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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén quy trinh nhén gidng cdy dinh lang (Polyscias
fruticosa L. Harms) bang nu6i ciy mo.

Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Dinh lang 14 nho (Polyscias fruticosa 1.Harms) thudc ho ngili gia bi
(Araliaceae) 1a loai ciy gd nhd, dang bui, cao tir 1 dén 1,5m. Thén nhin, mau
trang nhat, hoi xam. L4 kép ba 1an 16ng chim, moc so le, dai tir 20 dén 40cm. L4
chét co cudng nho, manh, dai tir 3 dén 15cm, dang mang, phién 14 chét ¢6 ring
cua khong déu, d6i khi chia thuy, géc va dau thudn nhon, ¢6 chép nhon. Hoa
nho, mau luc nhat hodc tring xam, c6 5 canh hinh trimg thuén dai tir 2 dén
3mm, c0 5 nhi, chi nhi ngén va manh. Qué det, hinh tring rdng, mau trang bac,
dai tir 4 dén Smm, rong 3mm va day tir 1,5 dén 2mm, ¢ voi tdn tai. Hat hinh
than va hinh khdi 3 canh mau tréng, kich thudc dai 3mm, rong 2mm, day 1mm,
vo hat 16i 18m. R& hinh cu ca rdt, cong queo, dai tir 15 dén 30cm, dudng kinh tir
0,5 dén 2,5cm, mat ngoai mau tréng xé4m, ¢4 nhiéu nép nhan doc, nhiéu 15 bi
nam ngang, nhiéu vét tich cua ré con va cac doan ré con sot lai. R& dinh ling
thuong hop thanh mot bé ré cu, thé chat cing gion, dé bé gy, mat bé 16m chom,
mit cdt ngang mau vang, phan gd chiém 2/3 ban kinh, céc tia rudt tir giita toa ra,
mui thom nhe va vi hoi ngot.

Ngoai ra, cay dinh lang 14 nhé 1a mot loai cay duoc liéu co gia tri cao
trong nganh y hoc ¢b truyén ¢ Viét Nam va mot s nude trén thé gisi. Vo, 18 va
la dinh lang chua saponin, alkaloit, cac vitamin B1, B2, B6, C, 20 axit amin,
glycosit, phytosterol, tanin, axit h{tu co, tinh dau, nhiéu nguyén to khoang: K,
Mn, Ca, Mg, Fe va 21,10% dudng. Hai hop chit chinh va quan trong nhat trong
cay dinh lang 14 nho 1a polyaxetylen va saponin tripterpen. Trong do6, hop chét
polyaxetylen tach chiét duge c6 tinh khang khuan rat manh va khang mot so
bénh ung thu, con hop chét saponin tripterpen c6 tic dung chéng stress, chong
bénh trdm cam va chéng oxy hoa rat tot.

Dé gbp phan ddy manh viée stir dung c6 hiéu qua ngudn duoc liéu trong

nudc, khai thac von quy cua y hoc dan toc. Mot hudng nhan giong moi da va
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dang duoc 4p dung vé6i cdy dinh ling d6 1a cong nghé nhan gidng in vitro dé tao
cdy trong & quy md 16n, c6 hé s nhan gidng cao, ciy gidng dong nhat vé mit di
truyén, cdy gidng hoan toan sach bénh. Cu thé 1, véi nhiéu tac dung dugc hoc
nén hién nay nhu cau vé gidng cdy dinh ling ngay cang 1én. Viée cung cAp cay
gidng bang phuwong phap gidm hom truyén thong khéng du dap tng nhu céu cia
thi truong. Trude thuc trang do, ciing véi nhiing loi ich da biét ctia nuéi cdy mo
té bao nhiing nam gan day c6 nhiéu nghién ctru vé nhéan gidng in vitro ciy dinh
lang va da c6 nhiu cong bd trén nhiéu tap chi.

Téc gia Vii Hoai Sam va cong sy (2005) da tién hanh nghién ctiru tham do
kha ning nhan gidng in vitro cdy dinh lang tir ngon chdi. Két qua cho théy: ngon
chdi cay dinh ling dai tir 1,0 dén 1,5cm duoc khir trung va cy trén moi truong
1,0mg/l BAP va 0,5mg/l IBA. Choi bat mam mdi va sinh trudng tdt sau 8 tudn
nudi cdy va tao 2 — 3 chdi/mau sau 4 tudn tiép theo. Giai doan nhan nhanh, cdy
chuyén céc chdi don in vitro vao méi trudng c6 bd sung 2,0mg/l BA va 0,5mg/1
IBA cho ti 1& tao cum chdi dat cao nhét 8,87 + 1,60 choi sau 10 tudn nudi céy.
100% cay tao ré trén mdi truong c6 bod sung 1,0mg/l IBA va 0,5mg/l BAP chi
sau 20 ngay nudi cdy.

Téc gia Ha Thi Bich Hong (2013) d& budc dau nghién ciru xdy dung dugc
quy trinh nhan giéng cdy dinh ling 14 nho bang phuong phap nudi cdy mo té
bao. Str dung ngudn vit liéu ban dau la chdi, qua qué trinh khir tring, sau 2 tudn
cho ty 16 mau sach tai sinh cao nhét la 73,33%. Cac mau sach duoc tai sinh tdt
nhat va nhanh nhat trén moéi truong MS ¢6 bo sung BAP 2mg/l va IBA 0,5mg/l.
Trong moi truong tao da choi (tang cac chat khoang da luong trong méi trudng
MS lén 1,5 lan va bd sung 2mg/l BAP), 100% méu cdy tao da chdi va sb chdi
trung binh dat 7,13 ch6i/ mau, chat luong chdi tot sau 6 tuan nudi cdy. Cong bd
nay moi chi de cap dén kha nang tao da chdi va sb luong chdi tao duoc trén mot
mAu ban dau, chua thay dé cap dén cac két qua nghién ciu tao 1&, do vy chua
danh gia dugc hiéu qua clia qua trinh nhan gidng in vitro.

