BAN MO TA GIAI PHAP HU'U iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
iR | (|| (11111
CUC SO HUOU TRI TUE
2-0004027

(51) A01G 2/00 (13) Y

2024.01
(21) 2-2024-00559 (22) 29/12/2021
(67) 1-2021-08434
(45) 25/03/2025 444 (43) 26/09/2022 414A

(71) Vién Lam nghiép va Phat trién Bén vimg (VN)
Xa Quyét Thang, thanh phd Thai Nguyén, tinh Thai Nguyén

(72) Tran Thi Thu Ha (VN); Bd Hoang Chung (VN); Ngé Thi Hién (VN); Nguyén Cong
Hoan (VN).

(74) Coéng ty TNHH SHARETOLINK Vi¢t Nam (VN SHARETOLINK COMPANY
LIMITED)

(54) QUY TRINH NHAN GIONG QUY MO CONG NGHIEP (NHAN GIONG IN-
VITRO) CAY GIAO CO LAM BAY LA (GYNOSTEMMA PUBESCENS
GAGNEP.) BANG GIA THE BAU SIEU NHE



(21) 2-2024-00559

(57) Sang ché dé cap dén quy trinh nhén giéng quy md cong nghiép (nhan gidng in-
vitro) ciy giao cd lam bay 14 (Gynostemma pubescens Gagnep.) bing gia thé bau sidu
nhe, trong d6 quy trinh ndy bao gém céc bude: vao mau tao vat liéu khéi dau, tai sinh
chdi, nhan nhanh chdi, tao ré va ra ngdi trén gia thé blu siéu nhe. Quy trinh nhin
gibng theo sang ché tao ra sé lwong 16n cay gidng gido cb lam bay 14 & quy mo cong
nghiép, cdy gidng ddng nhAt v& mat hinh thai, di truyén va hoan toan sach bénh, khong
phu thudc vao diéu kién khi hau.
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Linh vwe ky thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh cong nghé nhan gidng quy md cong nghiép (nhan
gidng in-vitro) cay giao c¢b lam bay 14 (Gynostemma pubescens Gagnep.) bang gia thé
bu siéu nhe. |
Tinh trang ky thuat ctia sang ché

Gido cb lam bay 1a c¢6 tén khoa hoc 12 Gynostemma pubescens Gagnep. thudc
ho bau bi (Curcubitaceae). CAy wa 4m, ua bong phan bd & cac tinh Lao Cai, Vinh
Phuc, Ha Giang, Yén Bai, Pién Bién, Cao Béng, Bic Kan, Lang Son, Ha Giang,
Quang Ninh, Thai Nguyén, Lai Chau, Son La, Hoa Binh, Thanh Héa, Nghé An, Thtra
Thién - Hué, Kon Tum, Gia Lai. Ciy c6 dang than leo quin. Trong cay chita nhiéu
nhom hop chit nhu phenol, alkaloit, flavonoit (flavonol, auron, isoflavol, flavanol,
chalcon, v.v.), terpenoit, steroit, saponin. Giao c¢6 lam dugc st dung cho ngudi cé
cholesterol cao, huyét ap cao va cai thién chtc ning tim, ting cudng hé théng mién
dich, tang strc d& khang, cai thién tri nhé, chdng l3o héa, giam cing thang, cai thién
gidc ngu.

Giao cb lam 12 loai duoc lidu quy trong y hoc ¢ truyén Viét Nam da duoc khai
thac qua mirc 1am nguyén liéu trong san xuét thude va thuc pham chirc ning. C6 nhidu
cach nhéan gidng gido cb lam nhu gidm hom, gieo hat nhung hé sé nhén thip va do
ddng déu khong cao. Vi vy, mot huéng nghién ciru méi da va dang duge ap dung dbi
v6i cdy gido c¢b lam d6 1a cong nghé nhén gidng in-vitro dé tao cdy trong & quy mo
16n, ¢6 hé sb nhan giéng cao, ciy gibng ddng nhét v& mit di truyén va hoan toan sach
bénh. Trudc thyuc trang d6 clng v&i nhing loi ich da biét cia nudi cdy mé té bao,
nhitng nim gan day da c6 nhidu nghién ciru vé nhén gidng in-vitro ciy gido cb lam va
c6 nhidu cong b trén nhiéu tap chi.

Tac gia Nguyén Thi Thanh Hang, Lé Ai Van, Dinh Vin Khiém, Hoang Vian
Cuong, Nguyén Thi Phuong Hoang, Phan Xuin Huyén, Vién nghién ciru khoa hoc
Tay Nguyén, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam di tién hanh “nghién
ctru nhan gidng in-vitro va su sinh trudng phét trién cay gido cb lam (Gynostemma
pubescens Gagnep.) trong nha kinh”. Két qua cho thdy, méi truong MS b sung 1mg/l
BA, 30g/1 sucroza, 8g/I thach, pH 5,8 1a tdt nhéat dén su tai sinh chdi in-vitro véi chidu
cao chdi 1a 1,84cm, sb chdi 10,50 chdi/ mAu. Méi truong MS bd sung 0,5mg/l TDZ,
30g/1 sucroza, 8g/1 thach, pH 5,8 1a t6t nhit dén sy tai sinh chdi in-vitro véi chidu cao
choi 1a 1,99cm va sé chdi 1a 13,80 chdi/mAu. Nong do IBA tir 0-1mg/l ddu thich hop
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dén su tai sinh ré cua cdy giao cb lam, véi ty 1& tai sinh ré dat 100%. Vun xo dira 1a gia
thé thich hop nhét d& chuyén cay gido ¢ lam cdy md ra vudn vom, voi ty 1& séng dat
100%, chiéu cao cay 9,73cm, chiéu dai r& 6,45cm. DAt mun la gia thé t6t nhat dén su
sinh truéng, phét trién cia cy, v6i ty 16 séng dat 100%, chidu cao ciy 82,08, chidu dai
ré dat 36,57cm, khéi lwgng twoi 57,32g/cdy. Tudi 100ml phan Nitrophoska (2g/1) theo
dinh ki mdi tudn mot 14n 1 tSt nhit dén su sinh trudng, phat trién cta cdy, v6i ty 18
sbng dat tuoi 59,38g/cdy.

