mai chira chit
didu hoa sinh trudng bao gdm TDZ va 2,4D; dugc didu ché 3 thang mét lan. Canxi

hypoclorit [Ca(OCl)2] do Aldrich Chemical Company, Inc. cung cap (Milwaukee. WI)

- Dung dich TDZ (0,5mg/mL): hoa tan Smg thidiazuron (Sigma P-6186) trong
100uL. KOH 1IN va bd sung nuéc cit dén thé tich cudi cung bing 10mL. Bio quan &
nhiét do 4°C.

- Dung dich 2,4D (10mg/mL): hoa tan 100mg 2,4-diclophenoxyaxetic (Sigma D-
8407) trong 8mL 100% etanol, sau d6 bd sung nude dén 10mL. Bao quéan & nhiét do 4°C.

- Dung dich Kinetin va BAP (10mg/mL): hoa tan 10mg kinetin hodc BAP trong
50uL NaOH 1IN va bd sung nuée dén ImL. Bao quéan & nhiét do -20°C.

- Dung dich dinh dudng da lwong DKW 10X A (tinh trén 1L): 14,16g NH4NO3;
19,68g Ca(NO3)2.4H20. Bdo quan ¢ nhiét do 4°C.

- Dung dich dinh dudng da lugng DKW 10X B (tinh trén 1L): 15,59g K»SOq;
7,40g MgSO4 7TH20; 1,49g CaCla.2H20; 2,65g KHa PO4. Béo quan & nhiét do 4°C.
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- Dung dich dinh dudng vi lugng DKW 100X C (tinh trén 1L): 1,70g Zn(NOs)2
6H0:; 3,34g MnSOs H,0; 3,38g FeSO4.7H20; 4,54g Na-EDTA; 0,482 H3;BOs; 25mg
CuS04.5H,0; 39mg Na,Mo04,2H20. Bao quan & nhiét do 4°C.

- Dung dich vitamin DKW 1000X (trén 100mL): 10,0g myo-inositol; 0,2 g
thiamin-HCI; 1g axit nicotinic; 1g glyxin; 1g tryptophan. Phéan bd ImL dung dich vao
éng Eppendorf. Bao quan & nhiét do -20°C.

- Méi truong sinh trudng mo seo so cép (tinh trén 1L): 100mL mdi dung dich
DKW A va dung dich DKW B; 10,0mL Dung dich dinh dudng vi luong DKW; ImL
dung dich vitamin DKW; 20,0g glucoza; 250mg glutamin; 100mg (= 200mg/L) myo-
inositol; 200,0pL (= 2,0mg/L) dung dich 2,4-D; 10,0uL (= 5ug/L) dung dich TDZ. Diéu
chinh d6 pH dén pH = 5,8. 2,0g phytagel (sigma P-8169).

- Mbi truong sinh trudng mo seo thir cép (tinh trén 1L): 2,3g McCown's (Lloyd
and McCown. 1981) hdn hop mudi thure vat than gd (Sigma M-6774); ImL Gamborg's
(Gamborg's.1966) dung dich vitamin (Sigma G-1019); 20,0g glucoza; 200,0uL ( =
2,0mg/L) dung dich 2,4-D; 5,0uL (= 0,05mg/L) dung dich BAP; hogc 30,0uL (=
0,3mg/mL) dung dich kinetin. Diéu chinh d6 pH dén pH = 5.8. 2,2 g phytagel.

- Moéi truong phat trién phdi (ED) (tinh trén 1L): 100,0mL mdi dung dich dinh
dudng da lugng DKW A va dung dich dinh dudng da lwgng DKW B; 10,0mL dung dich
dinh dudng vi luong DKW; ImL dung dich vitamin DK'W; 40,0g sucroza. Diéu chinh do
pH dén pH = 5,8. 2,0g phytagel

- Moi trudng phat trién phoi (ED) (tinh trén 1L): 100,0mL mdi dung dich dinh
dudng da lugng DKW A va dung dich dinh dudng da lugng DKW B; 10,0mL dung dich
dinh dudng vi luong DKW; ImL dung dich vitamin DK'W; 30,0g sucroza; 2,0g phytagel.
Diéu chinh d6 pH dén pH = 5,8

_ Mbi truong phat trién phoi (EDL) (tinh trén 1L): 100,0mL mdi dung dich dinh
dudng da luong DKW A va dung dich dinh dudng da luong DKW B; 10,0mL dung dich
dinh dudng vi lugng DKW; 1,0mL dung dich vitamin DK'W; 20,0g glucoza; 0,3 g KNOs3;
1,8g Phytagel. Diéu chinh d¢ pH dén pH = 5.8

- Dung dich gbc axit amin 1000X (ImL/L mdi axit amin): L-Lysin 45,65mg/L; L-
Leucin 32,80mg/L; L-Tryptophan 51,05mg/L; Arginin 43,55mg/L; Glyxin 18,76mg/L;
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- Mbi trudong tai sinh thuc vat (PR) (tinh trén 1L): 50mL mdi dung dich dinh
dudng da luong DKW A va dung dich dinh dudng da luong DKW B; 5 mL dung dich
dinh dudng vi luong DKW, 0,5 mL dung dich vitamin DKW; 4,5mg/L IBA ; 10,0g
glucoza; 5,0g sucroza; 0,3 g KNOs. Piéu chinh d6 pH dén pH = 5,8. 1,8g phytagel.