Lé Thi Nhu Thao (2014) da cong bd két qua nhén gidng dinh ling 14 nhé
bang k¥ thuat nudi cdy choi dinh. Chdi dinh lang duoc khr trung bang nudce
javen nong do 75% trong 15 phut, cho mau vo trung dat 70,17% va ty 1é tao chdi
dat 55,26%. Moi truong thich hop cho nhan nhanh chdi in vitro 1a LV ¢6 bd
sung BA (0,3mg/l) va sucroza (30g/1) cho hinh thanh 4,36 ch6i/mau. Mbi trudng
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LV c6 bd sung IBA (0,3mg/l) va sucroza (30g/l) cho nudi cdy tao ré dat ty 1&
50,18%, c6 sb luong ré 1,39 ré/chdi.
Tir cac cong trinh nghién ciru trén ching t6i nhan thiy céc két qua cong

b 14 tuong dbi khac nhau. Nhung déu c6 diém chung la viée st dung két hop

cac chét diéu tiét sinh trudng téng hop nhén tao: BAP, kinetin, NAA, IBA, v.v.

dé nang cao hé s6 nhan gidng va kha ning ra ré cia cdy. Tuy nhién, viéc két

hop nhiéu céc chét nay trong thoi gian dai khong chi lam e ché qué trinh phat

trién ctia mau nudi cdy dan téi hé s6 nhan chdi thip ma con tich lily cdc chit

nay trong cay.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Do d6, muc dich cta sang ché 1a dé& xuat giai phap dé giai quyét cac van
dé néu trén. Bé dat duoc muc dich d6, séng ché dé cap dén quy trinh nhén gidng
cay dinh ling (Polyscias fruticosa L.Harms) bang nudi cdy md, trong dé quy
trinh ndy c6 budc st dung nuée dira va st dung chét kich thich sinh truéng nhan
tao véi ham lugng giam con 1/2 — 1/3 ham luwong chat kich thich sinh truéng
nhan tao da dugc bde 10 trong phén tinh trang k¥ thuat ¢ giai doan nhan nhanh
ma van cho hé sb nhan chdi tir 8 dén 10 chdi/mau. Theo mot khia canh khAc,
quy trinh nhén gidng theo sing ché, khac biét & chd, ¢ budc ra ré tao cay hoan
chinh da két hop chét diéu tiét kich thich sinh truong tong hop nhan tao véi hop
chét hitu co ¢6 trong tu nhién cho ty 18 ra r& dat 100%, chit lugng cay con sinh
truong tot, dong thoi quy trinh theo sang ché ¢6 tinh an toan cho ngudi st dung
va hudng t6i viée tao ra ngudn duoc liéu sach.

Cu thé, séng ché dé cap dén quy trinh nhén gidng in vitro cdy dinh ling
(Polyscias fruticosa L.Harms) bang nudi cdy mé, trong dé quy trinh nay bao
gdm céc budc:

i) chudn bi mAu: 14y mau & cac doan than banh té dai tir 8 dén 10cm tir cay dinh
lang me 6 dén 12 thang tudi vao thoi diém budi sang khi thoi tiét ning rdo; rira
mau dudi voi nude va ngdm trong dung dich chét téy nhe (nudc rira chén hodc
xa phong) trong 5 phut; rira sach dudi voi nude chay, trang lai 3 1an bang nuéc
cat vo trung; tiép do khir tring bé mat mau bang cach cit mau thanh timg doan
dai tir 2 dén 4cm chta tir 1 — 2 méat ngy, va dung con 70% trong thoi gian 60
gidy, trdng lai bang nudc cat vo triung tir 3 dén 5 lan, cac thao tac khir tring duoc

tién hanh hoan toan trong mbi truong cy vo trung; tiép do khir tring kép bang
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HgCl, 0,1%, lan tht nhit trong thoi gian 9 phat, 1dn tha 2 trong thoi gian 7 phit,
mau duogc trang sach thily ngan bang nuée cat vo tring tir 3 dén 5 1an;

ii)tai sinh chdi: gip timg doan than da khir tring thu duoc & bude i) dit trén bé
mat giéy thdm; sau do6 cét timg doan mau co it nhéat 1 mat ngu, loai bo phﬁn géc
& timg doan than dé hoa chat khtr tring khong ngdm sau vao mau vat, cay méu
vao mdi truong nudi ciy 1a moi truong MS ¢ bo sung sucroza 20g/1, BA Img/l,
nudce dura 100ml/l va thach Sg/l, theo hudng thang ding, duy tri d6 pH ctua moi
truong nudi ciy nam trong khoang tir 5,6 dén 5,8, duy tri thoi gian giai doan
tai sinh chdi tir 3 dén 4 tuan (cic hinh 4 va 5);

iii) tao cum choi: chon chdi ¢6 chiéu cao tir 2 dén 3cm sau bude tai sinh ii) &
trén, tién hanh cit chdi va xiét chdi dinh, cdy chdi theo hudng thang dimg véi
mét do cdy 1a 1 chdi/binh vao méi trudong nhan nhanh dé tao cum chéi ¢6 1a moi
truong MS ¢ bd sung sucroza 30g/l, kinetin 0,5mg/l, IAA 0,3mg/l, nuéc dira
100ml/1 va thach 5g/l, duy tri d6 pH ctia méi truong nudi cdy ndm trong khoang
tir 5,6 dén 5,8, thoi gian cdy chuyén nam trong khoang tir 3 dén 4 tuan (cac hinh
6 va 7) véi didu kién cuong do chiéu sang nam trong khoang tir 2000 dén 3000
lux, duy tri nhiét d6 nam trong khoang tir 25 dén 28°C va thoi gian chiéu séng
trong ngay la 12h/ngay;