Pham Cao Khai, Trn Vin Minh, Trung tAm nghién ctu va Phat trién Nong
nghiép cong nghé cao, Khu Nong nghiép cong nghé cao thanh phé H6 Chi Minh
Truong Pai hoc qudc té, Pai hoc Quéc gia thanh phd Hd Chi Minh d4 tién hanh
nghién ctru “Vi nhéan giéng cdy gido ¢b lam (lam (Gynostemma pubescens Gagnep)

A’

bing ki thuat nubi cdy d6t than”. Két qua cho thiy: @t than gido ¢ lam dugc khir
tring bang dung dich Javen lodng véi nudc cat theo ty 1& 50% trong 20 phit cho ty 18
méu cdy v tring dat cao nhét (73,33%). Céc chdi dinh va khiic cit than in vitro dugc
cy trén méi truong MS bd sung BA (0,1; 0,5; 1; 1,5; 2,0 mg/1) két hop NAA (0,1; 0,2;
0,3 mg/l). Sau 6 tudn nudi cdy, cic chdi mdi tai sinh va mdi trudng bd sung 1,0 mg/l
BA va 1,0 mg/l NAA cho s6 chdi cao nhét (6,8 chdi/mau ciy). Mbi trudng khoang cho
két qua t6t nhét cho tai sinh chdi 12 méi trudng 1/2MS véi chidu cao ciy va s 14 1an
luot 12 5,2cm va 4 14. D4i véi su tao 18 , mdi truomg 1/2MS bd sung 0,25 mg/l IBA cho
chiéu dai ré 7,6cm.

Ho Lé Diém Trinh, Nguyén Thi Tuong Vi da tién hanh nghién ctru “ quy trinh
nhéan giéng in-vitro cay gido cb lam (Gynostemma pubescens Gagnep.)”. Két qua cho
thdy: Mau 14 non duoc cit va nudi cdy trén méi trudong MS (moi trudng Murashige va
Skoog) véi TDZ (thidiazuron) tir 0,1 t6i Img/L. Cum chdi gido ¢b lam dugc tao thanh
cao nhit trén moi truong MS + TDZ 0,7 mg/L, véi 74,67% mau cam Gng véi 12,89
chdi/mAu sau 10 tudn nudi cdy. Mau dbt than dugc nudi cdy trén moi truong MS véi
BA (6-benzyl adenin) tr 0,3 t6i 1,5 mg/L va IBA (axit indole-3-butyric) 0,5 mg/L).
Sau 6 tudn nudi cy trén moi truong MS + BA 1 mg/L + IBA 0,5 mg/L, 83,33% miu
doan than cam tmg tao cum chdi véi 7,39 chdi/mAu. So sanh mdi trudong dbt than véi
su két hop BA (0,3-5 mg/L) va NAA (axit 1-naphthaleneacetic) 0,2 mg/L sau 4 tudn
nudi cy, hé s6 nhan nhanh chdi tot nhit dat 3,67 1an trén méi trudng MS + BA 1,5
mg/L + NAA 0,2 mg/L khi so véi MS + BA 1,0 mg/L + IBA 0,5 mg/L. Moi truong
thich hop dé cam tmg tao ré 1a MS + 0,5 mg/L IBA véi ty 1& chdi tao ré dat 97,33%, s
r& trung binh dat 5,29 r&/chdi sau 4 tudn. Trén gia thé hitu co phdi tron 70% xo dira va
30% phén bod & hoai cho ty 1& ciy sbng cao dat t6i 91,33%, cdy sinh truéng va phét
trién t6t trong giai doan vuon wom.
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Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché ciia chiing t6i dé cap dén quy trinh cong nghé nhén giéng quy mé cong
nghiép (nhan giéng in-vitro, bau sidu nhe) cdy giao cb lam bay 14 dé c6 thé san xuét
cdy 16n trén quy mo cong nghiép, van chuyén thuén loi, dac biét cho ti 1€ cay séng cao,
trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

i) Vao mau tao vat liéu khoi dau.

Vit liéu st dung cho vao miu 1a doan than banh té tir cAy me trong vudn giéng
géc, duoc léy vao budi séng khi troi néng cho cho hi¢u qua tot nhét. Vat liéu sau khi
cdt dwoc cdm ngay vao binh chta nude sach, tranh bi héo.

Lam sach so bd: Vit liéu sau khi thu ttr vuon, loai bo toan bd phén phién 14, dé
lai phén cuéng la dai khoang 0,5cm. Nhitng doan than sau d6 dugc cit thanh tung
doan chira tir 1-2 nach 14 va cho vao binh sach. D6 nuée vao binh, trang mau 1-2 lan
dé loai bo bét bui ban.

Ngim mau trong nudc xa phong lodng trong 5 phuat. Dung chdi 16ng mém co
sach tit ca cac vi tri trén mAu, dic biét 1a nhitng nach 1a. Sau do6 rira sach mau dudi voi
nude chay, trang lai bing nude cit vo tring 3 1an.

Khir tring bé mit (tién hanh trong ti cdy vo tring): mau sau khi dugc rira sach
so bd bén ngoai s& mang vao ti cdy vo tring va lic miu voi cdn 70% trong thoi gian
30 gidy sau do trang lai bing nudce cit vo tring 3-5 lan.

Khi trung tinh (tién hanh trong ti ciy vo triing): mau sau khi khtt tring bé mat
biang cdn 70% s& tiép tuc lic v6i dung dich HgCl, 0,1% trong 5 phut. Két thuc khir
tring trang mau véi nudc ct vo trung 4-5 lan.

ii) Tai sinh chdi.

Dung panh gap ting doan than da khir tring, dat trén bé mat gidy cdy. Thao tic
cét nhitng phan chét ¢ hai dau (c6 mau trang) do chat khir tring gay ra. Mau sau d6
duoc cdy vao moi trudong tai sinh chdi 1a méi truong MS ¢6 bd sung 30 g/l duong, 0,2
mg/l GA;, 5,5 g/l thach. Gia tri pH cda moi truong nudi céy 1a 5,8. Pidu kién nudi
cly: thoi gian chiéu sang 10-12 gid/ngdy, cudng do chiéu sang 2000-3000 lux, nhiét
d6 phong nudi 25°C + 2°C. Cac dung cu sir dung va méi truong nudi cdy duge hap khir
tring & ap sudt 1 atm, nhiét d6 121°C trong 20 phat. Thoi gian giai doan tai sinh chdi
tir 4 tudn.

iii) Nhan nhanh chdi.

Lya chon mim chdi khong bi nhiém ndm khuén sau giai doan tai sinh, sau d6
cdy chdi theo hudng thing dimg vao moi trudng nhan nhanh 12 méi truong MS + 30 g/l
duong + 3,0 mg/l BAP + 0,4 mg/l Kinetin + 6 g/ thach. Gia tri pH ca mdi treong nubi
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cdy 1a 5,8. Piéu kién nuéi cdy: Thoi gian chibu sang 10 gid/ngdy, cudng do chibu sang
2000-3000 lux, nhiét dd phong nudi 25°C + 2°C. Céc dung cu st dung va moi trudng nudi
cdy dugc hip khir tring & 4p sudt 1 atm, nhiét dd 121°C trong 20 phut. Thoi gian giai
doan tai sinh chdi tix 4 tudn. Tiéu chuin sau giai doan nhan nhanh: Hé s6 nhan choi dat 5,4
lan.

iv) Tao ré.

