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Linh vwe k§ thuat dugc dé cap
Sang ché dé cap dén quy trinh nhan gidng quy md cong nghiép (nhan gibng in-
vitro, bau siéu nhe) cay thach hoc tia (Dendrobium officinale Kimura et Migo).

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Thach hoc tia c6 tén khoa hoc 1a Dendrobium officinale Kimura et Migo, thudc
chi thach hoc, ho Lan (Orchidaceae). La c6 mau tia, moc so le thanh day déu hai bén
than, thudn dai, hau nhu khong cuéng, dau 14 hoi cudn hinh moéng, ¢6 5 gan doc, dai
12 cm, 1ong 2 - 3 cm. Cum hoa & k& 14. Hoa to mau vang, moc thanh chum trén nhiing
cubng dai. CAy phan bé tu nhién & mot s6 tinh: Hoa Binh, Ninh Binh, Lao Cai, Lai
Chau, Ha Giang, vung rimg c6 do cao 1.000 - 3.400 m so v6i muc nudc bién, thudng
phu sinh vao cay gd hodc vach da co moc réu dudi tan ring.

Trong cdy thach hoc tia co nhiéu hoat chit c6 hoat tinh sinh hoc quy, giau
polysacarit, alkaloit, cic axit amin nhu glutamic, asparagic, gluxin chiém toi 35% tong
luong axit amin, v.v. Ngoai ra, thach hoc tia con c6 nhiing hop chit dic thu nhu
phenanthryn, bibenzyl, keton, este va cac chét nhéy, hop chét amidon. Thach hdc tia
c6 tac dung chéng ung thu, chdng 130 hoa, ting sirc dé khang cta co thé, 1am dan
mach mau va khang dong mau, duoc str dung rong rdi trong ldm sang va lam cac bai
thudc. Thach hoc tia vira 1a ciy lam canh vira 1a cay lam thude quy hiém, da c6 lich st
lam thubc cach day trén 2.000 nam, duge ghi trong “Than nong ban thao” ctia Trung
Québc. Loai cay ndy c6 nguy co tuyét ching duoc qudc té dua vao Cong udc budn ban
quéc té vé dong thuc vat hoang da c6 nguy co tuyét chung (Dugc dién Trung Qubc,
2000).

Dé g6p phan diy manh viéc st dung c6 hiéu qua ngudn duge liéu trong nudc,
va khai thac von quy cua y hoc dan toc, mot hudng nhan gidng méi da va dang dugc
4p dung v6i cdy thach hoc tia. D6 la cong nghé nhén gidng in-vitro dé tao cay trong &
quy mo ldn, c6 hé s& nhan nhanh cao, ciy gidng dong nhit vé& mat di truyén va hoan
toan sach bénh. Vé&i nhiéu tac dung duoc hoc nén hién nay nhu cau vé giéng cay thach
hoc tia ngay cang 16n, viéc cung chp cdy giong bang phuong phép gidm hom truyén

théng khong du dap Gmg nhu cau cta thi truong. Trudce thuc trang d6, cung véi nhiing



4029 2/20

loi ich ctia nudi ciy md té bao, nhitng nam gan day da c6 nhiéu nghién ctru vé nhan
gidng in-vitro cdy thach hoc tia cong b trén nhiéu tap chi.

Tac gia Trinh Thi Thay An , Nguyén Thi Tam truong Dai hoc Su pham- Dai
hoc Théi Nguyén (2016) da nghién clru nhan gidng in-vitro thach hoc tia. Két qua
nghién ctru nay cho thdy moi truong t6t nhat tao thé chdi (protocorm) va nhan nhanh
chdi 1a MS co ban bd sung sucroza 30 g/l, thach 9 g/1, nudc dira 100 ml/l va BAP 0,25
ml/l. Méi truong thich hop cho kha nang tao ré cia thach hoc tia 14 MS co ban bo sung
sucroza 30 g/l, thach 9 g/I, nudce dira 100 ml/l va NAA 0,9 mg/l.

Trung tim Nghién ctru va Phat trién Nong nghiép cong nghé cao AHRD da
nghién ctru da tién hanh phéi tron cac loai gia thé gém vO dira, mun dura, vé dau
phong, dén cong, than cui va khao sat mot sb loai dinh dudng nhu phan Growmore (30
- 10 - 10), phan hitu co Black Earth - Vitamin B. Két qua cho thdy: Gié thé phu hop
cho su sinh tru’c"mg cia thach hdc tia giai doan tir 0 - 3 thang tudi 12 40% mun dira +
30% dén cong + 30% than ctii vun va st dung dinh dudng phun phén bon qua 1a 2
1an/tudn va xen k& viéc bon phan vo co, phan hitu co va kich thich ré theo cdng thirc 2
lan phan Growmore (30 - 10 - 10) - phén hitu co Black Earth - Vitamin B. Sau 3 thang
tréng cdy thach hoc tia co chiéu cao dat 5.3 cm, chiéu dai 14 12 3,8 cm, c6 sd chdi 1a
5,7/ cay va trong luong tuoi trung binh 1a 29,2 g/cay.

Nguyén Thi H@)ng Tham, Pao Thi Sen va Lé Thi Thuy Khoa Sinh hoc, Truong
Dai hoc Su pham Ha Noi dd nghién ctru anh hudng cla cac loai gia thé, dung dich
dinh dudng, phan bon khac nhau dén sinh truéng cdy thach hoc tia ¢ vuon wom. Két
qua thu duoc cho thay, thach hoc tia in-vitro trdng trén gia thé sinh trudng t6t hon khi
tréng trong dung dich dinh dudng. Trong do, gia thé xo dira-réu (ti 1€ 2:1) cho ti 1&
séng cua lan in-vitro & vudn uom cao nhit, dat 95,88%. Ché dd tudi 3ml
nudc/chiu/ngdy giup thach hoc tia sinh truong tbt, sau 2 thang, chiéu cao cdy ting
trung binh 2,63 cm, cay xut hién thém 2,30 14 mai va 2,23 ré méi. So sanh hiéu qua
cua 3 loai phan bon gém diu trau MK 501, HVP vitamin B1 va Growmore nhan théy,
phan bén 14 Growmore (20 - 20 - 20) 1a thich hgp cho tang trudng cua cay thach hoc
tia in-vitro & giai doan vuon uwom vdi viéc phun dinh ky 7 ngay/lan.