- Céc dung dich khac: etanol 95% (thé tich/thé tich) diéu ché bang nudc v trung.

- Thiét bi: T hat Laminar, ving nudi ciy trong bong toi véi nhiét do khong d6i &
25 + 2°C va ving nudi cdy chiéu sang v6i chu ky hang ngay la 16 gio (chiéu sang) va

cuong do buc xa hoat hda quang hop nam trong khoang tir 50 dén 190pmol/m?/gidy.

- Dung cu: dng ly tim d4y hinh nén vé trang dung tich 50mL, dia petri v6 tring
kich ¢& 100mm x 15mm, binh magenta G7, chai Pyrex (1L va 0,5L), ludi dao c6 tay cAm
s6 11, kep vi phéu, bang keo cach dién cach nhiét loai nho, khin giéy vO trung va héon
hop gié thé d4t Metro-mix 300 (Scotts Sierra Horticultural Product Co. Marylandsville.
OH)

Nguyén liéu thuc vat: Ny hoa ca cao chua truong thanh chua n¢ kich ¢ 5 dén

8mm (co6 kiéu gen thay dbi), duge thu nhan tur 8 gio dén 11 gio sang.
Quy trinh

M6 gbc nhi 1ép va canh hoa duge st dung 1am manh cdy. Mic di nu hoa chua
trrong thanh véi nhiéu kich ¢ ¢6 thé dugce thu nhan, nu hoa c6 kich ¢& 16n can duoc
chon do céc nu hoa nay dé phan loai va xt ly khi khong phan tich bang kinh hién vi.
Ngoai ra, cac manh cay gbc nhi 1ép va canh hoa can dugc tach khoéi cac bd phan hoa lién
quan, nhu voi nhi va mo cénh trang hoa, dé giam thiéu cac tuong tac co thé anh huéng

dén sinh trudng in vitro cua cac manh cdy.

Nu hoa chua truong thanh dugc thu nhén vao 6ng ly tdm dung tich 50mL chtra

nude lanh vao budi sang trude 9 giod sang.

Piéu ché dung dich canxi hypoclorit 1% (khéi lwong/thé tich) bang cach hoa tan
0,5g Ca(OCL)3 trong 50mL nudc vO trung trong bng ly tam vo tring dung tich S0mL.

Trong ti hit cdy chuyén, gan nuéc lanh khoi éng ly tam chtra nu hoa chua truéng

thanh va chuyén toan bd nu hoa vao dng ly tdm vo trung chira dung dich canxi hypoclorit.

Ngam nu hoa trong dung dich canxi hypoclorit trong 20 phut. Loai bd toan bo

dung dich nay va bd sung 40mL nudce vo tring d8 rira nu hoa. Rira it nhit 3 1an.
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Chuyén nu hoa vao dia petri, va ddy dia d¢ ngan ngira hit am.
Phan tich vi phiu nu hoa va cam (g tao mo seo

Dit hai dén ba 16p khan gidy vo tring vao ti hut cdy chuyén. Tham khd 4 nu hoa

lén mat phia trén cua cac khan gidy, sau do6 chuyén vao ndp dia petri.

Cit 14t nu hoa ngang qua vi tri khoang 1/3 chiu dai nu hoa tinh tir gbc bing cach
str dung ludi dao vo trung. Tach md gbc nhi 1ép va canh héa cting nhau khoi bd phan cia
nu hoa bang cach sir dung hai kep vi phdu vo trung. Loai bo md canh trang hoa bat ky

bam vao khoi manh cay gdc canh trang hoa.

Chuyén céc manh ciy gbc nhi 1ép va canh héa tir 4 nu hoa vao dia petri chira
30mL mdi truong PCG. Phén tach cac manh cy gbe nhi 1ép va canh héa bat ky dinh vao

nhau va phan bo cac manh cay déu trong moi trrong.

Piy kin cac dia petri bang hai 16p parafilm va duy tri qué trinh nuoi cdy trong

bong tbi & nhiét dd 25 = 2°C trong 14 ngay.

Chuyén manh cdy nhi 1ép vao dia petri chita 30mL mdi truong SCG, va manh ciy
gbc canh trang hoa vao mot dia petri giéng hét khac. Pay kin cic dia va duy tri qud trinh

nudi cdy trong bong tdi trong 14 ngay nita.
Biéu hién va duy tri phdi soma

Chuyén c4ac manh ciy goc nhi 1ép va canh héa vao cac dia petri chira 30mL mdi

truong ED4 va nudi cdy cac manh cdy trong bong tdi trong 14 ngay.