iv) tao ré: chon céc chdi dinh ling dat chiéu cao 16n hon hodc bing 2cm, cay
thang, cliing cép, co tir 3 — 4 14 thu duoc tir bude iii) chuyén sang méi trudng tao
ré ¢ céc thanh phﬁn bao gém IBA 0,5mg/l, nudc dua 100ml/l va thach 5g/l,
trong dé chdi dinh ling duoc cy theo hudng thing ding vao mdi trudng tao ré
v6i s6 luong 15 chdi/ binh (binh tru thé tich 250ml), duy tri d6 pH cia moi
truong tao ré nim trong khoang tir 5,6 dén 5,8, sau 3 tuan, cdy cing cép chuyén
cdy sang budc cam Umg cdy v) dé lam quen véi didu kién tu nhién (hinh 8);

v) cam tmng cdy: chuyén binh dinh lang da ra ré thu duoc ¢ bude iv) ra ngoai anh
sang tu nhién trong nha ludi trong thoi gian tir 7 dén 10 ngay dé cay con thich
nghi dan v6i anh séng tu nhién, néu thoi tiét niang can thiét phai che luéi den véi
d6 che sang 50% (hinh 9); tién hanh m& 30% nép binh dé cy con thich nghi dan
dan voi do 4m cua khong khi, sau tir 2 dén 3 ngay thi mo 100% nép binh dé cay
con thich nghi hoan toan v4i nhiét do va d6 am ctia moéi truong (hinh 10); khi
cay con dat céc chi tiéu: cay con cao tur 3dén 5cm, s6 14 tir 4 dén 6 14, sb ré 16n
hon hoic bang 7, chiéu dai r& 16n hon hodc bang 3 cm thu duoc cay con gibng

dat yéu cau.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 thé hién so d6 quy trinh nhén gidng in vitro céy dinh ling.

Hinh 2 14 anh chup vuon gidng gbe dinh ling.

Hinh 3 1a anh chup mau doan than cay dinh ling 14 nho.

Hinh 4 13 4nh chup mau sau khi khir tring duoc cdy trén moi truong vao mau.
Hinh 5 14 anh chup mau tai sinh sau 4 tudn nudi cdy.

Hinh 6 13 4nh chup mau dinh lang giai doan tao da choi sau 2 tun tudi.

Hinh 7 13 anh chup mau dinh lang giai doan tao da choi sau 3 tuan tudi.

Hinh 8 13 anh chup mau cay dinh ling du diéu kién ra ngoi.

Hinh 9 la anh chup cay dinh lang giai doan (cam Ung anh sang, nhiét do, ham
am).

Hinh 10 14 4nh chup ré cay dinh ldng sau cam Umg 15 ngay.

Hinh 11 1a bang thé hién thanh phan méi truong MS.

MO ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& duoc mo ta chi tiét cdc bude thuc hién quy trinh
nhan giéng cay dinh ling.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén quy trinh nhan gidng cdy dinh
lang (Polyscias fruticosa L.Harms) bang nudi cdy mo, trong d6 quy trinh nay
bao gom cac budc:

i) Chuan bj mau

Nguén mau dugc thu thip tai Vuon qudc gia Tam Pao, trong khéo
nghiém va chon loc tai Vién nghién ctru va phét trién Lam nghiép — Pai hoc
Nong [am Théi Nguyén (hinh 2).

Cay me st dung léy mau phai dat céc chi tiéu sinh trudng phat trién tét,
khong bi sau bénh, c6 do tudi tir 6 — 12 thang, ham luong dugc hoc cao (ham
luong cua hop chit polyaxetylen va saponin tripterpen cao).

Lua chon mau: Mau dinh lang st dung 1a cac doan than banh té dai 8 —
10cm lay tir cdy me (6 — 12 théng tu6i). Thoi diém lay mau: Mau duoc cit vao
budi sang khi thoi tiét ning réo.

Khtr trung so bo:

+ Poan than duogc cit bo 14 gia va boc be dé 16 ra phan mét ngi. Tién hanh

rira mau dudi voi nudc.
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+ Mau sau d6 duoc ngam trong dung dich chét téy nhe (nudc rira chén hoac
xa phong) trong 5 phiit. Sau d6 rira sach dudi voi nude chay, trang lai bang nudc
ct vo trung 3 1an. |

Chu y: C4c thao tac phai nhe nhang tranh ton thuong mau.

Khir tring bé mit:

+ Mau dugc cét thanh ting doan dai 2 — 4em chira tir 1 — 2 mét ngu.

+ Khir tring bang c¢on 70% trong thoi gian 60 gidy sau do trang lai bang
nube cit vo tring 3 — 5 lan.

+ Thao tac khir tring tién hanh hoan toan trong méi trudong ciy vé tring.

Khtr trung tinh:

+ MAu dugc khir tring kép bang HgCl, 0,1%, lan tht nhét trong thoi gian 9
phut, lan thr 2 trong thoi gian 7 phut.

+ Mau duoc trang sach thily ngan bing nudc cat vo tring 3 — 5 14n.

+ Thao tac khir tring tién hanh hoan toan trong méi trudng ciy vo tring.

Tiéu chuan ctia mau sau khi khu trung (hinh 3): Mau sach ndm bénh
(ty 1& mau sach dat tir 87% tré 1én), stc song ctia mau dam bao (ty 1& mau
sébng dat 90% trd 18n).

ii) Téi sinh chdi

Dung panh gip tung doan than da khr tring dat trén bé mat gidy tham.
Thao tac cét ting doan mau c6 it nhét 1 mat ngl. Loai bo phan gbc & timg doan
than dé hoa chat khir tring khong ngam siu vao mau vat. Mau duogc cdy vao moi
truong nudi cdy theo hudng thing dimg. Cong thirc mdi truong nudi cdy: moéi
truong MS cé bd sung sucroza 20g/l, BA 1mg/l, nude dira 100ml/l va thach 5g/1.
(Thanh phan méi truong MS xem tai Hinh 11). Gia tri d6 pH ctia méi
truong nudi cdy 1a 5,6 — 5,8. Thoi gian giai doan tai sinh chdi tir 3 — 4 tuén
(cac hinh 4 va 5).