Nhom giang vién va sinh vién khoa Ky thuat hoa hoc va Moi truong (dai hoc
Lac Hong) da thuc hién nghién ciru xdy dung quy trinh nu6i cly in-vitro ciy thach hoc
tfa bang moi truong hitu co chtra phan trun qué két hop bot san day, kich thich su tai
sinh chdi va tao r& cho cdy. Két qua cho thay, ham lugng phan trin qué thich hop lam
mdi trudong nén co ban 1a 5 %/1 TQ + 8 g/l thach + 20 g/l glucozo s& thu duoc khoi
lwong tuoi thé chdi 1a 0,58 g/l binh cdy. Moi trudng thich hgp dé nhan nhanh thé choi
125 %/1 TQ + 10 g/1 SD + 8 g/l thach + 20 g/ glucozo, s& cho hé s6 nhan chdi 1a 2,67



chdi/mau, chidu cao chdi trung binh 0,93cm/chdi. O thi nghiém ra ré, chiéu dai cta ré
lan dat 3,78 cm/mAu va s r& hinh thanh 1a 5,33 r&/mau, dat cao nhét trén mdi trudng 5
%/1 TQ + 5 g/l SD + 8 g/l thach + 20 g/l glucozo sau 8 tudn nuoi cay.

Céac cong trinh nghién ctu trén dé cap dén viéc nhan gidng cay thach hoc tia
trén nhitng moi trudng va gia thé khac nhau. Két qua du cho hé s6 nhan nhanh va ty
16 sdng cao.

Ban chét ky thuit ciia sang ché:

Sang. ché duge hoan thanh dé giai quyét vAn dé nhan gidng in-vitro sau d6 ra
ngoi trén gié_thé bau siéu nhe dé co thé san xuat cay 16n trén quy md cong nghiép, van
chuyén thudn loi, dic biét cho ti 1& cdy séng cao. Sang ché @ cap dén quy trinh nhan
gidng quy md cong nghiép (nhan gidng in-vitro, bau siéu nhe) cdy thach hoc tia
(Dendrobium officinale Kimura et Migo), trong d6 quy trinh nay gdm cac budc:

i) Tao vt liéu vo trung: lya chon nhiing doan than thong khong bi sdu bénh tur
cdy me trong vuon gidng gbc. Mdi cdy me chi nén ldy 2 - 3 than dé cay c6 thé phat
trién binh thuong, cét dé lai phan gbc dai khoang 1 - 2 cm. Nén 14y mau vao budi sang
khi troi néng sé cho hiéu qua t6t nhat.

Lam sach so bo:

Vat liéu khi thu tr vuon giéng géc vé loai bo toan bo phén phién 14. Tién hanh
x4 nudce chay, sau do rira va boc bo toan bd ph:?m mang do be 14 dé lai trén than. Dung
tay nhe nhang dé loai bo bui ban bén ngoai. Nhitng doan than sau do dugc cit thanh
ting doan dai 2 - 3 cm, chura it nhét 1 mét ngu va cho vao binh sach.

Ngam mau trong nudc xa phong loang trong 5 phut. Dung chdi 16ng mém co
sach tit ca céc vi tri trén mAu, ddc biét 1a nhimg nach 14. Sau d6 rira sach mau dudi voi
nuéc chay, trang lai béng nude cit vo trung 1 1an. Cha y khi rira mau chi theo mot
chiéu, tranh co 1én rdi co xudng giy tdn thwong mau. Ngadm mau v6i dung dich
thudc trir nAm Ridomin gold nong dd 3g/l nuge trong 3 phit. Sau d6 lic 4 - 5 lan

nude vo trung cho hét thube trén mau.

Khtr tring bé mit (tién hanh trong tu cay vo trung):

Mau sau khi duoc rira sach so bd bén ngoai s€ mang vao ti cdy vo trung va lic
v6i cdn 70% trong thoi gian 30 gidly, sau do trang lai bing nudc cht vo tring 3 - 5 lan.

Khir trung tinh (tién hanh trong tu ciy vO trung):

M&u sau khi khi tring bé mit bing cdn 70% s& tiép tuc lic v6i dung dich HgCl,

0,1% trong 5 phut. Két thuc khir trung trang mau voi nude cht vO trung 4 - 5 1an.
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ii) T4i sinh chdi: Ding panh gip timg doan than da khir tring, 43t trén bé mat gidy
chy. Thao tac ding dao cit mét 16p mong 2 dau ctia mau. Mau sau d6 dugc ciy vao moi
treong tai sinh chdi 1a moi trudong MS ¢6 bo sung 20 g/l duong; 0,8 mg/l BA; 5,5 g/l
thach. Gié tri pH ciia moi truong nudi cdy 1a 5.,6. Diéu kién nudi cdy: Thoi gian chiéu
sang 10-12 gio/ngay, cuong do chiéu sang 2.000 - 3.000 lux, nhiét do phong nuoi 25°C
+ 2°C. Céc dung cu stt dung va mdi truong nudi ciy duoc hép khir tring & ap suét 1
amt, nhiét do 121°C trong 20 phit. Thoi gian giai doan tai sinh chdi tir 4 tuan.

iii) Nhan nhanh chdi: Lua chon mam chdi khong bi nhiém nidm khuin sau giai
doan tai sinh, cit 2 diu doan than cii sau d6 céy vao mdi trrong nhan nhanh tao cum
chdi. Chdi duge cdy theo hudng thing dimg. Cong thirc moi trudng nhan nhanh: MS +
30 g/l dudng + 1,0 mg/l BA + 0,1 mg/l Kinetin + thach 5,5 g/l + nude dura 100 ml/1 +
chudi xanh 60 g/1. Gia tri pH cta moi truong nudi cay 14 5,6. Diéu kién nuodi cdy: thoi
gian chiéu sang 10-12 gid/ngdy, cuong do chiéu sang 2.000 - 3.000 lux, nhiét do
phong nudi 25°C = 2°C. Céc dung cu st dung va mdi trudng nudi chy dwoc hip khir
trung & ap suat 1 atm, nhiét do 121°C trong 20 phut. Thoi gian giai doan nhan nhanh
chdi tir 4 tuan. |