Cac choi 2140 ¢6 lam dat chiéu cao > 3 cm, cay théng, co tr 2 1a duoc cat
chuyén sang méi truong tao ré.

Dung kéo cit riéng ting chdi, cit phan gbc gia. Chu y cat chdi sao cho déng
déu vé chibu cao. Sau dé cdy chdi trén moi trudng 1/2MS c6 bd sung 0,5 mg/l NAA +
15g/1 duong + 5,5 g/l thach. Gia tri pH cua mdi trudng nudi chy 12 5,6 — 5,8. Thoi gian
xudt hién ré tir 7-10 ngay sau khi cdy chuyén. Tuy nhién sau 15 ngay ré méi dat chiéu
dai, cdy cling cap méi c6 thé dwa ciy ra cam tng dan voi diéu kién tu nhién.

Tiéu chudn mAu sau giai doan ra r&: 100% mau tao ré, cdy con cing céap, sb 14>
3 14, chiéu cao cdy > 4 cm.

v) Ra ngdi cdy con trén bau siéu nhe.

Pé chuyén ciy con tir trong phong thi nghiém ra vudn wom c6 ty 1€ sbng cao,
sinh trudng tét. Dau tién cin cho ciy thich nghi dan voi diéu kién tu nhién nhu sau:
Chuyén binh giao ¢6 lam bay 14 da dat tiéu chuan cta giai doan ra ré dé ngoai 4nh sang
tu nhién 10-15 ngay gitp cdy con thich nghi dan v6i 4nh sang tu nhién. Chii y tranh 4nh
sang truc tiép, co thé dé cang 16p ludi den c6 do che sang 50% trong nha ludi va dé binh
cdy phia dudi.

Chudn bi gi4 thé biu siéu nhe:

Gié thé cho rudt bdu siéu nhe duoc sir dung dé ra ngoi cdy con gido cd lam bay
14 12 hdn hop dét + trAu hun + xo dira + rom theo ti 1¢ 20:30:35:15. Cac thanh phén
trong gia thé can duoc xur ly trude khi phéi tron, cu thé:

+ Dit nghién nho.

+ TrAu hun: dbt trdu séng trong diéu kién yém khi khoang 4 gid, sau d6 tuédi
nude, dé ngudi.

+ Xo dira: ngdm trong nude voi lodng 6-8 ngay, chu y 2 ngay thay nude voi 1 1an
(thay 2-3 14n), 1in cudi ngam trong nude sach. Sau d6 vt xo dira phoi khd, nghién nhé.

+ Rom: phoi kho, nghién nho
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Sau khi c4c thanh phan dugc xit 1y, tién hanh phéi trén dung theo ty 18 va déng
vao bau 3x4cm (v6 biu duoc 1am bing chét lidu tu phén hity). Qua trinh d6ng bau siéu
nhe hoan toan tir dong. Bau sau d6 duge xép vao cac ludng wom dé chudn b ra cay.

Ra ng6i cdy con:

Rtra sach thach trén ré cua cdy con in-vitro. Loai bo bét 14 gia, 14 vang. Tién
hanh trdng cdy vao bau da chuén bj sin, 14p kin r& va nén nhe dé cay dtmg thing, cy
khong bi bat gbc khi tuéi nudc.

Ché db tuéi nudc:

2 tudn dAu: Sau khi ciy cdy con vao biu wom, tién hanh lam vom che pht nilon
kin tranh cdy bi héo. Trdi ning cin phu 1én 1 16p lu6i den. Tién hanh tudi nude 2 14n/
ngdy bang binh hoic hé théng phun swong.

Giai doan sau 2-4 tudn: M& din 2 diu vom nilon cho cay quen dan. Ché do tusi
nuéce 2 14n/ ngay bang binh hoic hé thdng phun swong.

Giai doan sau 4 tudn: Luc nay cdy da ctng cap, hé ré phat trién nén c6 thé tuéi
bing hé théng tudi vong quay tw dong hodc bing 6 roa, voi phun. Thuc hién ché do
tudi 1-2 14n ngay tiry thude do Am ciia dit va diéu kién thoi tiét. Ludn gitt d6 4m khoang
80%, thoang gi6, khi twdi phai dé rao nude ngay trong ngay, tranh dong nudc lam thdi 1&,
thdi cay. |

Ché d6 bén phan:

Cay con sau trong 4 tudn c6 thé tudi phan bon 14 AT gitp cdy nay chdi, ra ré,
ting strc chbng chiu, thich nghi véi moi truong. Khi ciy ctng cap c6 thé tuéi dinh ky
bing phan NPK ndng d6 lodng. Sau d6 rira sach 14 bang nuéc sach

Phong trir sdu bénh hai giai doan vudn wom:

Cay con & giai doan vuon wom phdi dugc thudng xuyén cham séc, 1am sach co
dé tranh sau, bénh gay hai. P& ngin ngira ndm hai, ding COC85 (gbc ddng) phun déu
1én trén mit 14 véi liéu lwgng phun 20g/161 nuée, 1 thang/1 1an. Khi ciy c6 hién twong
bi ndm hai phun ndng d6 40g/161 nuéc. Khi bi sau hai sir dung phuong phap bét giét,
néu gay hai trén dién tich 16n st dung cac thudc trir su sinh hoc (B40 super 2,0EC...
phun theo chi din ctia nha san xuét.

Tiéu chudn cdy con xuit vuon:

Cay gido cb lam bay 14 trdng tai vuon wom sau 04 thang, dat chiéu cao 15-20
cm, 6 tir 4 14, sinh trudng phat trién t6t, khong sau bénh hai.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1 thé hién so d6 quy trinh c6ng nghé nhén giéng quy md cong nghi€p (nhan
gibng in-vitro, bau sidu nhe) ciy gido cd lam bay 14.

Hinh 2 14 anh chup vuon gidng gde gido ¢b lam bay 14.

Hinh 3 13 anh chup gi4o c6 lam bay 14 giai doan vao mau.

Hinh 4 1 anh chup gi4o ¢b lam bay 14 sau 4 tuln tai sinh chdi.

Hinh 5 14 anh chup gi4o c¢b lam bay 14 giai doan tao da chdi sau 3 tun nuéi céy.

Hinh 6 13 anh chup gi4o c6 lam bay 14 giai doan ra ré.

Hinh 7 14 anh chup giao ¢d lam bay 14 ra ngdi trén biu siéu nhe.

Hinh 8 12 bang thanh phan méi truong MS.

