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(54) QUY TRINH NHAN GIONG CAY DUA SAP (COCOS NUCIFERA L.)

(57) Sang che dé cap dén quy trinh nhan giéng cay dira Sap (Cocos nucifera L.) tix trai dira
Sap de bao ton ngudn gen va ting kha ning cho ty 1¢ trai sap cao, dat trén 90%. Moi truong
nudi ciy phoi dura Sap la méi truong Y3*. Vao mAu bang phuong phap vao mau truc tiép
cho ty 16 mau séng, sach bénh cao, dat 96,33%, khong lam phoi bi anh huong boi tac nhan
khu trung. Quy trinh nay bao gom cac budc: a) chudn bi nguyén liéu, 'b) cam g phéi, ¢)
tao chdi, d) tao cum choi, e) tao ré va f) thich nghi vuon wom véi tong thot gian 1a 240
ngay tir giai doan chuan bi mau cho dén khi cay in vitro dat 3-4 14, chiéu cao cdy dat 15-20
cm, day du ré, dat tiéu chuan dua ra vuon wom.
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Linh vue k§y thuit dwoe dé cap

Séng ché dé cap dén quy trinh nhan gidng dira Sap (Cocos nucifera L.) bing
phuong phép cong nghé sinh hoc, cu thé 14 phuong phép nudi ciy ctru phdi dé san xuit
cay gidng dira Sap trén quy mé coéng nghiép.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Dtra Sap (hay con dugc goi 1a dira ddc rudt hodc diura kem) da dugc B§ Nong
nghiép va Phat trién Nong thon cong nhén gidng chinh thirc. Dira Sap 1a giéng dira dot
bién gen lan tir gidng dira cao (Rillo va Paloma, 1992). Cay cho sép chi khi mang dong
hop tir vé& gen d6t bién lan. Dira Sap phan bd & Viét Nam chi yéu & tinh Tra Vinh, dic
biét & huyén Cau K¢, noi duoc cho 12 ving dat t6t nhit dé trong dira Sap. Do ban chit
di truyén gen dot bién, trong mot budng dira Sap chi c6 khoang 25% trai sap, sb con lai
1a trai binh thuong. Vé phuong phap nhan giéng, dbi véi cac gidng dira thudng chi cin
chon cdy me khoe manh, sai trai, chit luong com (dira khé), nudc (dira non) vira v,
chd qua gia (kho) thu hai trai dé gibng. Pi véi dira Sap, chi nhiing trai khong c6 sap
méi ¢6 kha ning ndy mam binh thudng ngoai tu nhién. Nhimg trai sip mang déng hop
tir v& gen dot bién vi thé khong thé nay mam mot cach tu nhién. Hon nira, dira Séap
thudc nhém dira cao, thu phén chéo, thé hé cdy con khé xac dinh vé& tinh trang va chét
luong trai. C6 2 phuong phap nhan giéng dira Sap chu yéu dugc sir dung 1a: wom trai
va nudi cdy ciru phdi. Phuong phéap wom tréi 13 st dung trai khéng sap wom thanh cay,
v6i phuong phép nay cdy gidng tao ra c6 ty 1é trai sap thép (< 25%). Phuong phap
nudi cdy ctru phdi la str dung phdi trai sap, nudi ciy in vitro trong moéi trudong nhén tao,
v6i phuong phép nay cdy gidng tao ra cé ty 18 trai sap cao (> 75%). Pay 14 céng nghé
cao, méi duge mot s6 nudc trén thé gisi nghién ctru thanh cong va tmg dung trong san
xuét gidng dira. Viéc nudi cdy in vitro phdi dira hop tir (zygotic) da duoc nhidu tic gia
nghién ctru thanh coéng tir nhiing ndm truéc ddy nhu De Guzman va Del Rosario
(1974), Assy Bar (1986), Rillo va Paloma (1992), Samosir va cdng su (1999). Cac
nghién ctru nay nham muc dich ctru 14y nhitng phéi hitu tinh phét trién binh thudng tir
nhing trai dira d6t bién nhung c6 gié tri cao nhu dira sép (makapuno) hay dira Kopyor
(Rillo va Paloma, 1992). Ngoai ra phuong phép nay con dugc dp dung trong viéc chon
lua in vitro cic tinh trang cay trong khac nhau va bao quan gen dira & nhiét d6 thp.
Cho &n nay, k¥ thuat nudi ciy phéi dira tiéu chuan qudc té da duoc sir dung dé l4p ra
bd suu tdp ngudn gen dira va san xuit cac cdy gidng chit lugng cao tir nhimg gidng
dira dot bién nhu dira Sap. Phuong phép nay duoc goi 1a “K¥ thut nudi ciy phoi
mam” (Batugal, 2002). Hién nay, cong nghé nay da dugc tmg dung san xuit thuong
mai tai mot s& nudc nhu Philippines, Indonesia, Thai Lan, An DP9, SriLanka va Viét
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Nam. Philippines 1a nudc nghién ctru thanh cong dau tién trong viéc nhén gibng dira
Sap bing phuong phap nudi cdy ctru phdi. Vi ty 1& phodi phat trién thanh cdy con &
vudm uom dat 60 — 70%, hién quy trinh ndy dang dugc 4p dung san xuét giéng thuong
mai cho gidng dira Makapuno tai 10 phong thi nghiém ctia Trung tdm thudc Uy ban
dura Philippines. Pdng thoi, mot s cong ty tu nhan da img dung cong nghé trén d san
xuét cdy gibng Makapuno thuong mai. Indonesia ciing dd nghién ctru thanh cong va
ung dung trong san xuét giéng dira Kopyor, véi ty 18 phoi phat trién thanh cdy con &
vuodn vom dat trén 80%. Trong quy trinh sir dung phuong phép thich nghi bing cic md
hinh nha thich nghi. Thai Lan d3 nghién ctru thanh cdng va ung dung trong san xuét
cdy gibng dira Maphao Kathi, v6i ty 1 phoi phét trién thanh cdy con & vudn uom dat
56%. Ddng thoi, mot cong ty tur nhan da tham gia san xuit va thuong mai gidng dira
trén tai thi truong trong nudc. Theo Eeuwens, 1978 moi truong hinh thanh seo va phét
sinh phdi £t nhat trén moi truong Y3. Theo Azpeitia va cdng su (2003), hinh thi s€o
t6t nhét cho qua trinh cam tmg tao phdi 1a seo c6 mau trang trong khoang nudi chy 90
ngay. Theo M. T. PEREZ-NU NEZ1 nam 2005 d4 tién hanh déng thoi nghién ctru kha
ning tai tao phdi tir thé seo ctia phdi so chp va thi cip. Tir d6 rit ra két luan kha ning
tai tao phoi soma tir seo cuia phéi thir cép 1a tot nhit. Pong thdi nhém cling chi ra rang
trong qua trinh nhén seo, seo dugc nhan lién tiép 3 1an 14 t61 wru nhét. Trong cac miu
duoc tién hanh khao sat tao seo thé “plumule” (thé mam) duoc danh gia 13 nguyén lidu
t6t nhat (Hornung, 1995; Chan et al., 1998).