Nubi cdy cp hai cac manh cdy trén moi truong ED3 méi 3 dén 5 1an. Duy tri nuoi
cdy phoi trong bong tdi v6i khoang thoi gian nuodi cdy cip hai cach nhau 14 ngay cho dén

khi phéi soma trudng thanh.
Quy trinh tao phdi soma thir cip

Tach céc tru trén 14 mam cta phoi so cip véi khéi lwong tir 10mg dén 40mg va cat
thanh cdc lat mong, va dat vao dia petri chta 30mL moéi truong SCG (chtra 6-
benzylaminopurin hodc kinetin phu thudc vao kiéu gen cu thé) hodc trong binh chura
25mlL moi truong long SCG mdi 14 ngay trong didu kién chiéu sang v6i ché do 16 gid
tiép xtic v6i anh sang:08 gid trong bong toi. Dt cac binh trén may ldc & toc to 100

vong/phut dé u & nhiét do nim trong khoang tir 25°C dén 30°C
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Chuyén céc 14t méng nay vao dia petri chita 30mL mdi trudng nudi cdy ED4 hoic
trong binh chtra 25mL mai truong ED3 mdi 14 ngdy trong didu kién chiéu sang vé6i ché
d6 16 gio tiép xtc vé6i anh sang:08 gio trong bong t61. Dt cac binh trén may lic & toc to

100 vong/phtt d& u & nhiét do nim trong khoang tir 25°C dén 30-C.

Nudi cdy cip hai cac manh cdy vao dia petri chita 30mL mo6i truong ran ED3 méi
hoic trong binh chira 50mL mdi truong ED3 mdi 14 ngdy trong diéu kién chiéu sang véi
ché do 16 gio tiép xtic v6i anh séng:08 gidy trong bong tb1. Dat cac binh trén may lic & tc

t6 100 vong/phut dé ¢ & nhiét d6 ndm trong khoang tir 25°C dén 30°C.

Chuyén phoi & giai doan hinh tim hodc giai doan hinh bng som va dat vao thiét bi
phan Ung sinh hoc chtra mdi truong ED3 voi néng d6 nim trong khoang tir 10 dén
40mg/mL va ngam tam thoi 6 1an mot ngdy véi 2 phut mot l4n ngadm va chuyén moi
truong 1ong mdi 20-30 ngay (1 hodc 2 14n). U & nhiét d6 nim trong khoang tir 25°C dén
30°C véi ché dd chiéu sang 1a 12 gid tiép xuc vi anh sang:12 gid trong bong tdi.

Bién dbi phoi va tao thuc vat trong moi truong 16ng

Trong thoi gian nay, phoi dugce trudng thanh va can chuyén mdi trudng sang moi
treong 1ong EDL (ndng do6 100mg/mL) va ngdm tam thoi 6 hodc 8 1an mot ngay véi 2
hodc 1 phut mot 14n ngdm va chuyén méi trudng 16ng mdi 20-30 ngay (1 hodc 2 1an) cho
dén khi phoi c6 cac gde va 3 dén 5 14. Sau do,chuyén vao nha kinh dé thich nghi véi diéu
kién khi hau. U & nhiét d6 ndm trong khoang tir 25°C dén 30°C vdi ché do chiéu sang 1a
12 gid tiép xuc véi anh sang:12 gio trong bong t6i.

Déi voi phdi loai I, chon loc cac phdi di nay mam va chuyén ching vao cac dia

petri chra 30mL moi truong RP.

Duy tri qua trinh nuéi cdy trong 14 ngay véi ché do chiéu sang 24 gio.

Chuyén phdi that chuyén sang mau xanh c6 ré va chdi sang mdi truong PR trong
binh Magenta.

Duy trinh qu4 trinh nudi cdy nhu mo ta trong cac budc 15 v6i nudi cdy cép hai vao
moi truong PR méi mdi 14 ngay.

Tréng cac cay con da phat trién 14 xanh va géc ré khde manh vao cac chau nhua c6
duong kich 10,16cm chira hdn hop gia thé dat Metro-mix 300 vo tring. D6 nudce vao

chiu dé ngdm déu hdn hop gia thé dit nay. Dy ciy con bing cich st dung binh
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Magenta. Duy tri cdc thyc vat trong nha kinh ¢6 do 4m bang 80% duoc kiém soat bang hé
théng phun nuéc tu dong. Tudi nude thuong xuyén dé duy tri d6 4m thich hop dé thuc

vét sinh trudng toi uu.

Khi thuc vat ra 14 méi, g& bo binh ddy. Bon phan thuong xuyén dé ting cuong
sinh trudng thuc vat.

Cac manh cdy can nudi cay cap hai vao mdi truong moi mdi haituan. Giam sinh
truéng, 140 hoa, va sdm mau mod c6 thé xuét hién véi nudi cay cap hai trong khoang thoi

gian dai hon 14 ngay.