M3 ta chi tiét caAc phwong 4n thue hién sang ché

Sau déy, quy trinh cong nghé nhan giéng quy mé céng nghiép (nhan gidng in-
vitro, bau siéu nhe) cdy gido cd lam bay 14 (Gynostemma pubescens Gagnep.) s& dugc
mo ta mot cach chi tiét. |

Theo mot phuong 4n, séng ché dé cap dén quy trinh cdng nghé nhén gidng quy
md cong nghiép (nhan gidng in-vitro, bau siéu nhe) cdy gido cb lam bay la
(Gynostemma pubescens Gagnep.), trong d6 quy trinh ndy bao gdm cac budc:

i) Vao mdu tao vat liéu khéi dau.

Vit lidu st dung cho vao mau: Poan than banh té tir cdy me trong vudn giéng
gbc. Vit liéu dugc 14y vao budi sang khi trdi nang cho cho hiéu qua tét nhit. Vat lidu
sau khi cit dugc cim ngay vao binh chira nudc sach tranh bi héo.

Lam sach so bd: Vat li€u sau khi thu tir vuon, loai bo toan bd phﬁn phién 14, dé
lai phin cudng 14 dai khoang 0,5cm. Nhitng doan than sau d6 dugc cét thanh timg
doan chira tir 1-2 nach 14 va cho vao binh sach. P4 nuéc vao binh, trang mau 1-2 1in
dé 1oai b bét bui ban.

Ngam mAu trong nuéc xa phong lodng trong 5 phit. Ding chéi 16ng mém co
sach tit ca cdc vi tri trén mAu, dic biét 1a nhitng nach 13. Sau d6 rira sach mau dué6i voi
nudce chay, trang lai bang nude cit vo trung 3 14n.

Khir tring bé mit (tién hanh trong ti cdy vo tring): Mau sau khi dugc rira sach
so bd bén ngoai s& mang vao ti ciy vo tring va lic mau véi cdn 70% trong thoi gian 30
gidy sau do trang lai bing nudc cit vo tring 3-5 1an.

Khir tring tinh (tién hanh trong ti ciy vo tring): MAu sau khi khir tring bé mat
bing cdn 70% s& tiép tuc lic véi dung dich HgCl» 0,1% trong 5 phut. Két thuc khir
tring trang mau véi nudce cét vo tring 4-5 1an (hinh 3)

ii) Tai sinh choi.
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Dung panh gip timg doan than da khir tring, dat trén bé mit gidy cdy. Thao tac
cdt nhitng phan chét & hai diu (c6 mau tring) do chét khir tring gay ra.
Mau sau d6 dugc cdy theo hudng thing ding vao moi trudng tai sinh chdi 1a
mdi trudng MS co bd sung 30 g/l duong; 0,2 mg/l GAsj; 5,5 g/l thach. Gia tri pH cua
mdi truong nudi cdy 1a 5,8 (Thanh phan moi trudong MS xem tai hinh 8). Piéu kién
nudi cdy: Thoi gian chiéu sang 10-12 gid/ngay, cudng d6 chiéu sang 2000-3000 lux,
nhiét d6 phong nudi 25°C + 2°C. Cac dung cu st dung va mdi trudng nudi cdy duoc
hép khir tring & ap sudt 1 atm, nhiét d6 121°C trong 20 phut. Thoi gian giai doan tai
sinh chdi tir 4 tuin (hinh 4)
Tiéu chudn cia mau sau tai sinh: Mau bat chdi sau nudi céy 4-5 tuan, chdi
khée, khong bi ndm khuén..
Chu y: Cac thao tac duoc thuc hién trong ti cdy vo triing, cac dung cu panh
dao dugc khu trung trugce khi st dung.
iii) Nhan nhanh choi.
Lua chon mam choi khong bi nhiém nim khuin sau giai doan tai sinh. Chdi
duoc ciy theo hudng thing dimg vao mdi trudng nhan nhanh 1a mdi trudng MS + 30 g/l
duong + 3,0 mg/l BAP + 0,4 mg/l Kinetin + 6 g/l thach (Thanh phin méi trudong MS
xem tai hinh 8). Gia tri pH ciia m6i truong nudi cdy 14 5,8. Piéu kién nubi cdy: Thoi gian
chiéu sang 10 gid/ngay; cudng do chiéu sang 2000-3000 lux; nhiét d§ phong nudi 25°C +
2°C. Céc dung cu st dung va moi truong nudi cdy duge hip khir tring & ap sudt 1 atm,
nhiét d6 121°C trong 20 phit. Thoi gian giai doan téi sinh chdi tir 4 tudn. Tiéu chuin sau
giai doan nhan nhanh: Hé s6 nhan chdi dat 5,4 1an (hinh 5).
iv) Tao ré.
Céc chdi gido c¢b lam dat chiéu cao > 3 cm, cdy thang, c¢6 tir 2 14 dugc cit
chuyén sang mdi trudng tao ré.
Ding kéo cét riéng timg chdi, cit phin gdc gia. Chu y cét chdi sao cho ddng
du vé chidu cao. Sau d6 ciy chdi trén moi truong 1/2MS cé bd sung 0,5 mg/l NAA +
15g/1 dudng + 5,5 g/l thach (Thanh phan mdi truong MS xem tai hinh 8). Gié tri pH cta
mdi trudong nudi cdy 1a 5,6 — 5,8. Thoi gian xuat hién ré: Tur 7-10 ngdy sau khi cdy
chuyén. Tuy nhién sau 15 ngay ré méi dat chidu dai, cay ctmg cap méi c6 thé dua cay
ra cam tmg dan v&i diéu kién tu nhién (hinh 6).
Tiéu chuan mAu sau giai doan ra r&: 100% mau tao r&, ciy con cling cap, sb 14>
3 14, chidu cao cdy >4 cm.

v) Rangoi cdy con trén bau siéu nhe.



4027 8/21

Pé chuyén cay con tir trong phong thi nghiém ra vuon wom c6 ty 18 sbéng cao,
sinh trudng tdt. PAu tién can cho cay thich nghi dan véi didu kién ty nhién nhu sau:
Chuyén binh gido c6 lam bay 14 da dat tiéu chudn cta giai doan ra r& dé ngoai anh sang
tu nhién 10-15 ngay gitip cdy con thich nghi dan véi 4nh sang tw nhién. Cha ¥ tranh 4nh
séng truc tiép, c6 thé dé cing 16p lu6i den c6 dd che sang 50% trong nha ludi va dé binh
cay phia duéi.

Chuén bi gia thé bau siéu nhe:

Gi4 thé cho rudt bau siéu nhe duoc sir dung dé ra ngdi cdy con gido ¢d lam bay
14 13 hdn hop DAt + trdu hun + xo dira + rom theo ti 1& 20:30:35:15. C4c thanh phin
trong gid thé cin dugc xir 1y trude khi phéi tron, cu thé:

+ DAt nghién nho.

+ TrAu hun: d6t trdu séng trong diéu kién yém khi khoang 4 gid, sau d6 tuéi
nude, dé nguoi.