Tiéu chuan cia mau sau tai sinh: Mau bat chdi sau nudi cdy 2 — 3 tudn,
chdi khoe co tir 1 — 2 14 trd 1én, ty 16 mau tai sinh dat 95%, khong bi nim
khuén.

Cht y: Céc thao tac duoc thuc hién trong ti cdy vo trung, cac dung cu
panh dao dugc khu trung trude khi su dung.

iii) Tao cum choi
Lua chon chdi ¢6 chiéu cao 2 — 3cm sau giai doan tai sinh, cit chdi va xiét

choi dinh sau d6 cay vao moi truong nhan nhanh tao cum choi.
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Chéi dugce cdy thang ding, cdy 1 choi/binh (binh thé tich 250ml).

Céng thirc mdi trudong nhan nhanh 13 méi trudong MS ¢6 bo sung sucroza
30g/1, Kinetin 0,5mg/l, IAA 0,3mg/l, nuéc duwa 100ml/l va thach 5 g/l (Thanh
phan moi trudong MS xem tai Hinh 11). Gi4 tri d6 pH ctia moi truong nudi cdy
14 5,6 — 5,8. Thoi gian cdy chuyén 12 3 — 4 tuan (cac hinh 6 va 7). Tiéu chudn
chdi sau giai doan tao cum choi: tao duge 8 — 10 chdi/mau, cac chdi map, xanh,
tbc do phat trién dong déu.

Diéu kién nuéi cdy mau:

- S6 gidr chibu sang trong ngay 1a 12h/ngay.

- Cudng d6 chiéu sang 2000 — 3000 lux.

- Nhiét d& phong nuoi 25-28°C.

- C4c dung cu st dung va mdi truong nudi cay duge hip trong ndi khir
tring c6 &p suat latm, nhiét d6 121°C trong 20 phut.
iv) Tao ré

Céc chdi dinh lang dat chiéu cao > 2cm, cdy thing, cling cap,cotur3 -4
14 duoc chuyén sang méi trudng tao ré. Ding dao téch riéng tirng chdi, cét tia
b6t 14 gia, 14 vang. Chodi dinh ling duoc cdy theo hudéng thiang ding vao mdi
truong tao ré v6i sb lwong 15 chdi/ binh (binh tru thé tich 250ml). Cong thuc
moi truong tao ré 1a maéi trudng MS cé bd sung IBA 0,5mg/l, nude dira
100ml/l va thach 5 g/l (Thanh phan méi truong MS xem tai Hinh 11). Gi4
tri 6 pH ctia méi truong nudi cdy 1a 5,6 — 5,8. Thoi gian xudt hién ré tir 2 — 3
tuan sau khi cdy chdi vao moi truong tao ré. Sau 3 tuan ré dai, cay clng cap cé
thé dua cdy ra cam tng dan v6i diéu kién tu nhién (hinh 8).

Tiéu chuan chdi sau giai doan ra r&: S6 luong ré/ciy > 4 r&, chiéu dai ré >
2cm, cdy con cing cap.

v) Cam Ung cay

Pé cdy con sau giai doan in vitro tai vuon uom cé ty 1& séng cao, sinh
trudng va phat trién tbt, can cam Gng cdy trude ra ngdi nhu sau:

Chuyén binh dinh ling di ra r& ra ngoai anh sang tu nhién trong nha luéi
tir 7 — 10 ngay dé cdy con thich nghi dan v6i énh sang tu nhién. Néu thoi tiét
nang can thiét phai che lugi den véi do che sang 50% (hinh 9). M& 30% nép
binh dé cdy con thich nghi dan din véi am d6 khong khi. Sau 2 dén 3 ngay thi

mé 100% nap binh dé cay con thich nghi hoan toan véi nhiét d6 va 4m do khong
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khi (hinh 10). Sau 2 tudn khi cdy con dat céc chi tiéu: Cay con cao 3 — 5cm, sd 14
tir 4 — 6 14, s6 18 > 7 18, chidu dai r& > 3cm ¢6 thé ra ngdi cay.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén quy trinh nhan giéng in vitro
cay dinh lang, khac biét & chd, quy trinh nay bao gdm budc sir dung méi trudng
MS nubi cdy, dong thoi thay thé va giam 1/2 — 1/3 ham luong céc chat didu tiét
sinh trudng nhan tao bang cac hop chét hitu co ¢é sén trong tu nhién nhu nudce
dira c6 tac dong dén kich thich sy phan bao. Do trong nude dira ¢é cac hop chat
dinh dudng nhu dudng, vitamin va chat thich sinh truong dic biét 1a ¢ chira
Zeatin. Zeatin c6 trong nudc dira hoat tinh cao hon kinetin tong hop nhén tao tir
10 - 100 lan.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén quy trinh nhén gidng in vitro
cdy dinh lang, khac biét & chd, trong budc téi sinh chdi sir dung méi truong cé
cac thanh phan 12 méi truong MS c6 bd sung 20g/1 sucroza, 1mg/l BA, 100ml/l
nude dira va S5g/l thach, trong d6 ti 1é téi sinh chdi thu duogc theo quy trinh cua
sang ché dat 95%, cao hon cbng trinh cdng bd cha tac gia Ha Thi Bich Hong
(méu tai sinh dat 73,33%) khi st dung moi truong chi bd sung chét kich thich
sinh truéng nhan tao ¢ cac thanh phan bao gém méi truong MS ¢d bd sung
2mg/l BAP, 0,5mg/l IBA, 30g/l dudong, va cao hon cong b clia tac gia gi Lé Thi
Nhu Théo (méu tai sinh dat 52,26%) khi st dung méi truong cé cac thanh phan
bao gdm méi truong LV ¢ bo sung 0,3mg/l BA va 30g/1 sucroza.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé cap dén quy trinh nhéan gidng in
vitro cdy dinh lang, khac biét & chd, trong budc tao cum chdi st dung moi
truong ¢6 cac thanh phan bao gom méi trudng MS ¢6 bo sung 30g/l sucroza,
0,5mg/l kinetin, 100ml/l nudc dura, 0,3mg/l IAA va 5g/l thach, trong d6 quy
trinh nay d& ning cao hé s6 nhan chdi 1én 8 — 10 chdi/mau, tuong duong véi hé
s6 nhéan chdi trong céng bd cua tac gia Vii Hoai Sam va cong su (8,87 + 1,6
choi) khi st dung mai trudong cé cac thanh phan bao gom méi truong MS cé bd
sung 2mg/l BA, 0,5mg /1 IBA va 30g/l sucroza. Tuc 14, cao hon gip hon 2 lan
cong trinh cong bd cua tac gia Lé Thi Nhu Thao khi st dung méi trudng c6 cac
thanh phan bao gom moéi truong LV ¢ bo sung 0,3mg/l BA va dudng 30g/1.
Cao hon hé sb nhéan choi cta tac gia Ha Thi Bich Hong (7,13 chdi/mAu) khi st
dung mai trudng bao gdbm moi trudng MS c¢6 bd sung 2mg/l BAP.