Tiéu'phuén sau giai doan nhan nhanh: H¢ s6 nhan choi dat 10,63 lan.

iv) Téo r&: Cac cum chdi dat chidu cao > 4 cm, ciy thang, ctmg cap, co tir 3 14 |
dugc chuyén sang mdi truong tao ré. Dung dao tach ting cum chdi (mdi cum ¢6 2 - 4 |
chdi), loai bé cic 14 gia. Sau do cdy cum chdi trén moi trudong 1/2MS co bd sung 0,5 -
mg/l NAA + 15 g/l duong + 5,5 g/l thach + 0,2 g/l than hoat tinh. Gié tri pH clia
mai trudong nudi cdy 1a 5,6. Sau 30 ngay ré dai, cAy cung cap co thé dua cdy ra cam
trng dan véi diéu kién tw nhién.

Tiéu chuin chdi sau giai doan ra r&: 100% mau tao ré, cdy con cao > 4 cm, ¢6 tlr
3 14, hé ré khée manh co6 thé ra ngoi cay.

v) Ra ngoi cdy con trén bau siéu nhe.

Dé chuyén cay con tir trong phong thi nghiém ra vuon uwom co ty 1é song cao,
sinh truong tét. Dau tién cAn cho cdy thich nghi dan véi diéu kién tu nhién nhu sau:
Chuyén binh thach hoc tia dat tiéu chuén cua giai doan ra re dé ngoai anh sang tu nhién
10-15 ngay giup cdy con thich nghi dan vé6i anh sang tu nhién. Chua y trdnh 4nh sang
truc tiép, c6 thé dé cang 16p lusi den ¢6 do che sang 50% - 70% trong nha lu6i va dé
binh cdy phia duéi.

Chudn bi gi4 thé bau siéu nhe.



Gia thé cho rudt bau siéu nhe dugc sur dung dé ra ngodi cay con thach hoc tia la
hén hop v6 thong + xo dira + than cui theo ti 1¢ 80:10:10. Cac thanh phan trong gia thé
can dugce xtr ly trudce khi phéi tron, cu thé:

+ Vo Thong: Rira sach, khir trung va phoi kho. Nghién nhé (dudng kinh khoang
3-6 mm).

+ Than cti: Ngdm nudGe voi trong hodc ngdm nudc dén khi nao than ngdm nudc
¢ hién tuong chim 1a dugc. Vét ra xa nude sach, dé rao, dap nho tuong tu vo thong.

+ Xo dira: Ngam trong nuée voi lodng 6-8 ngay, chi y 2 ngay thay nude voi 1
lAn (thay 2-3 lan), lan cudi ngdm trong nudc sach. Sau d6 vét xo dura ra phoi kho,
nghién nhé.

Sau khi cac thanh phan duoc xit 1y, tién hanh phéi tron ding theo ty 1& va dong
vao bau 7x11 cm (v bau dugce lam bang chét liéu tu phan hiy). Qua trinh dong bau
siéu nhe hoan toan ty dong. Biu sau d6 duogc xép vao céac ludng wom dé chuén bi ra
cay. ’

Ra ngbi cay con:

Cho nudc vao binh cay, lic sao cho toan bd phén thach roi ra khong con bérh trén
thanh binh. Sau d6 db ra chau nuéc sach, tién hanh rira cdy sao cho thach khong con
bam trén ré va than, 14. Trong qua trinh rira, loai bo 14 vang dudi gbe (néu cob). Tién
hanh trdng cdy vao bau da chudn bi sn, l4p kin ré va nén nhe dé cay dung thang,
khong bi bat goc khi tudi nude.

Ché do tudi nude.

D6i voi ciy thach hoc tia phai thuong xuyén tuéi am bang cach phun suong.
Kiém tra do 4m gia thé thuong xuyén chi can mat tay 1a dugc khong nén am qua din
dén thdi gbe. Ngay tuédi 2 1An vao budi sang va chiéu mat.

Ché d6 bon phan:

Cay con sau trdng 2 tudn c¢6 thé phun két hgp B1 (1 ml/I nuée) va N3M (1 g/l
nudce). Pinh ky 10 ngay/lan.

Phong trir sdu bénh hai giai doan vuon vom:

Sau trong cin phun phong bénh ngay bang COC85 (20 g/binh 161). Thuong
xuyén kiém tra khu vuc trong, ciy thuong bi b¢ sén céin 14 can phat hién sém bat giét.
Céac bénh thuong gép trén cay: Théi nau, thdi mém, thdi den ngon, vang 14, dbém 14. Co
thé dung ché pham ViFarm (ndng dd theo chi dan cua nha san xuét)

Tiéu chuan cay con xuat vuon:
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Cay thach hoc tia trong tai vuon uom sau 06 thang, dat chiéu cao 5-10 cm, sinh

truong phat trién t6t, khong sau bénh hai.

Mo ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 thé hién so d6 quy trinh nhan gidng quy md cong nghiép cdy thach hoc tia
(Dendrobium officinale Kimura et Migo).

Hinh 2 1a &nh chup vuon gidng gbc thach hoc tia.

Hinh 3 13 anh chup mAu thach hoc tia sau 4 tuan tai sinh chdi.

Hinh 4 13 anh chup mau thach hoc tia tao da chdi sau 3 tudn nudi cay.
Hinh 5 13 anh chup mau thach hoc tia tao da choi sau 5 tudn nudi céy.
Hinh 6 1a anh chup thach hoc tia giai doan tao cdy hoan chinh.

Hinh 7 la anh chup thach hdc tia ra ngdi trén bau siéu nhe.

Hinh 8 1a bang thanh phin méi trudng MS.