+ Xo dira: ngdm trong nuéc vdi lodng 6-8 ngay, chu ¥ 2 ngay thay nudc vdi 1 1an
(thay 2-3 14n), 14n cudi ngdm trong nudc sach. Sau d6 vét xo dira ra phoi khé, nghién
nho. |

+ Rom: phoi kho, nghién nhé

Sau khi c4c thanh phan dugc xir Iy, tién hanh phdi trén ding theo ty 18 va dong
vao bau 3x4cm (vo biu duge 1am bing chét liéu ty phan hity). Qua trinh dong biu siéu
nhe hoan toan tu dong. Bau sau d6 dugc xép vao céc lubng wom dé chudn bj ra cay.

Ra ngoi cédy con:

Rira sach thach trén ré ciia cdy con in-vitro. Loai bd b6t 14 gia, 14 vang. Tién
hanh trdng ciy vao bau da chuén bi sin, 14p kin ré va nén nhe dé ciy dung thing, cy
khong bi bat géc khi tudi nude.

Ché d¢ tuéi nude.

2 tudn dAu: sau khi cdy cdy con vao biu uom, tién hanh 1am vom che phu nilon
kin tranh cdy bi héo. Trdi ndng cin pht 1én 1 16p luéi den. Tién hanh tudi nuéce 2 1an/
ngdy bing binh hoic hé thng phun suong.

Giai doan sau 2 tudn-4 tudn: m& dan 2 ddu vom nilon cho ciy quen din. Ché do
twdi nude 2 1an/ ngay bang binh hoic hé thdng phun swong.

Giai doan sau 4 tuin: lac ndy cdy da cimg cap, hé ré phét trién nén c6 thé tudi
bing hé théng tu6i vong quay tu dong hodc bﬁng 0 roa, voi phun. Thyuc hién ché do
tudi 1-2 14n ngay tuy thude d6 Am cia dat va diéu kién thoi tiét. Ludn gitt d6 4m khoéang
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80%, thoang gi6, khi twéi phai dé rio nuéc ngay trong ngay, tranh dong nude 1am théi ré,
thdi cay.

Ché 6 bén phan:

Cay con sau trong 4 tudn c6 thé tu6i phan bén 14 AT gitp cdy nay chdi, ra ré,
ting stc chdng chiu, thich nghi véi méi trudng. Khi cdy cimg cap c6 thé tudi dinh ky
bing phan NPK ndng d6 lodng. Sau d6 rira sach 14 bang nudce sach

Phong trir sdu bénh hai giai doan vuon vom:

Céay con ¢ giai doan vudn vom phai dugce thudng xuyén cham soc, lam sach co
dé tranh sdu, bénh gay hai. P& ngin ngira ndm hai, ding COC85 (gbc d6ng) phun déu
1én trén mt 14 v6i lidu lwong phun 20g/161 nuéc, 1 thang/1 1an. Khi cdy c6 hién tuong
bi nim hai phun ndng d6 40g/161 nu6c. Khi bi sau hai sir dung phwong phép bét giét,
néu giy hai trén dién tich 16n sir dung céc thudce trir sdu sinh hoc (B40 super 2,0EC...)
phun theo chi d4n ciia nha san xuét.

Tiéu chudn cdy con xut vuon:

Cay gido cd lam bay 14 tréng tai vuon wom sau 04 thang, dat chidu cao 15-20
cm, c6 tir 4 14, sinh trudng phat trién t6t, khong sau bénh hai (hinh 7).

Theo mdt phwong 4n, sang ché d& cap dén quy trinh nhan gibng in vitro cay
gi4o ¢b lam bay 14, trong d6 quy trinh nay tao ra hang loat cdy con giéng nhau vé hinh
thai va dic diém di truyén gop phin bao ton va phat trién ngudn gen quy dang cd nguy

co mét dan trong tu nhién.

Theo mot phuwong 4n khac, sang ché dé cap dén quy trinh cong nghé nhén gidng
quy mo cong nghiép (nhan gidng in-vitro, bau siéu nhe) cdy gido cb lam bay 14
(Gynostemma pubescens Gagnep.) bing nudi cdy md, khac biét & chd, quy trinh nay st
dung mdi truong nudi cdy mod phd bién MS va céc chit didu tiét sinh trudng c6 ndng
d6 thich hop dé nang cao hé sé nhan gidng va chét lugng cdy gido cd lam bay 14. Theo
mot phuong an khéac, sang ché d& cap dén quy trinh nhén gibng cay gido ¢b lam bay 14
bang phuong phap in-vitro, khac biét & chd khir tring mAu bang HgCl, 0,1% trong 5
phit 1am hiéu qua khir tring t6t hon.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén quy trinh cong nghé nhan giéng quy
md cong nghiép (nhan gibng in-vitro, biu siéu nhe) cdy gido cd lam bay 14
(Gynostemma pubescens Gagnep.), khac biét & chd, mdi trudng nhan nhanh bao gdm
céc thanh phin: MS; 3,0 mg/l BAP; 0,4 mg/l kinetin, thach 6 g/l. gitp cho hé s6 nhan
dat 5,4 lan.
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Theo mét phuong 4n khéc, sing ché @& cap dén quy trinh nhan gibng cdy gido
c¢b lam bay 14 (Gynostemma pubescens Gagnep.), khac biét & chd, trong budc tao ré co
mbi trudng tao ré c6 céc thinh phan gdm: 1/2MS, 0,5 mg/l NAA, 15g/1 dudng, 5,5
g/l thach, trong d6 quy trinh nay gitp cho budc nudi cdy tao ré véi ty 16 miu tao ré
dat 100%, ciy chét lugng tdt.

Vi du thuye hién sang ché

Quy trinh nhan gidng in-vitro gio ¢ lam bay 14 dugc minh hoa bing céc vi du

thyc hién sau ddy, tuy nhién pham vi bao ho ctia sang ché khong chi bj giéi han béi

cac vi du nay.

Mot s6 tir viét tit ding trong ban mo ta nay duoc liét ké sau day:

BAP : Benzin adenin

Con : CoHsOH

CT : Cong thirc

HgCl» : Thiy ngén clorua (Mereurric chloride)
Kinetin : 6-Furfurylaminopurin

MS - : Murashige and Skoog’s

NAA : axit o - Naphlen axetic

NaOH : Natri hydroxit

Vi dy 1: Chuén bi méi truong nudi ciy

Céc thanh phan dinh dudng ding trong pha ché méi trudng nudi ciy duoc pha
thanh 5 dung dich me nhu sau:

Dung dich MSI: Gdm cac mudi da luong, can lugng mubi nhu bang duéi day
pha vao 1 lit nudc cét, bao quan & 4°C. Khi ding dong 20 ml dung dich MSI cho 1 lit

modi trudng.
Thanh phén Trong luong (g)
KNO3 ' 95
KH2PO4 17
NH4NO3 82,5
MgSOs4 18,5

10
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Dung dich MSIL: Can 44 g mudi CaCl>.2H,0 hoa tan trong 500 ml nuéc cét,
sau d6 bd sung nudce cat 1én thé tich 1 lit. Bao quan & 40°C. Khi diing dong 10 ml dung

dich nay cho 1 lit m6i trudong.