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé cap dén quy trinh nhén gidng in

vitro cady dinh lang, khéc biét & cho, trong budc tao ré su dung moi truong cd

-9-



2220

cac thanh phan bao gdm moi truong MS ¢6 bd sung 30g/1 sucroza, 0,5mg/l IBA,
100ml/l nuge dira va 5g/1 thach, trong dé ti 18 ra ré dat 100% tuong duong véi
cong trinh nghién ctru cua Vi Hoai Sam va cong su khi st dung moi truong cd
céc thanh phan bao gdm méi trudng MS ¢6 bd sung 1,0 mg/l IBA va 0,5mg/1
BAP. Nhu viy, lugng chét kich thich sinh truéng can dung d3 giam 1 nira va
duoc thay thé bang hop chét hitu co tu nhién ma van thu duoc hiéu qua mong
mudn. Ngoai ra, ti 18 ra r& cuia cdy giéng theo quy trinh cua sang ché cao gép doi
cong trinh nghién ctru cia L& Thi Nhu Thao khi st dung mdi trudong cb cac

thanh phan bao gém mai truong LV ¢6 bd sung 0,3mg/l IBA va 30g/1 dudng.
Vi du thwe hién sing ché

Duéi day, sang ché s& duge minh hoa béng cac vi du, cu thé quy trinh
nhan giong in vitro dinh lang 14 nho (Polyscias fruticosa L. Harms) duge minh
hoa bé“mg cac vi du thuc hién sau day, tuy nhién pham vi bao hg cua sang ché
khong chi bi gidi han boi céac vi du nay.

Cac tlr viét tat duge ding trong ban mé ta ndy duoc tém tat & dudi day.

BA : Benzin adenin

BAP : 6-Benzylaminopurin

Con : C,HsOH

CT : Cong thuc

HgCl, : Thuy ngan clorua (Mereurric chloride)
[AA : Axit indol-3-axetic (Indole-3-acetic acid)
IBA : Axit indol butyric (Indole butyric acid)
Kinetin . 6-Furfurylaminopurin

LV : Lilvay

MS : Murashige and Skoog’s

NAA t Axit o - naphlen axetic (« - Naphlene axetic acid)
NaOH : Natri hydroxit

NaOCl : Natri hypoclorua (Natri hypochloride)
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Vi du 1: Chuén bj méi trudng nudi ciy
Céc thanh phan dinh dudng ding trong pha ché mai truong nudi cdy duoc
pha thanh 5 dung dich me nhu sau:
— Dung dich MSI: Gom céc mudi da luong, can luong mudi nhu bang dudi
day pha vao 1 lit nudc cat va bao quan & 4°C. Khi ding dong 20ml dung dich
MSI cho 1 lit moi trudng.

Thanh phéan Trong luong (g)
KNO; 95
KH,PO, 17
NH4NO; 82,5
MgSO, 18,5

— Dung dich MSII: Can 44g mubi CaCl,.2H,0 hoa tan trong 500ml nudc
cét, sau d6 bo sung nudc cat 1én thé tich 1 lit. Bao quan ¢ 4°C. Khi dung dong
10ml dung dich nay cho 1 lit mdi truong.

Dung dich MSIII: Muéi khoéng vi luong — Cén luong mudi khoang nhu liét ké
dudi day vao 1 lit dung dich gbe. Khi ding dong 10ml dung dich MSIII cho 1 lit

moi truong.

Thanh phéan Trong luong (mg)
H;BO; 620
MnSO, H,0 1690
CoCl,.6H,O 2,5
CuS0,.7H,0 2,5
ZnS0O, 7H,0O 860
Na,Mo0O, 2H,0 25
KI ]3

— Dung dich MSIV: Thanh phan sit — Can luong mudi néu dudi ddy. Pha
riéng timg chat trong 200ml nude néng 80°C. Sau d6, hoa 2 chét véi nhau téi

khi xuét hién mau vang chanh, bd sung nudc cit 1én thé tich 1lit.

Thanh phan Trong luong (g)
FeS 04 2 5 78
Na,EDTA 3,73
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— Dung dich MSV: Thanh phan hitu co va vitamin. Can luong cac chét nhu

trong bang dudi day. Pha trong nudc cat hai 14n thanh 1 lit. Bao quan & 4°C.