Hai loai phdi soma co thé duoc xac dinh dua trén cac dic tinh sau: Truc phdi loai
I. Trong qué trinh nhan boi trén moi trudng ED, phoi loai I trudng thanh ¢6 xu hudng van
khong hoat dong. Sau khi chuyén vao méi truong EDL, cc phdi nay phat trién 14 mam
rAt nhanh, sau d6 phat trién 14 thue. Su phat trién r& khi nay mam phoi loai I thuong
cham. Phoi soma loai IT ¢6 mau hoi tring va c6 cAu truc truc phoi xac dinh. Cac phoi nay
trai qua qua trinh nay mam tu phét khi truéng thanh trén moi trudng ED. Sau khi chuyén
vao moi truong EDL, cac phoi nay chuyén sang mau xanh nhanh chéng, c6 try dudi 14
mam phat trién tuong d6i nhanh, va tao ra gdc ré khée, trong mot thoi gian ngan. Tru trén

14 mam va san sinh 14 thuc thuong xuat hién 2 dén 3 tuan sau chuyén.

Vi du 2-Str dung tru trén 14 mam dé cam Gng va biéu hién phoi bdi qua trinh phat

sinh phoi soma tryc tiép, va san sinh phdi ¢ giai doan 14 mam trudng thanh
Phat trién phoi soma so cap

Phoi soma so cip thu duoc bang cach stir dung phuong phap dugc md té boi Li et
al. (1998). Toan bd cac thube thir duoc str dung trong thir nghiém nay do Sigma cung
cap.

Nu hoa chua truéng thanh ctia dong Theobroma cacao L. CCN-10 dugc thu nhén
vao dng ly tdm dung tich 50mL chira nuéc lanh vao bubi sang trudc 9 gid sang.

Piéu ché dung dich canxi hypoclorit 1% (khdi lwong/thé tich) bing cach hoa tan
0,5 g Ca(OCL); trong 50mL nudc v trung trong 6ng ly tam vo trung dung tich 50mL.

Trong ti hit cdy chuyén, gan nudc lanh khéi éng ly tom chira nu hoa chua trudng

thanh va chuyén toan bd nu hoa vao dng ly tdm vo trung chira dung dich canxi hypoclorit.

Ngam nu hoa trong dung dich canxi hypoclorit trong 25 phat. Loai bo toan bd
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dung dich nay va b6 sung 40mL nuéc vo trung d8 rira nu hoa. Rira it nhit 3 1an. Chuyén

nu hoa vao dia petri, va day dia dé ngan ngura hat 4m.

Dit hai dén ba 16p khin gidy vo tring vao ti hat cdy chuyén. Thdm kho 4 nu hoa

1én mat phia trén cua cac khan giay, sau d6 chuyén vao nap dia petri.

Cit 14t nu hoa ngang qua vi tri khoang 1/3 chiéu dai nu hoa tinh tir gbc bang cach
str dung ludi dao vo tring. Tach mo gbc nhi 1ép va canh héa cung nhau khéi bd phén cua
nu hoa bang cach st dung hai kep vi phau vo trang. Loai bd mé canh trang hoa bat ky

bam vao khoi manh cay goc canh trang hoa.

Chuyén cac méanh cdy gbc nhi 1ép va cénh héa vao dia petri chira 30mL moi
truong PCG. Pay kin cac dia va duy tri qué trinh nu6i cdy trong bong t6i trong 14 ngdy,
sau d6 chuyén vao moi truong SCG mdi 14 ngay, sau qué trinh nudi cy nay, chuyén
manh cdy vao moéi trudong ED4 mdi 14 ngay, sau d6 chuyén vao moi trudong ED3 dé biéu
hién phoi trong 3 hodc 4 lan tir 14 ngay. Pay kin cic dia petri bang hai 16p parafilm va
duy tri qua trinh nuoi cdy trong bong tbi ¢ nhiét do 25 + 2°C. Thanh phén ciia cac moi
trrong khac nhau dugc sir dung trong qua trinh san xudt phoi so cép duoc thé hién trong

Bang 4.

Béang 4. Thanh phan ctia moi truong PCG, SCG, ED4 va ED3

Méi trwdng tao phdi soma so cip gian tiép

PCG 1L SCG 1L ED-4 1L ED-3 1L
DKW McCown's DKW

Macro | 100mL | WPM 100% | Macro A | 100mL DIZ\%I&?;”O 100mL
A (10X) (Macro) (10X)

DKW McCown's DKW
Macro B | 100mL | WPM 100% | MacroB | 100mL D%Vgll(\f;)cm 100mL
(10X) (Micro) (10X)

DKW DKW .

Micro | 10mL Micro | 10mL Df%é\%‘:ro 10mL
(100X) (100X)

DKW Gargg’org DKW DKW

vitamin ImL vitamin ImL vitamin ImL vitamin ImL
(1000X) (1000X) (1000X) (1000X)
Glucoza 20g Glucoza 20g Sucroza 40g Sucroza 40g
2,4-D