Dung dich MSIII: Mudi khoéang vi lugng - Can lugng mubi khoang nhu liét ké
duéi day vao 1 lit dung dich gbc. Khi ding dong 10 ml dung dich MSIII cho 1 lit mbi

truong.
Thanh phin Trong lugng (mg)

H;BOs3 620
MnSO4+H>O 1690

CoCl2.6H20 2,5

CuS04.7TH20 2,5

ZnS047H0 860
Na;Mo042H>0 25

KI 83

Dung dich MSIV: Thanh phén st va mudi. C4n lugng mubi néu dudi day. Pha
riéng timg chét trong 200 ml nudc néng 80°C. Sau d6, hoa 2 chét v6i nhau t6i khi xuét

hién mau vang chanh, b sung nudc cét 1én thé tich 1lit.

Thanh phan Trong lugng (g)
FeSOq4 2,78
Na,EDTA 3,73

Dung dich MSV: Thanh phan hitu co va vitamin. C4n lugng cic chét nhu trong
bang dudi dy. Pha trong nudc cét hai lan thanh 1 lit. Bao quan & 4°C. Ding 10 ml cho

moi lit moi trudng.

Thanh phan Trong lugng (mg)
Myo-Inositol 10000
Thiamin.HCI 10

Pyridoxyn.HCl 50
Axit nicotinic 50
Glyxin 200

Dung dich GA; (axit Gibberellic): Can 50mg GA3 cho vao cdc dong sach, nhd
tir tir ting giot NaOH 1IN khudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Ding nudc cit d& pha
dén thé tich 50 ml. Bao quéan dung dich trong lo nfit mai 50ml & 4°C.

11
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Dung dich NAA (axit a-naphthalenea axetic): Can 50mg NAA cho vao cbc
dong sach, nho tir tir timg giot NaOH IN khudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung
nudce cit dé pha dén thé tich 50 ml. Bao quan dung dich trong lo nut mai 50ml & 4°C.

Dung dich BAP (Benzinadenin): Can 50mg BAP cho vio cc dong sach, nhé tir
tir timg giot NaOH 1IN ngudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung nuée cat dé 1én thé
tich 50 ml. B&do quan dung dich trong lo nit mai 50ml & 4°C.

Dung dich Kinetin: Can 50mg Kinetin cho vao cdc dong sach, nhé tir tir ting
giot NaOH 1N ngudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Ding nuéc cit @& 18n thé tich 50
ml. B4do quan dung dich trong 1o nit mai 50ml & 4°C.

Tién hanh pha ché méi truong: Mbi mé 3 lit

Phén 1: can 15 g thach vao ndi kim loai, thém 1 1it nuéc cAt, dit 1én bép dun cho
thach tan hoan toan.

Phén 2: c4n 90g dudng vio cbe dong c6 dung tich 1 lit, dong 60ml dung dich
MSI, 30ml mdi loai cta cic dung dich tir MSII dén MSV néu trén. Dung dich BAP,
GAs3, kinetin tiy theo ndng db timg loai méi truong ma dong lugng dung dich thich
ting. Vi du khi pha 3 lit méi trudng tai sinh chdi c6 cong thirc MS+ 30g/l dudong + 0,2
mg/l GAs + 5,5 g/g thach, pH mdi truong 1a 5,8 thi s&€ dong 90g duong + 0,6 ml GAs3 +
16,5g thach. Khudy tan déu c4c thanh phin, ding dung dich NaOH IN didu chinh d6
pH=35,8.

Tron hai phan 1 va 2 véi nhau bd sung thém nuéc cit cho d 3 lit. Ding éng
dong chia mdi trudng vao céc binh tam giac loai dung tich 250ml mdi binh 35ml moi
truong, ddy bang nit bong hodc tui béng kinh va khir tring 20 phat & 121°C, 1 atm.
Bao quan ¢ noi kho va mat t6i da 6-8 tuan.

Vi du 2: Khir tring doan than tao vt li¢u khéi dau

M3u gido c¢b lam ding vao miu 13 doan than banh té tir cdy me trong vudn
gidng gbc. Vit liéu duoc 1dy vao budi sang khi troi ning cho hiéu qua t6t nhat. Vit
liéu sau khi cét dugc cdm ngay vao binh chira nu6e sach tranh bi héo.

Lam sach so bo:

Vit liéu khi thu tir vuon gidéng gc vé loai bé toan bd phin phién 14, dé lai phén
cudng 14 dai khoang 0,5cm. Ding tay rira doan vt liéu dudi voi nuée chay dé loai bé
bui bin bén ngoai. Rira xudi theo chiéu tir gbc dén ngon. Nhitng doan thin sau d6
duoc ct thanh timg doan dai 3-4 cm, chira 1 mét nga va cho vao binh sach.

Ngidm mAu trong nudc xa phong lodng trong 5 phiit. Ding chdi 16ng mém co
sach tht ca céc vi tri trén mAu, dic biét 1a nhitng nach 14. Sau d6 rira sach mau duéi voi

12
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nuée chay, trang lai bing nudc cit vo tring 3 14n. Chu ¥ khi rira mAu chi theo 1
chiéu, tranh co 1én rdi co xudng gay tén thuong mau.
Khir tring bé mit (tién hanh trong ti cdy vo trung):
Mau sau khi dugc rira sach so b bén ngoai s& mang vao ti ciy vo tring va lic
mAu véi cdn 70% trong thoi gian 30 gidy sau d6 trang lai bang nuéc cit vo trung 3-5
lan. |
Khir tring tinh (tién hanh trong ti cdy v triung):
MAu sau khi khir tring bé mit bang cdn 70% s& tiép tuc lc voi dung dich HgCl,
0,1% trong 5 phut. Két thiic khir tring trang mau véi nude ct vo trung 4-5 1an.
Bang 1. Két qua anh huéng ctia thoi gian khir tring bang HgCl 0,1% dén hidu qua vo

trung vt liéu nudi cly chdi cay gido co lam bay 14 (sau 10 tuan nudi cay)

Ty 18 mau
. L% . s x| Ty 1& miu sbng
Hoa chit | Céng thirc Tt(‘glll B somau Ty € (o | ohiém | Knong
° (%) nhiém
(%)
1(P/C) 0 60 48,33 51,67 0
HeCl, 2 5 60 1,02 10,31 88,67
0
0,1%) 3 10 60 14,33 17,34 68,33
4 15 60 86,33 5,00 8,67