Dung 10ml cho mdi lit mdi trudng.

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

Pyridoxyn. HCI 50
Axit nicotinic 50
Glyxin 200

— Dung dich BA (Benzinadenin): Can 50mg BA cho vao cbe dong sach, nhod
tir tir timg giot NaOH 1N ngudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung nudc cat dé
1én thé tich 50ml. Bao quan dung dich trong lo nit mai 50ml & 4°C.

— Dung dich Kinetin: Can 50mg Kinetin cho vao cbc dong sach, nho tir tir
timg giot NaOH 1IN ngudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung nuéc cht dé lén
thé tich 50 ml. Bao quan dung dich trong lo nit mai 50ml & 4°C.

— Dung dich IAA: Can 50mg IAA cho vao cdc dong sach, nhé tir tir ting
giot NaOH 1N ngudy déu cho téi khi tan hoan toan. Dung nudc cat dé 1én thé
tich 50ml. B4o quan dung dich trong lo nit mai 50ml & 4°C.

— Dung dich IBA: Can 50mg IBA cho vao cbc dong sach, nho tir tir timg
giot NaOH 1IN ngudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung nudc cat dé 1én thé
tich 50ml. Bao quan dung dich trong 1o nit mai 50ml & 4°C.

— Nuéc dira: Nude dira thu tryc tiép tir qua dira kho, kiém tra timg qua dé
trénh nhitng qua nudc bi tng théi. Co thé dong thanh ting phan, mdi phan
200ml va bao quan trong tu da.

Tién hanh pha ché méi truong: Mdi mé 3 lit

Phan 1: Can 15g thach vao ndi kim loai, thém 1 lit nudc cét, dat 1én bép
dun cho thach tan hoan toan.

Phan 2: Can 90g dudng sucroza vao cbc dong c6 dung tich 1 lit, dong 60ml
dung dich MSI, 30ml mdi loai cta cac dung dich tir MSII dén MSV néu trén.
Céc dung dich BA, kinetin, IAA va IBA tuy theo ndng do cia timg loai mbi
truong ma dong luong dung dich thich tmg. Vi du khi pha 3 lit méi truong tao
cum chdi (mdi trudng A2) c6 cong thirc MS + sucroza 30g/l + Kinetin 0,5mg/1 +
IAA 0,3mg/l + nudc dura 100ml/l1 + thach 5g/1 thi dong 1,5ml/l kinetin va 0,9
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ml/l IAA, 300ml/l nude dira. Khudy tan déu céc thanh phan, ding dung dich
NaOH IN diéu chinh d6 pH = 5,8.

Tron hai phan v6i nhau b sung thém nude cét cho du 3 lit. Dung éng dong
chia moi trudng vao cac binh tam gic loai dung tich 250ml mdi binh 35ml moi
truong, ddy bang nit béng hodc tui bong kinh va khir tring 20 phat & 121°C,
latm. Bao quan & noi khd va mat toi da 6 — 8 tudn.

Vi du 2: Khtr trung doan than tao vat liéu khoi dau

- Mau dinh lang st dung 13 cac doan than banh té dai 8 — 10cm duge 14y tir
cdy me tai vuon gidng gdc. Mau duoc cat vao budi sang khi thoi tiét néng réo.

- Khu trung so bo:

+ Poan than duogc cit bo 14 gia va boc be dé 16 ra phan mét ngu. Tién hanh
rira mau dudi voi nude.

+ Mau sau d6 duoc ngam trong dung dich chét tay nhe trong 5 phut. Sau dé
rira sach dudi voi nude chay, trang lai bang nudc cét vo tring 3 1an.

- Khtr tring bé mit:

+ Mau duoc cat thanh timg doan dai 2 — 4cm chua tir 1 — 2 mét ngo.

+ Khir tring bang con 70% trong thoi gian 60 gidy sau do trang lai bang
nuée cat vo tring 3 — 5 lan.

+ Thao tac khir tring bé mit tién hanh hoan toan trong diéu kién ciy véo
trung

-Khtr tring tinh: Thao tac khir trung tién hanh hoan toan trong méi
trudng cdy vo trung.

+ MAu duoc khir tring kép bang HgCl, 0,1%, lan tht nhat trong thoi gian 9
phut, 1an thtr 2 trong thoi gian 7 phit.

+ MAu duoc trang sach thiy ngan bang nuée cit vo trung 3 — 5 1an.

Bang 1 trinh bay 8 cong thtic: nghién ctru anh hudng cua thoi gian khi
tring bang 2 hop chat NaClO 1%, HgCl, 0,1% dén hiéu qua v6 tring nubi ciy
chdi dinh lang . Qua bang c6 thé thdy & cong thic sb 7 cho hiéu qua khir tring 13
t6t nhét. Tir nhitng két qua nghién ctu chung t6i chon cong thire s6 7 cho muc

dich khtr tring cua quy trinh.
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Bang 1. Két qua anh hudng cta thoi gian khu trung bang NaClO 1%, HgCl,

0,1% dén hiéu qua vo tring vat lidu nudi cdy chdi dinh ling (Polyscias fruticosa

L. Harms)
, X Thoi . ~ | Tylémau| Tylémau | Tylé mau
Hoéa Cong . SO mau . s . )
. gian . chét nhiém song khong
chat thire dua vao .
(phut) (%) (%) nhiém (%)
1(b/C) 0 60 0 100 0
NaClO 2 5 60 0 81,67 18,33
(1%) 3 10 60 0 38,33 61,67
4 9+7 60 0,8 29,4 63,8
5 0 60 0 100 0
HgCl, 6 5 60 3,5 21,67 74,83
(0,1%) 7 9+7 60 9,8 12,9 77,3
8 12 60 81,67 0 18,33