O Viét Nam, vé& nu6i cdy phdi dira dd c6 cic cong trinh nghién ctu tir 1993
(nhu Nguyén Hitu HS va cong su, 1993; Nguyén Thi Hién, 1996) nhung chi thuc hién
v6i cac gidng dira dia phuong ma céc giéng ndy cd ty 1& nay mam rat cao khi uom tir
qua, chua c6 nghién clru nao thuc hién cho cic giéng dua quy hiém. Tir nam 1993,
Vién nghién ciru DAu va CAy c6 diu da nghién ctru nhan giéng dira bang k¥ thuat nuéi
céy phoi. Bén ndm 2006, Vién nghién ctru quy trinh nhan giéng dira sép bang k¥ thuat
nudi cdy phoi, ty 18 ciy con & giai doan vudon wom dat rit thap 19,2%, thoi gian phét
trién hoan thién tir phdi thanh cdy du tiéu chudn xuit vuon 1a 24 thang. Nam 2010,
Vién tiép tuc nghién ctru cai tién quy trinh cong nghé nudi chy phoi dira Sap dé gia
ting ty 1& cAy con & vudn uom, di gia ting ty 1¢ thanh cong cta quy trinh 1én dat 37%,
thoi gian phat trién hoan thién tir phéi thanh ciy du tiéu chuin xuit vuon 1a 15 - 16
thang. Dén nay, quy trinh nudi ciy phoi dira sép van dang duogc cdc nha khoa hoc va
céc co quan tiép tuc nghién ciru, hoan thién dé nang cao ty 1€ ciy con & giai doan vudn
wom. Nam 2013, Cong ty C6 phan Khoa hoc va Cong nghé Nong nghiép Anh Dao da
hop téac voi chuyén gia Thai Lan nghién ctru quy trinh nudi cAy ctru phoi dira sap. Uu
diém cua quy trinh 1a chi st dung mot méi trudng nudi cdy tir khi dua phdi vao moi
truong nudi cdy dén khi mang cdy con ra khéi 6ng nghiém va dua vao tii PE uom giai
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doan 1. Tuy nhién quy trinh con nhiéu han ché va can duoc hoan thién nhu: ty 18 phoi
phat trién tao thanh cAy khoé manh, sach bénh con thip (55%), ty 1& phoi bién di cao,
moi trudong tao cdy hoan chinh chua phu hop véi tiéu chuén dua cdy ra vuon wom (bd
r& phat trién yéu, chi phét trién ré coc, khong c6 hoic cé it ré thit cép, 14 nho, than
nhé), phuong phép thudn hoa cdy ngoai vuon wom chua phit hop. Nguyén nhan dan
dén han ché trén c6 thé do cac hoa chat khir tring mu chua pht hop 1am anh hudng
dén ty 1& nay mam cta phoéi, ham luong cic chit bd bung cho timg giai doan chua
thich hop, thanh phén gi4 thé nudi cdy & giai doan vudn uom chua kich thich sy ting