M3 ta chi tiét cac phwong an thwe hién sang ché

Sau day, quy trinh nhan gidng quy md cong nghiép (nhan gidng in-vitro, bau
siéu nhe) cay thach hoc tia (Dendrobium officinale Kimura et Migo) s&€ dugc md ta
mot cach chi tiét.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén quy trinh nhan giéng quy md cong
nghiép (nhan gidng in-vitro, bau siéu nhe) cay thach hdc tia (Dendrobium officinale
Kimura et Migo), trong d6 quy trinh nay bao gbm cac budc:

i) Tao vat liéu v6 trung: Vat liéu sit dung cho vao mau: Lua chon nhitng doan
than thong khong bi sdu bénh tlr cdy me trong vuon gidng gdc. Mdi ciy me chi nén 14y
2 - 3 than dé cdy c6 thé phat trién binh thuong, cit dé lai phan gbc dai khoang 1 - 2
cm. Nén ldy mau vio bubi sang khi troi nang sé& cho hidu qua t6t nhat.

Lam sach so bo:

Vat liéu khi thu tir vuon gidng gbc vé loai bd toan bd phan phién 14. Tién hanh
x4 nudc chay, sau do rira va boc bé toan bd phan mang do be 14 dé lai trén than. Dung
tay nhe nhang dé loai bo bui ban bén ngoai. Rira xudi theo chidu tir gbc dén ngon.
Nhimg doan than sau do duoc cit thanh timg doan dai 2 - 3 cm, chira it nhét 1 mét
ngu va cho vao binh sach.

Ngam mau trong nudc xa phong loang trong 5 phut. Dung chdi 1ong mém co
sach tAt ca cac vi tri trén mau, dic biét la nhitng nach 1a. Sau dé rira sach mau dudi voi
nuéc chay, trang lai bang nuéc cit vo trang 1 lan. Cha y khi rtra mau chi theo 1

chiéu, tranh co 18n rdi co xudng gy ton thuong mau. Ngdm mau v6i dung dich



4029 7/20

thube trir nAm Ridomin gold néng do 3g/l nudc trong 3 phut. Sau d6 lic 4 - 5 lan
nude vo trang cho hét thube trén mau.

Kht tring bé mit (tién hanh trong ta ciy vo tring):

Mau sau khi duogc ria sach so bd bén ngoai s& mang vao ti ciy vo trung va lic
v&i con 70% trong thoi gian 30 gidy, sau do trang lai bang nudc cat vo tring 3 - 5 lan.

Kht tring tinh (tién hanh trong ti ciy vO tring):

Mau sau khi khir trung b& mit bang con 70% sé& tiép tuc lic véi dung dich
HgCl, 0,1% trong 5 phut. Két thuc khir tring trong mau véi nude cit vo trung 4 - 5
lan.

ii) Téi sinh chdi: Dung panh gip timg doan than da khir tring, dit trén bé mat gidy
cay. Thao tac dung dao cit mot 16p moéng 2 dau ctia miu. Mau sau ciy vao mdi trudng tai
sinh chdi 1a moi trudong MS cé bd sung 20 g/l dudong; 0,8 mg/l BA; 5,5 g/l thach. Gia tri
pH ctia moi trudong nudi cdy 1a 5,6. Diéu kién nudi cdy: thoi gian chiéu sang 10 - 12
gid/ngay, cuong do chiéu sang 2.000 - 3.000 lux, nhiét 46 phong nudi 25°C + 2°C.
Cac dung cu sir dung va moi treong nudi cdy duogc hap khir trung & ap suat latm, nhiét
d6 121°C trong 20 phut. Thoi gian giai doan t4i sinh chdi tir 4 tuén.

iii) Nhan nhanh chdi: Lua chon mam chdi khong bi nhiém ndm khudn sau giai
doan tai sinh, cat 2 dau doan than cii sau do ciy theo huéng thiang ding vao mdi
treong nhan nhanh 1a méi truong MS + 30 g/l duong + 1,0 mg/l BA + 0,1 mg/l Kinetin
+ 5,5 g/l thach + 100 ml/l nuéc dira + 60g/1 chudi xanh. Gia tri pH ciia moi trudong
nudi cdy 1a 5,6. Diéu kién nudi cay: Thoi gian chiéu sang 10 - 12 gid/ngady, cuong do
chiéu sang 2.000 - 3.000 lux, nhiét dd phong nuoi 25°C+ 2°C. Cac dung cu sur dung va
mdi truong nudi cdy duge hap khir tring & 4p suit 1 atm, nhiét do 121°C trong 20
phut. Thoi gian giai doan nhan nhanh chdi tir 4 tuan.

Tiéu chuén sau giai doan nhan nhanh: Hé s6 nhan chdi dat 10,63 1an.

iv) Tao ré:

Céc cum chdi dat chidu cao > 4 cm, cdy thing, cting cap, ¢6 tir 3 14 duge chuyén
sang moi truong tao ré. Dung dao tach tirng cum chdi (mdi cum ¢6 2 - 4 chéi), loai bd
céc 1a gia. Sau do cdy cum choi trén moi truong 1/2MS ¢6 bd sung 0,5 mg/l NAA +
15 g/l duong + 5,5 g/l thach + 0,2 g/l than hoat tinh. Gia tri pH cta mdi truong
nudi cdy 1a 5,6. Sau 30 ngay ré dai, ciy clng cap co thé dua cdy ra cam tmg dan véi
diéu kién tu nhién.

Tiéu chuan chdi sau giai doan ra ré: 100% mau tao ré, cdy con cao > 4 cm, co tur
3 14, hé r& khoe manh c6 thé ra ngoi cay.

v) Ra ngdi cdy con trén bau siéu nhe:
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Dé chuyén cdy con tir trong phong thi nghiém ra vudon wom co ty 1€ sbng cao,
sinh truéng tot. Dau tién can cho cay thich nghi dan vé6i diéu kién tw nhién nhu sau:
Chuyén binh thach hoc tia dat ti€u chuén cta giai doan ra ré dé ngoai anh sang tu nhién
10 - 15 "ngéy giup cay con thich nghi dan voi anh sang tu nhién. Chi y tranh 4nh sang
trwe tiép, co thé dé cing 16p ludi den c6 do che sang 50%-70% trong nha ludi va dé binh
cdy phia dudi.