’ 2,4-D

(111]13;/m 2000uL (Img/mL) 2000uL
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TDZ ;
6 dén BAP
(Img/m 25uL (Img/mL) S0uL
)
hodac hoac
Kinetin
(Img/mp) | 0OHL
Glutami 250mg
n
Myo-
Inositol 100mg
Dicu A Diéu 5
chinh ,d(f) biéu chinh do bicu Chilrlh
pH dén chinh do H dén do pH dén
pH= pH den pH pH —53g pH=35.8
5,8 bang = 5,8 bing P bing. bing KOH
KOH KOH 1M KOH IM IM
1M
Phytagel 2¢g Phytagel 2,2g Phytagel 2g Phytagel 2g
Thoi , Thoi gian , Thoi , Thoi gian ,
gian hip 18 phut hip 18 phut gian hip 18 phat hép 18 phut

Dé san sinh phdi tht cip, tru trén 14 mam duoc tach tir phdi soma so cip c6 kich
cd bing lem va khi lugng bang 40mg va ching dugc cit thanh 10 dén 15 1at mong va
dat vao binh chira 25mL mdi trudng 16ng dé cam ting phét sinh phoi (Bang 5) voi mot 5O
cai bién trong thiét ké thir nghiém (Bang 7) mdi 5 tuan (budc ¢). Qua trinh nudi cdy dugc
thuc hién trong didu kién 16 gio tiép xtic v6i anh sang:8 gior trong bong tbi, & nhiét do
bang 27 + 2°C va cudng dd birc xa hoat hoa quang hop hodc cuong do dong photon hitu

hiéu cho quang hop (PPFD) nim trong khoang tir 50 dén 190umol/m?*/gidy.

Sau khoang thoi gian nay, phdi soma & giai doan hinh cau duoc chuyén vao dia
petri trong moi trudng phat trién ban rdn (Bang 6) véi mot so cai bién (Bang 8), voi thoi
gian nudi cdy la 21 ngdy trong diéu kién chiéu sang cho dén khi phoi biéu hién va phat

trién sang giai doan hinh tim hodc giai doan hinh 6ng sém.

Sau d6, cac mo nudi cay dugc chuyén vao dia petri trong cing moi truong, nhung
khong chira axit gibberellic va véi cung diéu kién nudi cay nhung trong boéng t6i véi

chuyén moi truong mdi 14 ngay dé phoi truéng thanh.
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Bang 5. Méi truong cam tng

Thanh phan Nong do
Céc chat dinh dudng da lugng MS .
(Murashige and Skoog, 1962) 25%
Cac chat dinh dudng vi luong 50%

KH,POq, 20,5-80,5mg/L, vi du 42,5mg/L
Fe-EDTA, 5-40,5mg/L, vi du 21,5mg/L
Pyridoxin 0,1-50mg/L, vi du Img/L
Axit nicotinic 0,1-50mg/L, vi du Img/L
Thiamin 1,0-500mg/L, vi du 10mg/L
BAP 0,1-2,0mg/L, vi du Img/L
Sucroza 20-120g/L, vi du 30g/L

Myo-inositol

10-200mg/L, vi du 100mg/L

Phytagel (chi mi trudng rin)

1,5-2,5g/L, vi du 2,0g/L

Bang 6. Moi truong phat trién

Xac dinh ndng d6 can bang hormon dé d& tao phoi soma thtr cap truc tiép

Thanh phan Nong dd
Céc chat dinh dudng da lugng MS 100%
(Murashige and Skoog, 1962) °
Céc chat dinh dudng vi lugng 100%

canxi pantothenat

2,0mg/L, vi du Img/L

Fe-EDTA, 10-42,5mg/L, vi du 21,5mg/L
Pyridoxin, 50mg/L, vi du Img/L
Axit nicotinic, 50mg/L, vi du Img/L
Thiamin 2,0mg/L, vi du Img/L
Biotin 2,0mg/L, vi du 0,1mg/L
BAP 2,0mg/L, vi du 0,3mg/L
Sucroza 20-120g/L., vi du 30g/L

Myo-inositol

10-200mg/L, vi du 100mg/L

Dung dich gdc axit amin 1000X

ImL/L

Phytagel (chi mi trudng rin)

1,5-3,0g/L, vidu 2,2g/L

Nhiéu moi trrong dugce thtr nghiém dé danh gia néng do hormon thuc vat va chét

gdy diéu kién khic nghiét dugc st dung trong dé tao phdi soma thir cdp truc tiép, nhu

dugc thé hién trong cac bang sau:

Bang 7. Mo6i truong cam tng phat sinh phoi

Mbi Piéu kién ] Nong do Nong d0 | Nong do S6 thir
Dong truwon moi M0o cay cz‘ig : giberlin Sucroza nghiém
& | truong y (mg/L) (g/L) lip lai

21 ngay 0 40 5

trong diéu 1 phdi so 80 5

CCNI10 CéTIE kllcn chiéu L4 mam cap/S?mL
long sang, sau moi 40 5
do 21 ngay truong 0,2 30 5
trong bong
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t6i dé 0 5
truong 0.4
thanh hoan 80 5
toan, nhiét
do nam
trong 0,6 38 2
khoang tx
25°C dén ‘
40 5
27°C 1,0 20 5

Béang 8. Mbi truong phat trién (CATIE)