trudng cua ciy con.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich ctia séng ché 14 nhan gidng cay dira Sép (Cocos nucifera L.) bing
phuong phép ctru phdi (1 phéi ra 1 cay) tir trai dira S&p nhim muc dich ctru phoi dura
sap khé nay mam, bao ton ngudn gen va ting kha ning cho ty 1é trai sép cao, dat trén
90% khi ap dung quy trinh so v&i phuong phdp vom gibng truyén théng (chi thu duoc
ty 1 trai sap thdp khoang tir 0-25% trén téng luong trai). Pay 14 tinh uu viét cia quy
trinh nuéi cdy ctru phoi dira Sap. Phoi tréi dira sdp dic rudt dugc tach ra va nudi cdy
trong mdi trudong dinh dudng c6 bd sung cic chéit diéu hoa sinh trudng cé ndng do
thay déi tiy theo giai doan nudi cdy trong phong thi nghiém véi diéu kién nhiét do va
anh sang thich hop.

Pé dat duoc muc dich néu trén, sang ché dé cip dén quy trinh nhan gidng cay
dira sép (Cocos nucifera L.), trong d6 quy trinh ndy bao gém cic budc: a) chuan bi
nguyén liéu, b) cam ung phoi, c) tao chdi, d) tao cum chdi, e) tao ré va f) thich nghi

vudn uom.

Quy trinh nhan giéng trong diéu kién in vitro nay kéo dai trong 240 ngay cho
cdy dat tiéu chuén ra vuon wom c¢6 3 14 trd 1én va bo ré khoé manh. Ty 1& miu séng,
sach bénh khi vao mAu bing phuong phap vao miu truc tiép dat 96,33%. Pay 1a diém
khéc biét cia quy trinh nhén gidng bing phwong phap nudi ciy ctru phdi dira Sap cuia
don vi so v6i cac quy trinh trudc day. T¥ 1é mau séng sach bénh cao khong 1am phoi
bi anh hudng bdi tac nhan khir trung.

MO ta vin tit cic hinh vé

Hinh 1 12 biéu d6 va hinh v& thé hién céc chdi dira sép thu duoc trong mdi trudng
Y5 bd sung BA va IBA sau 45 ngay nudi cdy, trong d6 Al: khong bd sung chét diéu
hoa sinh truéng; A2: 5Smg/l BA; A3: 10mg/l BA; A4: 15mg/l BA; A5: 1mg/1 IBA, A6:
5mg/l BA, 1 mg/l IBA; A7: 10mg/l BA, 1mg/l IBA; A8: 15mg/l BA, Img/l IBA; A9:
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2mg/l IBA; A10: 5mg/l BA, 2mg/l IBA; All: 10mg/l BA, 2 mg/l IBA; va Al2:
15mg/l BA, 2 mg/l IBA.