Chuén bi gia thé bau siéu nhe.

Gia thé cho ruot bau siéu nhe duoc st dung dé ra ngoi cay con thach hdc tia la
hon hop vo thong + xo dira + than cti theo ti 1€ 80:10:10. Cac thanh phén trong gi thé
cAn dwoc xtt Iy trude khi phdi tron, cu thé:

+ V6 thong: Rira sach, khu trung va phoi kho. Nghién nho (dudng kinh khoang
3-6 mm).

+ Than cui: Ngdm nudc voi trong hodc ngdm nudce dén khi nao than ngdm nudc

¢6 hién tuong chim 1a dugc. V6t ra xa nude sach, dé rao, dap nhé tuong tu vé thong.

+ Xo dira: Ngam trong nudce voi lodng 6 - 8 ngay, chu y 2 ngay thay nudce voi 1
lan (thay 2-3 lén), lan cudi ngadm trong nudc sach. Sau do6 vét xo dura ra phoi kho,
nghién nhoé.

Sau khi cac thanh phin dugc xt 1y, tién hanh phdi tron ding theo ty 1€ va dong
vao bau 7x11 cm (Vé bAu dugc lam bing chit liéu tw phan hly). Qua trinh dong bau

siéu nhe hoan toan ty dong. Bau sau do dugc x€p vao cac luong wom dé chuén bi ra

cay.

Ra ngoi cdy con:

Cho nude vao binh cdy, lac sao cho toan bo phan thach rdi ra khong con bam trén
thanh binh. Sau d6 db ra chiu nuéc sach, tién hanh rira cdy sao cho thach khong con
bam trén ré va than, 14. Trong qua trinh rira, loai bo 14 vang dudi gbc (néu co). Tién
hanh trdng cdy vao biu da chudn bi sin, 1ap kin ré va nén nhe dé cay dung thing,
khong bi bat gbc khi tudi nude.

Ché d¢ tuéi nude.

Déi vai cay thach hoc tia phai thuong xuyén tudi 4m bang cach phun swong.
Kiém tra do 4m gia thé thuong xuyén chi can mat tay 1a dugc khong nén am quéa dan
dén thoi gbe. Ngay tudi 2 1an vao bubi sang va chiéu mat.

Ché d6 bon phan:

Cﬁ‘y con sau trong 2 tudn c6 thé phun két hop B1 (1 ml/11 nuée) va N3M (1 g/11
nuée). Dinh ky 10 ngay/Ian.
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Phong trlr sdu bénh hai giai doan vuon vom:

Sau trdng can phun phong bénh ngay bing COC85 (20 g/binh 161). Thuong
xuyén kiém tra khu vuc trdng, cdy thuong bi dc sén cén 14 can phat hién sém bt giét.
Céc bénh thuong gap trén cdy: Thoi nau, thdi mém, thdi den ngon, vang 14, dém 14. C6
thé dang ché phdm ViFarm (ndng d6 theo chi din ctia nha san Xuét).

Tiéu chudn cay con xuét vuon:

Cay thach hdc tia trdng tai vuon uwom sau 06 thang, dat chiéu cao 5-10 cm, sinh
truéng phat trién tot, khong sau bénh hai.

Cu thé, theo mdt phuong an khac, sang ché dé cap dén quy trinh nhan gidng
quy mo cong nghiép (nhan gidng in-vitro, bau siéu nhe) cay thach hoc tia khac biét &
chd, moi truong tai sinh 1a MS + 20 g/l duong + 0,8 mg/l BA + 5,5 g/l thach. Moi
trudng nhan nhanh 1a MS + 30 g/l duong + 1,0 mg/l BA + 0,1 mg/l Kinetin + 5,5 g/l
thach + 100 ml/l nude dira + 60 g/l chudi xanh. Cay sau giai doan ra ré duoc ra ngdi trén
gi4 thé bau siéu nhe gdbm: V6 théng + Xo dlra + Than cui theo ti 1& 80:10:10.

Vi du thue hién sang ché

Quy trinh nhan giéng quy md cong nghiép (nhén gidng in-vitro, bau siéu nhe)
cdy thach hdc tia dugc minh hoa béng cac vi du thuc hién sau day, tuy nhién pham vi
bao ho cua sang ché khong chi bi giéi han béi cac vi du nay.

Vi du 1: Chuén bj mdi truong nudi cay.
Céc thanh phan dinh dudng dung trong pha ché moi truomg nudi cdy duge pha
thanh 5 dung dich me nhu sau:

Dung dich MSI: Gdm cac mudi da lugng, can lugng mudi nhu bang dudi day

pha vao 1 lit nuéc cat, bao quan & 4°C. Khi dung dong 20 ml dung dich MSI cho 1 lit

moi truong.
Thanh phan Trong lugng (g)
KNO3 95
KH,PO4 17
NH,NO; 82,5
MgSO, 18,5

Dung dich MSII: Can 44 g mudi CaCl,.2H,0 hoa tan trong 500 ml nuéc cét,
sau d6 bd sung nude cat 1én thé tich 1 lit. Bao quan ¢ 4°C. Khi dung dong 10 ml dung
dich nay cho 1 lit méi truong.
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Dung dich MSIII: Mubi khoang vi lugng - Can lugng mudi khoang nhu liét ké

dudi day vao 1 lit dung dich gbc. Khi dung dong 10 ml dung dich MSIII cho 1 lit moi

truong.
Thanh phan Trong lugng (mg)
H;BO; 620
MnSO, H,O 1690
CoCl,.6H,0 2,5
CuS0,4.7H,0 2,5
ZnS0O, 7H,0 860
Na,Mo0O, 2H,0 25
KI 83

Dung dich MSIV: Thanh phan sit - Can luong mudi néu dudi day. Pha riéng

tirng chét trong 200 ml nude nong 80°C. Sau do, hoa 2 chét v6i nhau toi khi xuét hién

mau vang chanh, bd sung nuéc cAt 1én thé tich 1 lit.