Vi du 3: Tao cum chdi tir manh méd nudi ciy

Lya chon mim chdi khong bi nhiém nim khuén sau giai doan tai sinh, cit chdi
va cét phién 14, dé lai phan cudng 14, cit chdi dinh sau d6 ciy vao mdi trudng nhén
nhanh tao cum chdi. Chdi dugc cdy theo huéng thing ding. Cong thirc mdi trudng
nhan nhanh: MS + 30 g/l dudng + 3,0 mg/l BA + 0,4 mg/l Kinetin + 6 g/l thach. Gia tri
pH clia mdi truong nudi cdy 13 5,8. Diéu kién nudi cy: thoi gian chiéu sang 10 gio/ngay,
cudng d6 chiéu sang 2000-3000 lux, nhiét d6 phong nudi 25°C + 2°C. Céc dung cu sir
dung va méi truong nudi ciy dugc hip khir tring & 4p suat 1 atm, nhiét d6 121°C trong 20
phut. Thoi gian giai doan téi sinh chdi tir 4 tudn. Tiéu chudn sau giai doan nhin nhanh: Hé
s6 nhan chdi dat 5,4 1an,

13
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Bang 2. Két qua anh hudng ciia ndng d6 BAP két hop voi Kinetin dén
kha ning nhan nhanh chdi cay gido cb lam bay 14 (sau 04 tuin nuéi cdy)
Cong | Nong 00| MOng 401 SOmMAN ) g cpgi | HESO T ot tugng
thitc inetin nubi cay (chdi) nhén chdi
mg/1 mg/1 (mau) (lan)
CT1 3 0 30 132 4.4 Choi tot
CT2 3 0,1 30 123 4.1 Chéi tbt
CT3 3 0,2 30 126 4,2 Chdi tdt
CT4 3 0,4 30 162 5,4 Chai tbt
CT5 3 0,6 30 141 4,7 Choi tbt
CTé6 3 0,8 30 108 3,6 Choi tot
CT7 3 1,0 30 96 3,2 Chdi kém

Tir két qua thu duoc trén day ching t6i chon loai méi truong sb 4 cho muc dich

nhan cum chdi (sau ddy méi truong nay ky hiéu 1a A2).

Vidu4:

Taoré

Céc chdi gido co lam tir mdi truong A2 chon nhitng chdi c6 chi€u cao > 3 cm,

cdy thing, c6 tir 2 14 dugc cét chuyén sang mdi truong tao r8. Dung kéo cit riéng timg

chdi, cit phan gbc gia. Chu y cit chdi sao cho ddng déu vé chiéu cao. Sau d6 ciy chdi
trén moi truong 1/2MS c6 b sung 0,5 mg/l NAA + 15g/1 dudong + 5,5 g/l thach. Gia
tri pH ctia mdi truong nudi cdy 1a 5,6 — 5,8. Thoi gian xuét hién r8: tir 7-10 ngay sau

khi cdy chuyén. Tuy nhién sau 15 ngay ré méi dat chiéu dai, cdy cimg cap méi c6 thé

dua cdy ra cdm tng dan véi diéu kién ty nhién.

Bang 3. Két qua anh hudng cia NAA dén kha ning ra ré cdy gio cd lam bay 14

Néng ﬁ:u Téng | Ty o
Cong | do b s0 choi Tong | mau SO re Hinh thai
thic | NAA chy ra ré sO ré rar€¢ | trung binh ré

K A1 (1)

(mg/1) (mu) (choi) | (%)
CT1 R& nh,
@iy | ©0 | 90 16 23 | 17,78 1,44 ai
cT2| 05 | 90 90 383 100 4,26 Redgli“”
CT3 | 1,0 | 90 69 210 | 76,66 | 76,66 Redg?o’
cT4 | 15 | 90 | 56 156 | 6222 | 62.22 Redgli“”
CcTs | 20 | 90 | 22 47 | 2444 | 2444 R"’d‘;lim’
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Tiéu chuin mAu sau giai doan ra r&: 100% mAu tao r&, ciy con cling cap, sb 14 >
3 14, chiéu cao ciy > 4 cm.

Vi du 5: Cam ting cdy va ra ngdi trén gia thé bau siéu nhe:

Pé chuyén cdy con tir trong phong thi nghiém ra vudon wom c6 ty 18 séng cao,
sinh truéng t6t. Pau tién cin cho cy thich nghi din vé6i didu kién tw nhién nhu sau:
Chuyén binh gido cd lam bay 14 d4 dat tiéu chuén ciia giai doan ra r& d& ngoai 4nh séng
tu nhién 10-15 ngay gitp cdy con thich nghi din vé6i 4nh sang ty nhién. Chu y tranh 4nh
sang truc tiép, c6 thé @& cing 16p Iudi den c6 d6 che sang 50% trong nha luéi va dé binh
cdy phia duéi. |

Chuén bi gi4 thé biu siéu nhe.

Gi4 thé cho rudt bau siéu nhe dugc st dung dé ra ngoi cdy con gido ¢d lam bay
14 12 hdn hop Pét + trdu hun + xo dira + rom theo ti 18 20:30:35:15. Céc thanh phin
trong gia thé can duge xtt Iy trude khi phdi tron, cu thé:

+ P4t nghién nho.

+ Tréu hun: Pét trdu séng trong diéu kién yém khi khoang 4 gio, sau d6 tuéi
nuée, dé nguoi. '

+ Xo dira: Ngam trong nudc voi lodng 6-8 ngay, chd y 2 ngdy thay nudc voi 1
lan (thay 2-3 l4n), lan cubi ngam trong nudc sach. Sau d6 vét xo dira ra phoi kho,
nghién nh.

+ Rom: Phoi kh6, nghién nho.

Sau khi cac thanh phén gia thé dugc xtr 1y, tién hanh phdi tron dung theo ty 18
va déng vao bau kich thuée 7x11cm (vé biu duge 1am bing chit liéu ty phan hay).
Qua trinh déng bau siéu nhe hoan toan tu dong. Béu sau d6 dugc xép Vao cac luéng
rom dé chuén bi ra cay.

Hiéu qua dat dwoc ciia sang ché

Quy trinh cong nghé nhéan giéng quy md cong nghiép (nhan gidng in-vitro, biu
siéu nhe) cdy gido c¢b lam bay 14 theo sang ché c6 thé tao ra hang trim triéu cdy gibng.
Pap tng nhu ciu cdy gidng gido cd lam bay 14 trén thi trudng va 1a tién dé dé tao ra
cac vung trdng gido c¢b lam chuyén canh phuc vu san xuat va ché bién dugc lidu ciing
nhu xut khiu. Viéc ap dung quy trinh s& tao ra dugc sb lwong 16n cdy gidng & quy md
cong nghiép khong phu thude vao diéu kién khi hau, ciy gidng ddng nhat vé mit hinh
thai va di truyén, ddng thoi hoan toan sach bénh, an toan cho ngudi sit dung.