Hinh 2 14 bidu dd thé hién quy trinh nhan gidng cdy dua Sap (Cocos nucifera L.).
MO t3 chi tiét sang ché A
Séang ché dé& cip dén quy trinh nhén gibng cay dura Sép (Cocos nucifera L.),

trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc: a) chuén bi nguyén liéu, b) cam mg phdi, c)
tao chdi, d) tao cum chdi, ) tao ré va f) thich nghi vudn wom. Cu thé 1a:

a) Chuin bi nguyén liéu

Chon trai dira Sap gidng tir nhitng cay cho ning sudt cao (>60 trai/cay/nim), c6
£y 16 trai sdp/quiy cao (>20%), d6 tudi 11 thang sau khi thy phan, tréi déu din, khong
di dang, khong sau bénh, bd v6 xo ngodi, tranh lim tdn thuong cac mét chira phdi, bd
d6i trai dira theo chiéu ngang, dua vao ti chy v tring, bo phan nudc va nira phén trai
dira khong chira phoi, dung dung cu chuyén dung tach mot phan com dira chira phoi
tao thinh mot khoanh tron dé 14y phéi cho vao méi trudng nudi cdy 1a mdi truong Y3
cai tién (Y3*), mdi truong Y3* da duoc hip khir trimg & nhiét o 121°C, 4p suat 1,2
atm trong thoi gian 15 phut, pH: 5,6-5,9.

BANG THANH PHAN MOI TRUGNG NUOI CAY (Y3)

Hop chit Ham luong mg/1

Céc chét dinh dudng da lugng (Y3)

KNO; 2000 - 2050
KCl 1400-1500
NH,CI 500 - 550
NaH,PO,.2H,0 » 300 - 350
CaCl,.2H,0O 250 - 300
MgS04.7H,0 200 - 250

Céc chét dinh dudng vi lugng (Y3)

MnS04.4H,O - 11-11,5

KI 8-83
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ZnS0,4.7H,0 7-17,5
H3PO; 3-35
CuS04.5H,0 10,2-0,3
CoCl,.6H,0 0,2-0,3
NaMo0O4.H,O 0,2-0,3
NiCl.6H,O 0,02 - 0,03
Fe SOy 41-42
NaEDTA 55-60
Vitamin va axit amin (UPLB + ARC)

CsH;1NOs.HCl 0,05 -1,00
C12H;7CIN4OS.HCI 0,05 -1,00
C¢HsNO, 0,05 - 1,00
(CoH6NOs),Ca 0,05 -1,00
C10H16N205S 0,05 -1,00
C19H19N7Os 0,05 - 1,00
C,HsNO, 0,05 -1,00
CeH1206 0,05 - 1,00
Glucoza 60,00
Agar 7,00

Than hoat tinh 2,00

pH 5,60 - 5,80
b) Cam tng phoi
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Phéi dira vé tring dugc cho vio mdi trudng Y3* long lac véi tée do 90-120
vong/phut, dit trong t6i véi thoi gian nudi cdy 1a 15 ngay. Ty 1& miu cam tng, sach
bénh trong giai doan nay dat 96,33%.
¢) Tao choi

Sau 15 ngay, ciy chuyén maiu qua mdi truong Y3* dic c6 bd sung 10mg/l BA
va 1mg/l IBA d kich thich mAu bat chdi. Miu dugc dit & phong séng c6 nhiét do
2742°C, cudng do 4nh séng 2.000 - 2500 lux, thoi gian chiéu séng 12-14 gid/ngay. Ty
16 mAu tao chdi dat 86,67% sau 45 ngay nudi ciy.

d) Tao cum chdi

Céc cdy con sau khi hinh thanh chdi dugc chuyén vao méi trudng ting trudng
Y3* dic bd sung 10mg/l GA3 nhim muc dich rut ngin thoi gian ciy trong phong thi
nghiém, d& ciy con ting truéng nhanh vé chiéu cao, kich thudc 14, hinh thdi ciy can
d6i. Ty 16 mAu tao cum chdi dat 95 %. Qua trinh nay dién ra 75 ngay.