Thanh phan Trong lugng (g)
FCSO4 277 8
Na,EDTA 3,73

Dung dich MSV: Thanh phan hitu co va vitamin. Can lugng cic chét nhu trong

bang dudi day. Pha trong nuéce cit hai lan thanh 1 lit. Bao quan ¢ 4°C. Dung 10 ml cho

moi lit moi trudng.

Thanh phan Trong lugng (mg)
Myo-Inositol 10.000
Thiamin.HCl 10

Pyridoxin.HCl 50
Axit nicotinic 50
Glyxin 200

Dung dich BA (Benzinadenin): Can 50 mg BA cho vao cbe dong sach, nho tir tir

ting giot NaOH 1N khudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung nuée ct dé 1én thé tich

50 ml. Bao quan dung dich trong lo nut mai 50 ml & 4°C.
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Dung dich Kinetin: Can 50 mg Kinetin cho vao cbe dong sach, nhd tir tir timg
giot NaOH IN khudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung nudc cit dé 1én thé tich 50
ml. Bao quan dung dich trong lo nut mai 50 ml ¢ 4°C.

Dung dich IAA (axit Indol-3-acetic): Can 50 mg IAA cho vao cbe dong sach,
nho tir tor tung giot NaOH 1IN khudy déu cho téi khi tan hoan toan. Dung nuéce cht dé
1én thé tich 50 ml. Bao quan dung dich trong lo nut mai 50 ml ¢ 4°C.

Dung dich IBA (axit Indol butyric): Can 50 mg IBA cho vao cbe dong sach,
nho tu tu tung giot NaOH 1IN khudy déu cho téi khi tan hoan toan. Dung nuéce cht dé
1én thé tich 50 ml. Bao quan dung dich trong lo nit mai 50 ml & 4°C.

Nudc dira: Nude dira thu truc tiép tir qua dira kho, kiém tra timg qua dé tranh
nhitng qué nudc bi ung thdi. Co thé dong thanh timg phan, mdi phan 200 ml va bao -
quan trong tl da.

Tién hanh pha ché moi truong: Moi mé 3 lit.

Phﬁh‘tl: Can 15 g thach vao ndi kim loai, thém 1 1it nudc cat, dat 1én bép dun cho
thach tan hoan toan.

Phin 2: Can 90 g duong sucroza vao cdc dong c6 dung tich 1 lit, dong 60 ml
dung dich MSI, 30 ml mdi loai cia cic dung dich tir MSII dén MSV néu trén. Cac
dung dich BA, kinetin, IAA, IBA tuy theo noéng do cua timg loai moi truong ma dong
lugng dung dich thich ung. Vi du khi pha 3 lit m6i truong tao cum chdi (mdi trudng
A2) ¢6 cong thirc MS + sucroza 20 g/l + 0,8 mg/l BA + 5,5 g/l thach, pH mdi truong 1a
5,6 thi s& dong 60 g sucroza + 2.4 ml BA + 16,5 g thach. Khudy tan déu céc thanh
phén, ding dung dich NaOH 1N diéu chinh d¢ pH = 5.6.

Tron hai phan véi nhau bd sung thém nude cat cho di 3 lit. Dung dng dong chia
mdi truong vao cac binh tam gidc loai dung tich 250 ml mdi binh 35ml mdi trudng,
day bang nit bong hodc tui bong kinh va khir trang 20 phut ¢ 121°C, latm. Béo quan
& noi kho va mat tbi da 6 - 8 tuan.
Vi du 2: Khit trang doan than tao vét liéu khoi dau.

- MAu thach hoc tia st dung 1a cac doan than thong khong bi sdu bénh tir cdy me
trong vuon gibng gde. Mau dugce cat vao budi sang khi thoi tiét nang réo.

- Kht trung so bd:

+ Vat liéu khi thu tir vuon gidng gbc vé loai bo toan b phan phién 1a. Tién
hanh x4 nudc chay, sau do ria va bdc bo toan bod phan mang do be 14 dé lai trén than.
Dung tay nhe nhang dé loai b6 bui ban bén ngoai. Rira xudi theo chidu tir gbc dén
ngon. Nhitng doan than sau d6 dugc cat thanh ting doan dai 2 - 3 cm, chira it nhét 1

mit ngi va cho vao binh sach.

11
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Ngam mau trong nuéc xa phong loang trong 5 phat. Ding chéi 16ng mém co
sach tAt ca céc vi tri trén mau, dic biét 1a nhitng nach 1a. Sau do rira sach mau duédi voi
nuée chay, trang lai bing nuéce cAt vo trung 1 14n. Cha y khi rita mau chi theo 1
chidu, tranh co 1én rdi co xudng giy tdn thwong mau. Ngdm mau véi dung dich
thudc trir nAm Ridomin gold néng dd 3 g/l nuée trong 3 phit. Sau do lic 4 - 5 lan
nuée v tring cho hét thude trén mau.

- Kht tring bé mit (tién hanh trong ti ciy vo trung):

Mau sau khi duoc rira sach so b bén ngoai s& méng vao ti ciy vo tring va lac
mAu vai con 70% trong thoi gian 30 gidy sau do trang lai bang nudc cat vo tring 3 - 5 1an.

- Khtt trung tinh (tién hanh trong ta cly vo tring):

MAu sau khi khtr trung bé mit bang cdn 70% sé& tiép tuc lic véi dung dich

HgCl, 0,1% trong 5 pht. Két thuc khtr tring trang mau véi nude ct vo frt‘mg 4-5 lan.
Bang 1. Két qua anh hudng ctia thoi gian khi tring bang HgCl, 0,1% dén hiéu qua vo

trung vat liu nudi cdy chdi cay thach hoc tia (sau 10 tudn nudi ciy)

Ty 1& miu
R | Thoigian | Sémiu | Ty1é mdu | Ty Ié mau séng
Hoa chat | Cong thirc ) . p = )
. (phut) dua vao chét (%) |nhiém (%) | khong
nhiém (%)
1(b/C) 0 60 0 100 0
HeCl, 2 5 60 0 21,67 7833 |,
0,1% 3 10 60 71,67 0 28,33
4 15 60 81,67 0 18,33
LSD.05 2,82 1,31 3,11
CV% 7,7 4,5 10,4

Vidu 3: Tao cum choi tir manh mé nudi ce‘iy.