15
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh nhan giéng quy md céng nghiép (nhan giéng in-vitro) cdy giao cb lam
bay 14 (Gynostemma pubescens Gagnep.) bang gia thé bau siéu nhe, trong d6 quy trinh
ndy bao gdm cac budc:

i) vao mau tao vat liéu khéi dau: léy mAu 14 doan than banh té cit thanh tung
doan chira tir 1 — 2 nach 14 duge 14y tir cdy me trong vuon gidng gde, 1iy vao thoi diém
budi sang khi thoi tiét ning rdo; cit toan bo phién 14 dé lai phan cudng 14 dai khoang
0,5cm va ngdm mAu trong nudc xa phong lodng 5 phut, sau d6 rira sach mau bang
nude cat vo tring 3 1an; khir tring bé mat trong tu ciy v tring bang cach lic mau véi
cdn 70% trong thoi gian 30 gidy, trang lai bing nude cat vo tring 3-5 1an; tiép do khir
tring tinh trong tu cdy vo tring bang cach lic mAu v6i dung dich HgCl, 0,1% trong 5
phut, két thic khir tring trang mau véi nude cat vo tring 4 - 5 1an;

ii) tai sinh chdi: dung panh gip timg doan than da khir tring, dit trén bé mit gidy
thim, loai bd phén tring & timg doan than dé héa chét khir tring khong ngim sau vao
mAu; sau d6 cdy mau vao méi trudng tai sinh chdi 1a méi trudng MS c6 b sung 30 g/l
duong, 0,2 mg/l GA3, 5,5 g/l thach, @0 pH clia mdi trudng nudi céy 1a 5,8; thoi gian
chiéu sang 10-12 gid/ngdy, cuong dd chiéu sang 2000-3000 lux, nhiét d6 phong nudi
25°C + 2°C; céc dung cu st dung va mdi trudng nudi cly duoc hip khir tring & 4p sut
lamt, nhiét d6 121°C trong 20 phut; thoi gian giai doan tai sinh chdi tir 4 tuén;

iii) nhan nhanh chdi: lua chon mam chdi khong bi nhiém nim khuin sau giai
doan tai sinh, cdy chdi theo huéng thing dimg vao moi trudng nhan nhanh 13 mai
truong MS + 30 g/l duong + 3,0 mg/l BAP + 0,4 mg/l kinetin + 6 g/l thach; do pH cua
mdi trudng nudi cdy 1a 5,8; thoi gian chiéu sang 10 gid/ngdy, cudng do chiéu sang 2000
dén 3000 lux, nhiét d6 phong nudi 25°C + 2°C; cac dung cu sir dung va mdi truong nudi
cdy duoc hap khir tring & 4p suat 1 atm, nhiét &6 121°C trong 20 phit; thoi gian giai doan
tai sinh chdi tir 4 tuan; tiéu chuén hé sd nhéan chdi dat 5,4 1an;

iv) tao r&: cac chdi gido cb lam dat chidu cao > 3 cm, cy thing, c6 tir 2 14 duoc
cat chuyén sang mdi truong tao ré& 1a mdi truong 1/2MS c6 bd sung 0,5 mg/l NAA +
15g/1 dudng+ 5,5 g/l thach; duy tri d6 pH ctia mdi truong nudi cdy trong khoang 5.6
dén 5.8; thoi gian xudt hién r& tir 7-10 ngay; sau 15 ngay dua cdy ra cam ung v6i didu
kién tu nhién; ti€u chuin mau sau giai doan ra ré 12 100% mau tao ré, cdy con cung
cap, sb 14> 3 14, chiéu cao cdy >4 cm;

v) ra ngdi cdy con trén bau siéu nhe: chuyén binh gido ¢ lam bay 14 da dat tiéu
chuin cua giai doan ra ré dé ngoai 4nh sang tu nhién 10-15 ngay giip cdy con thich

nghi din véi 4nh sang ty nhién, cha y tranh anh sang truc tiép; gia thé biu siéu nhe
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duoc st dung 13 hdn hop dit + trdu hun + xo dira + rom theo ti 18 20:30:35:15, céc
thanh phin trong gi thé dugc xir 1y trude khi tién hanh phbi tron; tidu chudn ciy con
gido c¢b lam bay 14 trong tai virdn wom sau 04 thang dat chidu cao 15-20 cm, c6 tir 4 14,
sinh trudng phat trién t6t, khong sau bénh hai.

17
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Hinh 1

Cay me d3 qua d4nh gia, chon loc va trong
thanh vudn giong goc

il

Buéc 1: Tao vat liéu khdi dau

10-12 thang

4 — 6 tudn 6 tuin 4 tudn

4 tudn

\ 4

Khir tring bang dung dich
HgCl> 0,1% trong 5 phut

Budc 2: Téi sinh choi

Mbi trudng tai sinh chdi:
MS + 30 g/l duong + 0,2 mg/l GA3 +
5,5 g/l thach.

Buéc 3: Nhan nhanh chdi

Moi trudng nhan nhanh:
MS + 30 g/l duong+ 3,0 mg/l BA
+ 0,4 mg/l Kinetin + 6 g/l thach

Buéc 4: Tao ré

I @ MBoi trudng tao ré: 1/2MS + 0,5 mg/l NAA

+ 15g/1 duong + 5,5 g/l thach

Budéc 5: Rangbi cdy con trén
' bau si€u nhe

Thanh phén rudt bau: d4t + trdu hun
+ xo dura + rom theo ti 1€ 20:30:35:15

Cay dat tidu chudn xuit vuon

v
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Hinh 7

Hinh 8
, Néng d6 | Néng do trong dung dich | 108 el ding
Dung dich me (ng) me (¢/200 ml) cho 1 lit moi
i trudng
MS1: KNO3 1900 19
KH>PO4 170 1,7 (20 ml
NH4NO3 1650 (x10) 16,5
MgSOq4 370 3,7
MS2: CaCL.2H,O 440 (x20) { 6,64 {10 ml
MS3 : H3BOs 6,2 0,124
MnSO44H,0 223 0,338
CoCL.6H>0 0,025 0,5 mg
CuS04.7H20 0,025 (x20) 0,5 mg {10 ml
ZnS04 7TH20 8,6 0,213
Na:Mo04.2H>0 0,25 | Smg
KI 0,83 16,6 mg
MS4: FeSO4 27,8 0,556
{ {10 ml
NaEDTA 37,3 (x20) 0,746
MSS5: Myo-Inositol 100 2
Thiamin. HCI 0,1 2 mg
Pyridoxin.HC1 0,5 (x20) 10 mg {10 ml
Axit nicotic 0,5 10 mg
Glycin 2 40 mg

Ghi chi: Méi trudng ¥4 MS 12 céc chit trong moi truong MS déu giam di 1 nira
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