e) Tao ré

Nhimmg ciy con khoe manh sau d6 dugc nudi vao méi truong Y3* dac co bd
sung 10 mg/l NAA nhim thic diy qué trinh tao cdy con hoan chinh, gitip bd r& phat
trién khoe manh. Ty 18 cdy tao ré dat 95 %. Qua trinh nay dién ra 45 ngay.

e) Thich nghi vudn wom

Khi cy phat trién hoan chinh, dua chai mo trong phong thi nghiém ra ngoai.
Sau 1 tudn, chuyén cAy tir chai mé ra tai PE15 (dudng kinh 10 cm) véi gia thé 1a
Perlite:dAt:phan bo theo ty 16 2:1:1. Sau 60 ngay, ty 1& ciy song dat 85,33%.

Vi du thue hién sang ché
Vi du 1: Khéo sat kha nang tao chdi (Hinh 1)

Muc dich: So sanh va xé4c dinh dugc méi trudong phit hop dé rut ngin thoi gian
va ting kha ning tao chdi.

V4t liéu: MAu sach bénh, khong nhiém ném, khuén.

Céach tién hanh:

Mau dugc cdy vao moi trudong nén Y3* dic c6 hoic khong bd sung chit diéu
hoa sinh truéng thuc vat BA v6i ndng d6 0,5-10-15 mg/l két hop voi IBA véi ndng do
0-1-2 mg/l, cc nghiém thirc dugc bd tri nhu sau:
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Bang ham luong BA va IBA trong mbi miu dé khao sit kha ning tao chdi

BA mg/l
: 0 5 10 15
IBA mg/l
0 Al A2 A3 A4
1 AS A6 A7 A8
2 A9 Al0 All Al2

Ghi cht: A1, A2,...A12: 1a cic nghiém thurc thi nghiém.
Thoi gian tién hanh thi nghiém: 45 ngay.

Didu kién thi nghiém: 12-14 gio chiéu sang, cuong do nh sdng 2000 - 2500 lux,
nhiét d6 25 + 2°C, d6 4m trung binh 75%.

M>3i nghiém thirc gdm 10 mAu, thi nghiém 13p lai 3 1an.

Chi tiéu theo d&i: S8 mAu ndy mam, ngay nay mam, kich thudc chdi (cm), hinh
thai chdi, kich thudc ré (cm).

Két qua: Sau 45 ngay thuc hién thi nghiém, séng ché ghi nhén duoc Kkét qua nhu
sau: & cac 16 thi nghiém déu c6 mAu cam g tao chdi nhung s lugng mau tao chdi
cing nhu hinh thai chdi c6 su khac biét.

Theo chidu ting din ndng do BA (0-5-10-15 mg/l) sé miu dép tmg tao chdi,
kich thudc chdi, r& ciing ting dan. O 16 thi nghiém A1 khi khong bd sung chét diéu
hoa sinh truéng ty 1& mAu dép tng tao chdi thép nhit 26,7%, mau chdi c6 mau xanh
dim, kich thuéc chdi thip, r& ngin. Nhu vy, ndng d6 cytokinin ndi sinh cua phodi
thép, 1am kéo dai thoi gian nizy mam va phat trién chdi ctia phéi.

0 16 thi nghiém A12 ty 1é mAu dép tmg tao chdi dat 83,3%. Tuy nhién mau chdi
bi pht ra, chdi ngd mau tring, ré kém phat trién. Diéu nay c6 thé do ndng do cytokinin

qua cao.
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YEU CAUBAO HQ
1. Quy trinh nhé4n gidng cay dua Sép (Cocos nucifera L.), trong d6 quy trinh nay bao

gom céc budc:

a) chuin bi nguyén liéu: chon trai dira sap gibng tir nhitng cdy cho ning suit cao (>60
trai/cay/nam), co ty 1€ trai sap/quay cao (>20%), do tubi 11 thang sau khi thy phén, trai
déu din, khong di dang, khong séu bénh, bo vo xo ngoai, tranh lam tdn thuong céac
mét chita phdi, bd doi trai dira theo chiéu ngang, dwa vao ti ciy vo trung, bd phan
nuéc va nira phan tréi dira khong chira phdi, dung dung cu chuyén dung tdch mot phan
com dira chtra phoi tao thanh mét khoanh tron dé 14y phdi cho vao mdi trudong nudi
chy 12 moi trudng Y3 cai tién (Y3*), moi trudng Y3* da duge hép khir trimg & nhiét
d6 121°C, 4p suét 1,2 atm trong thoi gian 15 phit, d pH tir 5,6 dén 5,9; trong d6 moi
truomg Y3* c6 thanh phan nhu sau:

Hop chét Ham luong mg/l

Céc chét dinh dudng da lugng (Y3)

KNO3 2000 - 2050
KCl 1400-1500
NH,CI 500 - 550
NaH,P0,.2H,0 300 - 350
CaCl,.2H;0 250 - 300
MgSO.7H,0 200 - 250
Céc chét dinh dudng vi luong (Y3)

MnSO4.4H;0 11-11,5
KI 8§83
ZnS0,.7TH,0 7-7,5
H;PO; 3-3,5
CuS04.5H,0 02-0,3
CoCl,.6H0 0,2-0,3
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NaMoO4.H,O 0,2-0,3
NiCl.6H,O 0,02 -0,03
Fe,SO4 41-42
Na,EDTA 55-60
Vitamin va axit amin (UPLB + ARC)

CsH;1NO;.HCI 0,05 - 1,00
C12H;,CIN4OS.HCl 0,05 - 1,00
CeHsNO, 0,05 - 1,00
(CoH;6NOs),Ca 0,05 - 1,00
C10H16N203S 0,05 -1,00
C1oH19N706 0,05 - 1,00
C,HsNO, 0,05 -1,00
CsH 1206 0,05 - 1,00
Glucoza 60,00
Agar 7,00

Than hoat tinh 2,00

pH 5,60 - 5,80

b) cam umg phéi: cho phéi dira duge vo tring vao moi truong Y3* long, lac voi toe do

90-120 vong/phut, dat trong t6i véi thoi gian nudi chy la 15 ngay,

¢) tao chdi: cdy chuyén miu & budc b) qua méi trudong Y3* dic co bd sung 5-15 mg/l
BA va 1-2 mg/l IBA d& kich thich mAu bat chdi, d4t mau & phong sang c6 nhiét do
27+2°C, cudng dd anh sang 2000 - 2500 lux, thoi gian chiéu sang 12-14 gid/ngay, giai

doan nay kéo dai 45 ngay;

d) tao cum chdi: chuyén cac cy con sau khi hinh thanh chdi vao moi trudng ting

truong Y3* dic bd sung 5-15 mg/l GA3 trong 75 ngay;

-10-




3262

e) tao ré: tiép tuc nuodi nhitng ciy con khoe manh trong méi trudong Y3* dac cd bd sung
5-15 mg/l NAA trong 45 ngay; va

f) thich nghi vudn vom: chon nhiing cay dat 3-4 14, chiéu cao cdy khoang 15-20 cm,
day di ré, dua nhitng ciy nay tir phong thi nghiém ra vuon thich nghi trong thoi gian 7
ngdy, chuyén cdy tir chai md ra tai PE15 (dudng kinh 10cm) véi gid thé 1a
Perlite:dat:phan bo theo ty 1& 2:1:1, thoi gian cdy con thich nghi trong vudn wom

khoang 60 ngay.

-11-
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Hinh 2
96,3% 15 ngay
> 2
"Y' 1ong, lac (90-120 v/p), tbi
86.6% .
Y5+ 5-15mg/l BA+ 1mg/l IBA
45 ngay s+ 3 13mgl BAT Img/
3
95% Y5+ 5-15 mg/l GAs
75 ngay
v
. 4

Quy trinh tir phoi = ciy ra
vuwon wom: 050, *
Thoi gian thwe hién: 240 ngay. ° Y5 +5-15 mg/l NAA
Ty 1€ thanh cong: 64,3 %. 45 ngay

v

5

85.3% Perlite:dat:phan bd (2:1:1)
60 ngay
6
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