Lua chon mam choi khong bi nhiém nim khuén sau giai doan ti sinh, cit 2 dau
doan than cii sau d6 cdy choi theo huéng thang ding vao moi truong nhén nhanh la
MS va céac chét kich thich sinh truéng, nude dira va chubi xanh. Bang 2 thé hién 7
cong thic nghién ctru anh hudng cua néﬁg do6 BAP két hop véi Kinetin dén kha nang
nhén nhanh chdi cay thach hoc tia.

Bang 2. Két qua anh hudng cua ndng d6 BAP két hop véi Kinetin dén kha nang

nhan nhanh choi cdy thach hoc tia (sau 04 tudn nuoi céy).

12
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Noéng do | Nong do | SO mau i . Hé s6 Chéi |
Con . Tong choi A at luong
) & BA Kinetin nudi cay gk. o nhan \ y
thirc . (choi) N choi
mg/l mg/l (mau) (lan)
Chdi trung
CT1 1 0 30 202 6,73
binh
cT2 | 1 0,1 30 319 10,63 | Chédi tét
CT3 1 0,2 30 299 9,97 Chbi t6t
CT4 1 0,4 30 268 8,93 Choi tot
Chdi trung
CT5 ] 0,6 30 206 6,87
binh
Chdi trung
CT6 1 0,8 30 192 6,4
. binh
CT7 1 1,0 30 167 5,57 Chdi kém
LSD s 0,88
CV% 2.9

Qua bémg trén c6 thé thay cong thirc 2 ¢6 tic dung kich thich phat sinh cum chdi
thich hop nhat cho muc dich tao cum chdi. (Sau ddy ki hiéu 1a méi truomg A2) .

Vi du 4: Tao ré in-vitro.

Dung dao tach timg cum chdi tir moi truong A2 loai bo cac thé chdi & phan gbc
va céc 14 gia. Sau d6 cay cum chdi trén mai truong 1/2MS ¢6 bd sung 0,5 mg/l NAA
+ 15 g/l du:&mg thach 5,5 g/1 + 0,2 g/l than hoat tinh dé tao cay hoan chinh. Nhitng
ciy nho duogc tach ra va ciy lai vao mai truong A2 dé xoay vong nhan nhanh.

Vi du 5: Cém tng cdy.

Chuyén binh thach hoc tia dat tiéu chuin cua giai doan ra ré dé ngoai anh sang tu
nhién 10 - 15 ngay gitip cay con thich nghi dan v6i anh sang tw nhién. Chu y tranh anh
sang truc tiép, c6 thé dé cang 16p ludi den c6 do che sang 50%-70% trong nha ludi va aé
binh cay phia dudi.

Tién hanh mé 30% nap binh dé cy con thich nghi dan dén v6i 4m do khong khi.
Sau 2-3 ngay thi mé& 100% nép binh dé cdy con thich nghi hoan toan véi nhiét do va
am do khong khi.

Vi du 6: Ra ngdi trén gia thé bau siéu nhe.

- Chudn bi gia thé bau siéu nhe.

13
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Gia thé cho rudt bau siéu nhe duge sir dung dé ra ngoi cdy con thach hdc tia 1a
hon hop Vo thdong + Xo dira + Than cti theo ti 1€ 80:10:10. Cac thanh phan trong gia
thé can dugc xir ly trude khi phéi tron, cu thé:

+ V6 Thong: Khi mua vé rira sach, hép khir trung va phoi kho. Nghién nhé
(duong kinh khoang 3 - 6 mm).

+ Than cti: Mua vé& tién hanh ngdm nudc voi trong hodc ngdm nudc dén khi
nao than ngdm nudc ¢6 hién tuong chim la duge. Vot ra xa nudce sach, dé rao, dap nhé
tuong tu vo thong.

+ Xo dira ngdm trong nude voi loang 6 -8 ngay, chl y 2 ngay thay nude voi 1 lan
(thay 2 - 3 lan), lan cudi ngdm trong nudc sach. Sau d6 vot xo dura ra phoi kho, nghién
nho.

Sau khi céc thanh phan duoc xir ly, tién hanh phéi tron ding theo ty 1& va dong
vao bau 7x11 cm (v6 bdu dugc lam bing chét liéu ty phan hiy). Qua trinh dong bau
siéu nhe hoan toan tu dong. Bau sau do duoc xép vao cac luéng wom dé chuin bi ra
cay.

Hiéu qua dat dugc ciia sang ché

Quy trinh nhéan gidng quy md coéng nghiép (nhan gibng in-vitro, bau siéu nhe)
cay thach hoc tia (Dendrobium officinale Kimura et Migo) theo sang ché ¢6 thé tao ra
hang tram tri¢u cay con. Pép tmg nhu cau cy thach hoc tia trén thi truong va 1a tién dé
tao ra cac vung tr@mg thach hoc tia chuyén canh phuc vu san Xuét va bao ché duogc liéu
cling nhu xuat khiu sang cac nuéce lan can. Viée ap dung quy trinh sé tao ra dugc cay
giéng & quy mé 16n khong phu thude vao didu kién khi hau, cdy giéng dong nhat vé

mit hinh thai va di truyén, dong thoi hoan toan sach bénh, an toan cho nguoi sir dung.