Mo Pidu kién x .~ | Nongdd | Nongds S6 thir
. oi y n X Nong do <

Dong trwong moi Mo cay chy BAP Sucroza nghiém
trudng (mg/L) (g/L) lap lai

16 gio tiép 5

xuc véi 5

anh sang, 40 5

8 gio trong 1 phdi so 5

conig | YASUDA | bongtoi, |y, ap | cap/S0mL 1,0 >

léng nhiét do moi 5

nam trong trudng 5

khoang tur 5

25°C dén 80 5

27°C 5

Quy trinh nghién ctru phén tich mo

Céc md cdy 14 mam duge thu nhan 40 ngdy sau cam ung va st dung dé nghién
ctru. Cac mau duoc cb dinh béng FAA [10% formalin, 5% axit axetic, 50% etanol (thé
tich/thé tich)] mdi 8 ngdy. MAu cn dugc cit truée dén kich & khoang 0,5 dén 1,0mm.
Rua ba 1an trong thoi gian 5 phat moi 1in bing nude cat hodc dung dich dém dé loai bo
dung méi ¢ dinh. Loai nuéc nguyén liéu bing cach tang néng do etanol trong it nhét 1
oid bing 70%, 85% va 95% & nhiét do phong (thdi gian U thay doi theo loai nguyén liéu

thuc vat).

Mdi mAu duge G trong ImL 1:1 (thé tich/thé tich) nhwa phan tich md bazo + 95%
etanol trong 1 gio trong binh hut 4m ap sudt 4m trén bom chan khong (5-10 psi). Cac mau
duoc chuyén vao dung dich thAm so bd chira 1:1 (resin/chit hoat héa) + 95% etanol va u
trong binh hut 4m thuy tinh & nhiét do moi truong qua dém. Hon hop mau dugc chuyén
vao 500uL dung dich chtra nhua phén tich md bazo va can dugc bao quan trong it nhat

24 gi¢ trong tu lanh.

HBn hop mau duge chuyén vao dung dich bao. Nhya phan tich md can duoc lay ra

khoi ta lanh & trang théi rén trude 1 gio va dat ¢ nhiét 4o moi truong. DPéi v6i mbi dang
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can chin (9) khdi nhua phan tich mo, 3,5mL dung dich bazo va 0,25mL dung dich hoat
hoa. Phan bd & dang nay cho dén khi lam ddy no 1én va dit 1én ban thi nghiém & nhiét do
mdi trudng trong 1 gio cho dén khi dung dich tao thanh 16p méng dé bao trum nguyén
liéu thuc vat. Sau do, bao gém nguyén liéu thuc vat va dat trong tu nudi céy 45°C trong
24 gidy, sau d6 hdn hop miu trong khéi nhya duoc dé & nhiét do moi trudong trong 3 gio.
Cac khdi nhua duge loai bd ra khoéi dang nay va ching dugc dan 1é€n ban gd voi ving ¢6
dién tich 2,5mm/2,0mm. Cac mau dugc cht bing dao phau LAICA kiéu MR 1345 voi
ludi thy tinh c¢6 cuong do bang 8,0um va nhudm bang 0,5% xanh toluidin trong dung

dich dém phosphat 0,1M (d0 pH = 6,5).
Danh gi4 va phan tich théng ké

Do cac thir nghiém dugc thiét 1ap, cac danh gia duoc thuc hién mdi 14 ngay, va
mot s6 bién phu thude nhu: sb lugng mo seo tao ra, s6 lugng phdi binh thuong khong tao
md seo, sO luong phoi khong binh thudng khong tao mo seo, s6 luong tién phoi, s6 lugng
phoi hinh bng, s6 luong phoi hinh tim, sb lugng phoi hinh cAu, va chi sb quan sét tong
cong. Kinh hién vi ky thuat sb Dino-Lite, loai AM4113/AD4113 dugc st dung dé quan

sat.

Phan tich théng ké duoc thuc hién bang cach st dung chuong trinh thong ké R
Core Team (2014). R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/.

Két qua phan tich can bang hormon va chét tao méi truong khac nghiét dé tao phoi

soma thir cap truc ti€p

Thir nghiém dugc thuc hién véi mot loat moi truong, trong d6 moi truong thir nhét
14 moi truong cam ung (Bang 7) sau do két hop voéi mdi trudng phat trién (Bang 8). Phan
tich giai thira 1a 5X2, khi thir nghiém & 2 ndng do sucroza (40 va 80g/L) va 5 ndng do
axit gibberellic (0,0, 0,2, 0,4, 0,6 va 1,0mg/L), bng cach sir dung thiét ké hoan toan ngau
nhién.