Vi du 3: Tao cum chdi tir manh md nudi cay

Nhiing chdi cao tir 2 — 3cm sau giai doan tai sinh s& cét ha, dung dao nhon
xiét choi dinh va cdy chuyén sang moéi trudng tao cum chdi bao gdm mdi truong
MS va chat kich thich sinh truong va nuée dira. Bang 2 duéi day thé hién 22
cong thiic (CT) di thd nghiém dé nghién ctru anh hudng ctia ndng do chét kich
thich sinh truéng va dich chiét hitu co dén kha ning tao cum chdi cua cdy dinh
lang. Qua bang nay, c6 thé thay & cong thirc s6 19 co tac dung kich thich phat

sinh cum chdi thich hop nhat cho muc dich tao cum chdi cta quy trinh.
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Bang 2: Két qua tao cum chdi tr mdnh mo nuoi cdy in vitro cua cay dinh lang 1a

nho (Polyscias fruticosa L. Harms)

CT Thanh phén Né)ng dd chat ,kich thich %inh trudng, dich Tao cfum
co ban chiét hiru co bd sung choi
1 0 mg/l BA
2 Img/l BA +
3 1,5 mg/l BA +
4 2 mg/l BA +
5 2,5 mg/l BA ++
6 3 mg/l BA ++
7 0 mg/l kinetin
8 0,5mg/1 kinetin ++
9 Img/l kinetin +
10 1,5 mg/l kinetin +
11 2 mg/l kinetin +
12 M5 sueroza 2,5 mg/l kinetin +
30g/1 + thach —
13 59/l 3 mg/l kinetin +
14 0,5mg/l kinetint 0,1 mg/l [AA +
15 0,5mg/l kinetin + 0,2 mg/l [AA ++
16 0,5mg/l kinetin+0,3 mg/l [AA ++
17 0,5mg/l kinetint+ 0,4mg/l IAA ++
18 0,5mg/l kinetin+ 0,5 mg/l [AA +
9 0,5mg/l kinetin + 0,3 TAA + 100 ml/l nudce o
dua
20 0,5mg/1 kinetin+ 0,3 IAA + 100g/] chudi N
xanh
21 0,5 mg/l kinetin + 0,3 IAA + 100g/! ca rt -+
22 0,5mg/l kinetin + 0,3 TAA + 100 g/l khoai tay ++

Sb luong dau + cang nhiéu muc d6 kich thich cang cao
Tir két qua thu duoc trén ddy chung t6i chon loai méi truong sé 19 cho

muc dich nhan cum chdi (sau ddy mai truong nay ky hiéu 1a A2).
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Vi du 4: Tao ré in vitro

Cum chdi tir méi truong A2 duoge tach ra lam 2 phan: Loai cy chiéu cao
khoang 3cm, 3 — 4 cip 14, dong déu s& duoc cét va chuyén sang mdi trudng tao
r& MS + 30g/l dudng + 0,5mg/l IBA + 100ml/l nudc dira dé tao cay hoan chinh,
loai khong ¢6 ré va nhitng khdi chdi non duoc cit nho va cay lai vao méi truong
A2 dé xoay vong nhan nhanh.

Vidu5: Cam Ung cay

Chuyén binh dinh lang di c6 ré ra ngoai anh séng tu nhién trong nha ludi
tir 7 — 10 ngdy dé cdy con thich nghi dan vé6i anh sang tu nhién. Néu thoi tiét
néng can phai che lugi den véi do che sang 50%.

Tién hanh, mé 30% nép binh dé cay con thich nghi dan dan véi am do
khong khi. Sau 2 dén 3 ngay thi mé 100% nap binh dé cay con thich nghi hoan
toan voi nhiét d6 va am do khong khi.

Sau 2 tudn khi ciy con dat céc chi tiéu: Cay con cao 3 — Scm, s 4 tir 4 —
6 14, s6 18> 7 1&, chiéu dai ré > 3cm c6 thé ra ngdi cay.

Hi¢u qua dat dugc cia sing ché

Quy trinh nhan gibéng in vitro cdy dinh lang theo sing ché co thé tao ra
hang tram triéu cay con. Pap tng nhu cau cdy giéng dinh lang trén thi truong va
1a tién dé dé tao ra cac ving trong dinh ling chuyén canh phuc vu san xuét va
bao ché dugc liéu cling nhu xuét khau sang cac nude 1an can. Viée ap dung quy
trinh s& tao ra duoc cay gidng & quy mé 1én khong phu thude vao diéu kién khi
héu, cay gidng ddng nhat vé mat hinh thai va di truyén. Pong thoi hoan toan

sach bénh, an toan cho nguoi st dung,
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh nhén giéng cdy dinh lang (Polyscias fruticosa L.Harms) bang nudi
cdy md, trong dé quy trinh nay bao gbm cac bude:

i) chuan bi mau: 14y mau ¢ céc doan than banh té dai tir 8 dén 10cm tir cay dinh
lang me 6 dén 12 thang tudi vao thoi diém budi sang khi thoi tiét nang rdo; rira
mau dudi voi nude va ngdm trong dung dich chat tay nhe (nudc rira chén hodc
x4 phong) trong 5 phut; rira sach dudi voi nude chay, trang lai 3 lan bang nudc
cit vo tring; tiép do khir tring bé mat mau bang cach cit mau thanh timg doan
dai tir 2 &én 4cm chta tir 1 — 2 mét ngu, va dung con 70% trong thoi gian 60
gidy, trang lai bang nudc cat vo tring tir 3 dén 5 1an, cac thao tac khir tring dugc
tién hanh hoan toan trong méi trudng cdy vo trung; tiép d6 khir tring kép bang
HgCl, 0,1%, lan thtr nhét trong thoi gian 9 phut, 1an thir 2 trong thoi gian 7 pht,
sau d6 mau duoc trang sach thily ngan bang nude cat vo triung tir 3 dén 5 lan;
ii)tai sinh chdi: gap ting doan than da khir triing thu duoc ¢ bude i) dat trén bé
mat gidy tham; sau d6 cit ting doan mau c6 it nht 1 mét ngu, loai bd phan gbe
& timg doan than dé hoa chat khir tring khong ngdm sdu vao méu vat, ciy mau
vao moi trudng nudi cdy 1a mdi trudng MS cé bd sung sucroza 20g/l, BA Img/1,
nude dira 100ml/I va thach 5g/l, theo hudng thang ding, duy tri d6 pH ctia méi
truong nuodi cady nam trong khoang tir 5,6 dén 5,8, duy tri thoi gian giai doan
tai sinh choi tlr 3 dén 4 tun;