14
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh nhan gidng quy mo cong nghiép (nhén gibng in-vitro, bau siéu nhe)
cdy thach hoc tia (Dendrobium officinale Kimura et Migo), trong d6 quy trinh nay bao
gdm cac budc:

i) vio mAu tao vat lidu vo tring: 14y mau 1a doan than khong bi sdu bénh tir cay
me trong vudn gidng gbc, loai bé toan bd phan phién 12 va mang do be 14 dé lai trén
than; doan than dugc cit thanh ting doan nho dai 2-3 cm, chua it nhat 1 mat ngu;
ngdm mau trong nudc xa phong loang 5 phut, trang lai bang nudc cat vo tring 1 lan;
ngadm mau voi dung dich thudc trir nAm Ridomin gold ndéng do 3 g/l trong 3 phut, lac
4-5 1An nudc vo trung cho hét thudc trén mau; khir tring bé mit trong ti ciy v trung
bang cach lic miu véi cdn 70% trong 30 gidy, trang lai bang nudc ct vo trung 3-5
lan; tiép tuc lic v6i dung dich HgCl, 0,1% trong 5 phit, tréng mAu voi nude cit vo
trung 4-5 lan; v

ii) tai sinh chdi: dung panh gfp timg doan than da khir tring dat trén bé mat gidy
thdm, dung dao cit mdt 16p mong 2 dAu ctia mAu; mau duoc ciy vao mdi trudng MS c6
bd sung 20 g/l duong, 0,8 mg/l BA, 5.5 g/l thach; do pH cia mdi truong nudi ciy l1a
5.6; thoi gian chiéu sang 10 - 12 gio/ngay, cuong do chiéu sang 2.000 - 3.000 lux,
nhiét do phong nuoi 25°C + 2°C; cac dung cu st dung va moi truong nuodi céy duoc
hap khir tring & ap suat 1 atm, nhiét do 121°C trong 20 phut; thoi gian giai doan tai
sinh chdi tir 4 tudn; |

iil) tao cum choi: luva chon mam choi khong bi nhiém nidm khuén sau giai doan
tai sinh, cit 2 dau doan than cii sau d6 cay vao moi trudong nhén nhanh la moi truong
MS + 30 g/l duong + 1,0 mg/l BA + 0,1 mg/l kinetin + 5,5 g/l thach + 100 ml/l nude
dira + 60 g/1 chudi xanh; d§ pH ctia méi truong nudi cay 1a 5.6; thoi gian chiéu sang
10 - 12 gid/ngay, cuong do chiéu sang 2.000 - 3.000 lux, nhiét d6 phong nuoi 25°C +
2°C; cac dung cu st dung va moi truong nudi cay dugc hép khtr tring & 4p suit 1 atm,
nhiét d6 121°C trong 20 phut; thoi gian giai doan nhan nhanh chdi tir 4 tuén; tiéu
chuén hé sé nhan chdi dat 10,63 lan;

iv) tao ré: cac cum chdi dat chiéu cao > 4 cm, cdy thang, ctg cap, c6 tir 3 14
duge chuyén sang moi truong tao ré 1a moi truong 1/2MS ¢6 b6 sung 0,5 mg/l NAA
+ 15 g/l dudong + 5.5 g/l thach + 0,2 g/l than hoat tinh; do pH cua moi truong nuoi
cdy 1a 5,6; sau 30 ngdy ré dai, cdy cung cap, dwa cdy ra cam Ung dan voi didu kién tu
nhién; ti€u chudn chdi sau giai doan ra & 12 100% mau tao ré, cdy con cao > 4 cm, ¢6

tir 3 14, hé ré khoe manh c6 theé ra ngoi cdy;

15
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v) ra ngdi cdy con trén gia thé bau siéu nhe: chuyén binh thach hoc tia ra & &
budce iv) ra ngoai anh sang tu nhién trong nha ludi véi thot gian tr 7-10 ngay dé cay
con thich nghi véi diéu kién tu nhién, cha y tranh 4nh séng truc tiép, c6 thé cang 16p
luéi den c6 dd che sang 50%-70% trong nha ludi va dé binh cdy phia dudi; gia thé bau
siéu nhe duoc su dung la hon hop v6 thong + xo dira + than ci theo ti 1€ 80:10:10; cac
thanh phan trong gia thé can dugc xtr ly trude khi tién hanh phéi tron theo dung ty 1é,
sau do dugc dong vao bau co kich thude 7x11 ecm; qua trinh déng bau siéu nhe hoan

toan tw dong, bau sau do dugc xép vao cac luong wom dé chuan bi ra cay.

16
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Hinh 1

Cay me da qua danh gia, chon loc va trong
thanh vuon giong goc

12-14 thang

v

4 tuan 10 tuan
—> «—> «—> —> >

8-10 tuan

4-8 tuin

5-6 thang

v

!

Budge 1: Khir trung tao vat liéu
khoi dau

Khtr trung: HgCl, 0,1% trong 5 phut

Budce 2: Tai sinh choi

MObi truong tai sinh chdi:
MS + 20 g/l duong + 0,8 mg/l BA
+ 5,5 g/l thach

Budc 3: Nhan nhanh chdi

MOoi trudng nhan nhanh: MS + 30 g/l duong +
1,0 mg/l BA + 0,1 mg/l kinetin + 5,5 g/l thach +
100 ml/l nuée dira + 60g/l chudi xanh

Budce 4: Tao ré

Moi trudng tao ré: 1/2MS + 0,5 mg/l NAA
+ 15g/1 dudng + 5.5 g/l thach

Buéc 5: Ra ngdi cay con trén
bau si€u nhe

Thanh phén rudt bau: vo thong + xo dira
+ than cui theo ti 1€ 80:10:10

Cay dat tiéu chuan xuat vuon

Hinh 2
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Hinh 3
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Hinh 5

Hinh 6
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Hinh 8
. \ Moi truong MS Moi truong LV
Thanh phan (mg/l) (mg/l)
KNO; 1900 1900
KH,POy4 170 340
NH4NO; 1650 1650
MgSO, 370 1850
CaCl,.2H,0O 440 22
H3BO;3 6,2 31
MnSO,4H,0 22,3 27,7
CoCl,.6H,0O 0,025 0,125
CuS0,4.7H,0 0,025 0,5
ZnSO,; 7TH,0 8,6 43
Na,Mo0O,2H,0 0,25 1,25
KI 0,83 4,15
FeSOy4 27.8 27,8
Na,EDTA 37,3 37,3
Myo-Inositol 100 100
Thiamin. HCI 0,1 0,1
Pyridoxin.HCI 0,5 0,1
Axit nicotic 0,5 0,5
Glyxin 0
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