Budc thir nhat dé san sinh phoi soma thir clp truc tiép duge cho la dé cam tmg kha
ning cia té bao duge kich thich bing chit tao moi truong khic nghiét trong moi truong
cam tng. For that, phan tich mbi twong quan gitta BAP va ndng do6 sucroza voi mot loat
cac moi trudong chura axit gibberellic dé biéu hién va phat trién phdi trong moi truong

phat trién. Phoi duoc biéu hién va phat trién trong mot loat cac moi truong. Mot loat moi
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truong dugc mod ta dudi day 1a moi truong xtr ly t6t nhit dé san sinh phoi thi cap truc
tiép:
Budce 1 cam tng: 1,0mg/L 6-benzylaminopurin va 40g/L sucroza trong diéu kién

chiéu sang trong 40 ngay dé biéu hién phoi soma (Fig.1);

Budc 2 biéu hién: 0,6mg/L axit gibberellic va 40g/L sucroza trong didu kién chiéu

sang trong 21 ngay dé phat trién va truéng thanh phoi (Fig.2);

Budc 3 giai doan phat trién va giai doan trudng thanh: Mai truong twong ty nhu
trong budc 2, nhung khong chira axit gibberellic trong 3 1in chuyén trong bong t6i. 21-60

ngay la can cho giai doan trudng thanh (Fig.3).

Mot loat méi treong néu trén tao ra 83,3% phodi binh thuong, khi so véi viée xir ly
bang 1mg/L axit gibberellic va 40g/L sucroza, tao ra s6 lugng phoi khong binh thuong
cao nhat (Fig.4).

Cén hiéu rang phin md ta néu trén chi nhim muc dich minh hoa sang ché va cac
céi bién c6 thé dugc thuc hién trong pham vi clia sang ché. Cac patent va don cong b6
duoc vién dan thong qua ban mo ta nay. Céc patent va don cong bd duoc két hop vao
sang ché bing cach vién din, dé mo ta day da hon tinh trang k¥ thuat cua séng ché. Sang
ché ciing bao gdm céc cai bién, bién ddi, va bién thé twong duong, nhu dwoc hiéu boi
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vure nay. Mic du sang ché da duoc mo ta thong
qua cac phuong an uu tién, nhung sang ché khong bi gidi han & cac phuong an nay.
Nguoc lai, sang ché ciing bao gdm cac cai bién va cai tién khac nhau nim trong pham vi

cua phan mo ta chi ti€t néu trén.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Quy trinh nhan giéng Theobroma cacao L., bao gbm céc budc sau:
(a-1) thu nhan phodi soma so cip tir manh cdy ctia Theobroma cacao L., bang cach

(i) dat manh ciy nay vao méi trudng cam ng thir nhat trong di€u kién chiéu

sang trong khoang thoi gian du dé thu dugc phéi so cip duoc cam tng; va

(ii) cdy chuyén phéi so cdp dugc cam g ndy vao mdi truong phat trién
thtt nhit va nudi cdy phdi so cip duge cam Gng ndy trong diéu kién chiéu sang trong
khoang thoi gian du dé tao ra phdi soma so cép bang qua trinh phét sinh phdi soma truc
tiép;

(b-1) thu nhén phdi soma thi cp tir md phoi soma so cip, bang cach

(i) dat md phoi soma so cap vao mdi truong cam Gng thir hai trong di€u kién

chiéu sang trong khoang thoi gian du dé thu dugc phoi thi cAp duoc cam tng,

trong d6 mdi trwong cam Ung the hai & budc (b-1)(i) chtra 6-

benzylaminopurin va sucroza,
trong do:

moi treong cam ung thir hai chira 6-benzylaminopurin ¢ ndng do ndm trong

khoang tir 0,5mg/L dén 1,5mg/L, va

moi trudng cam Gng thi hai chira sucroza ¢ nong do ndm trong khoéang tir

20g/L dén 80g/L;

va (ii) cdy chuyén phoi thtr cdp dugc cam ing nay vao mdi truong phat trién thi
hai va nudi cay phdi thir cp dugc cam g nay trong diéu kién chiéu sang trong khoang

thoi gian du dé tao ra phoi soma thi cAp bing qua trinh phat sinh phdi soma truc tiép,
trong d6 méi truong phat trién thir hai chia axit gibberellic va sucroza,
trong do:

moi trudng phat trién tht hai chira axit gibberellic & ndéng d6 nam trong

khoang tir 0,2mg/L dén 0,8mg/L, va

mdi trudng phat trién thi hai chtra sucroza & nong do ndm trong khoang tu

20g/L dén 80g/L; va
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(¢) chy chuyén phoi soma thir cép thu dugc & bude (b-1) vao mdi trudng trudng

thanh dé phoi soma thir cap nay truéng thanh.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 & budc (a-1), mdi tredng cam Gng thir nhit chtra ndng

dd 6-benzylaminopurin cao hon mdi truong phat trién th nhat.

3. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc cdy chuyén cac phoi
thu duge & bude (b-1) vio méi truong phat trién thir ba thich hop dé hoat héa, biéu hién
va san sinh phoi soma thir cdp truc tiép méi va 0 trong moi truong ndy trong didu kién
chiéu sang cho dén khi s6 lugng phoi soma thu cép tang, dugc thuc hién sau budc (b-1)

va trudc bude (c).

4. Quy trinh theo diém 1, trong d6 manh cdy dé sir dung trong budc (a-1) bao gdém canh

trang hoa, nhi Iép, va tru trén 14 mam cua phoi so cap cua Theobroma cacao L.