iii) tao cum chdi: chon chdi ¢6 chiéu cao tir 2 dén 3cm thu duoc tir bude tai sinh
ii) & trén, tién hanh cat choi va xiét chdi dinh, cdy choi theo hudng thing dimg
véi mat do cdy 1a 1 chdi/binh vao moi truong nhan nhanh dé tao cum choi [a moi
truong MS c6 bd sung sucroza 30g/1, kinetin 0,5mg/l, IAA 0,3mg/l, nuéc dira
100ml/1 va thach 5g/l, duy tri d6 pH clia mdi trudng nudi cay nam trong khoang
tir 5,6 dén 5,8, thoi gian cdy chuyén nam trong khoang tir 3 dén 4 tudn véi didu
kién cuong do chiéu sang ndm trong khoang tir 2000 dén 3000 lux, duy tri nhiét
d6 nam trong khoang tr 25 dén 28°C va thoi gian chiéu sang trong ngay 1a
12h/ngay;

iv) tao ré: chon céc chdi dinh ling dat chiéu cao 16n hon hodc bang 2cm, ciy
thang, cting cap, ¢ tir 3 — 4 14 thu duoc tir budc iii) chuyén sang méi trudong tao
ré la moi truong MS ¢ bo sung IBA 0,5mg/l, nudc dira 100ml/] va thach 5g/1,

trong d6 chdi dinh lang duoc cdy theo hudng thang ding vao méi truong tao ré
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v6i s6 lugng 15 chdi/ binh (binh tru thé tich 250ml), duy tri do pH cia méi
truong tao ré nam trong khoang tir 5,6 dén 5,8, sau 3 tudn, cdy cimg cap chuyén
cay sang budc cam Umg cdy v) dé lam quen dan vé6i diéu kién tu nhién;

v) cam tng cdy: chuyén binh dinh lang da ra ré& thu duoc & bude iv) ra ngoai
anh sang tu nhién trong nha ludi trong thoi gian tir 7 dén 10 ngay dé cay con
thich nghi dan vé6i diéu kién tu nhién, néu thoi tiét ning can thiét phai che luéi
den v6i d6 che sang 50% ; tién hanh mé 30% nép binh dé cdy con thich nghi dan
dan véi do am ctia khong khi, sau tir 2 dén 3 ngay thi mo 100% nép binh dé cay
con thich nghi hoan toan véi nhiét do va do am clia moi truong; khi cay con dat
céc chi tiéu: cdy con cao tir 3 dén Scm, s 14 tir 4 dén 6 14, sb r& 16n hon hodc

bang 7, chiéu dai ré 16n hon hoac bang 3cm thu dugc cay con giong dat yéu cau.
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Hinh 1
Cay me c6 ham lugng dugc hoc cao, sach
bénh, sinh truéng phat trién tdt
Budce 1: Khir tring doan than chtra mét
" ngi tao vit liéu khoi dau
ﬂ Khtr trung: HgCl, 0,1%, 16 phut
Buéc 2: Téi sinh chdi
§ MBbi truong tai sinh chi
< MS + sucroza 20g/l + BA 1mg/l +
- nude dira 100ml/1
Buéc 3: Tao cum choi
\%ﬁ o Moi truong tao cum choi
= (g MS + sucroza 30g/1 + KI 0,5mg/l + IAA
i © 0,3mg/1 + nudc dira 100ml/1
re) .
Budc 4: Tao ré
. Méi truong tao ré
'<§ MS + sucroza 30g/1 + IBA 0,5mg/l +
j" nudce dira 100ml/1
« Budce 5: Cam tng cay
g
<3
E I
™
Cay con cao 3 — 5cm, sblat 4—6,s6ré>

7 re, chiéu dai ré > 3cm

v
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Hinh 2

Hinh 3

Hinh 4
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Hinh 5

Hinh 6
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Hinh 7

Hinh 8
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Hinh 9

Hinh 10
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Hinh 11
. Néng do Nong d§ trong dung Dung tic’h dl\lAI.lg
Dung dich me (mg/]) dich me cho 1 lit méi
(g/200 ml) truong
MS1: KNOs 1900 19
KH,PO, 170 1,7 >0ml
NH4NO3 1650 (x10) 16,5
MgSO, 370 3,7
MS2: CaCl,.2H20 440 (x20) { 6,64 10ml
MS3 : H;BO; 6,2 0,124
MnSO44H,0 22,3 0,338
CoCl,.6H,0 0,025 0,5x 10
CuS0,4.7H,0 0,025 | (x20) )| 0,5x 107 10ml
ZnS0,7H,0 8,6 0,213
Na,MoO,2H,0 | 0,25 5x 107
KI 0,83 16,6 x 107
MS4: FeSO4 27,8 { 0,556 10ml
Na2EDTA 37,3 (x20) 0,746
MSS5: Myo-Inositol 100 2
Thiamine . HCI 0,1 2 x 107
Pyridoxine.HCl 0,5 (x20) 10x 107 10ml
Acid nicotic 0,5 10x 107
Glycine 2 40x 107
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