5. Quy trinh theo diém 1, trong d6 moi truong dugc st dung trong it nhét mét bude (a-1),

(b-1) hoic (c) 1a mdi trudng ran.

6. Quy trinh theo diém 1, trong d6 moi truong dugce st dung trong it nhét mét bude (a-1),

(b-1) hoac (c¢) 1a moi truong 16ng.

7. Quy trinh theo diém 1, trong d6 nhiét do trong cac budce (a-1) va/hodc (b-1) va/hodc (c)
nam trong khoang tir 23°C dén 29°C.

8. Quy trinh theo diém 1, trong d6 & budc (a) va bude (b), qua trinh nudi ciy duoc thuc

hién trong diéu kién chiéu sang trong it nhit 12 gi> mdi ngay.

9. Quy trinh theo diém 8, trong d6 ché do chiéu sang 1a 16 gio tiép xtic v6i 4nh séng va 8
gi0 trong bong td1 voi cuong do bire xa hoat héa quang hop nam trong khoang tir 50 dén

60mol/m?/gidy.

10. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc lam nay mam som,
tiy ¥ 1am ndy mam, va phat trién phoi thu duge thanh ciy con bang cac phuong phap

nhan giong.

11.Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc nhan giéng phoi

hodc cay con thanh thuc vat co qua.
12. Quy trinh theo diém 11, trong d6 qua dugc hai tir thue vat ban dau.

13. Quy trinh theo diém 12, trong d6 qua dugc ché bién thanh san pham chta ca cao.
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14. Quy trinh theo diém 13, trong d6 san phidm chia ca cao 1a ca cao 16ng, socdla, san

phém sdcdla, san phém tuong tu socola, bot ca cao hodc bo ca cao.
15. Quy trinh theo diém 12, trong d6 qua dugc tach 16p thit qua mot phan hozc hoan toan.

16. Quy trinh theo diém 15, trong d6 qua da duoc tach 16p thit qua mot phan hodc hoan

toan duoc lén men béng qua trinh vi sinh vat hodc qu4 trinh héa hoc.

17. Quy trinh theo diém 12, trong d6 qua dugc sdy kho bang cach phoi ning hoic bang

may sdy.
18. Quy trinh theo diém 17, trong d6 qua tiép tuc dwgc rang.
19. Quy trinh theo diém 18, trong d6 qua da duoc rang dugc sang dé thu duoc nhan hat.

20. Quy trinh theo diém 19, trong d6 nhan hat duoc ché bién thanh ca cao 16ng hoic bo

ca cao.

21. Quy trinh theo diém 20, trong d6 nhan hat hodc ca cao 16ng dugc ché bién thanh bot

ca cao.
22. Quy trinh theo diém 19, trong d6 nhan hat dugc tron v6i duong.
23. Quy trinh theo diém 22, trong d6 hdn hop thu duge & dang bot nhao.

24. Quy trinh theo diém 23, trong d6 bt nhdo duoc nghién dé thu duoc bot nhio co kich

¢d hat nhé hon.
25. Quy trinh theo diém 20, trong d6 sita dic dugc b sung vao.
26. Quy trinh theo diém 25, trong d6 hdn hgp nay dugc ché bién thanh canh sira.

27. Quy trinh theo diém 22, trong d6 hdn hop duge trdn trong may tao hinh, tiy y véi bo

ca cao va chét nhii hoa.
28. Quy trinh theo diém 27, trong do budc tron dugc thuc hién trong may tao hinh.

29. Quy trinh theo diém 27, trong d6 san pham cudi cliing 13 san pham chira ca cao ding

lam thuc pham.
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30. Quy trinh theo diém 1, trong d6 6-benzylaminopurin c6 mit & ndng d6 khoang
1,0mg/L, axit gibberellic c6 mit ¢ ndéng d6 khoang 0,6g/L, va sucroza c6 mat trong moi
méi trudng cam ng va mdi truong phat trién & nong do khoang 40g/L.

31. Quy trinh theo diém 17, trong d6 may sdy 1a may siy Samoan, mdy sdy Buttner, may
séy san.

32. Quy trinh theo diém 27, trong d6 may tao hinh 13 may tao hinh Frissee, méy tao hinh
Tourell, may tao hinh va tinh ché Macintyre, hodc hé théng Wiener..

33. Quy trinh theo diém 28, trong d6 san phdm chira ca cao dung lam thuc pham la
socola, san phém socOla, hodc san phém tuong tu sdcola.

34. Quy trinh theo diém 20, trong d6 ca cao 1ong hodc bo ca cao, hodc hon hop cta
ching, dugc tron véi duong.

35. Quy trinh theo diém 24, trong d6 d6 bot nhdo dugc nghién bing mdy nghién kiéu truc
lan.

36. Quy trinh theo diém 1, trong d6 & budc (b-1), mdi trudong cam tng thi hai chira ndng
dd 6-benzylaminopurin cao hon moéi truong phat trién thit hai.

37. Quy trinh theo diém 1, trong d6 Theobroma cacao L. 1a Theobroma cacao L. c6 kiéu

gen CCN-10 (CCN10).
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