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Linh vue ky thuit dwgce dé cap

Gidi phap hitu ich thugc Iinh vuc cong nghé sinh hoc thue vat, cu thé 1a giai phép
hitu ich d& cép dén quy trinh nhan gidng cay Dang sdm (Codonopsis sp.) bang nudi

cdy mé.
Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Cay Dang sam (Codonopsis sp.) thuoc ho Hoa Chudng (Campanulaceae), 1 loai
cly thao séng nhiéu nam, than leo, dai tir 2 dén 3m, phan nhanh nhiéu. Ciy Pang sim
¢6 ré cu hinh tru dai, phéan nhanh, mau vang nhat, 14 don, moc déi, hinh tring hoic
hinh tim. c& 2-5 x 2-4.5 ¢cm, mong, mém, mau xanh 14 ma, mat dudi c¢6 16ng nhung
tréng, mep nguyen hodc cé rang cua tu, cuéng 14 dai tir 3 dén 7cm. Hoa moc don doc &
k& 14, hinh chuéng, mau tring hoic hoi vang, hong ¢6 van tim. Pai ¢6 5 thuy, hinh méc
nhon, hoi dinh nhau & gbc. Trang 5 thuy, hinh tam gidc nhon, nhi c6 5, bau 5 6. Qua
mon.g, 5 canh, khi chin mau tim. Hat nhiéu, tron, nhd, mau vang nau.

O Viét Nam, cdy Dang sdm moc rai rac tir cac tinh Lai Chau, Dién Bién dén Kon
Tum, Lam Ddng. Day 1a loai cay duoc li¢u quy, c6 gia tri cao trong nganh y hoc ¢b
truyén & Viét Nam. Cay Dang sam da duoc ghi trong Séach D6 Viét Nam (1996) véi cép
danh gid "s€ nguy cép" (Béc V) va Danh muc Thuc vt rimg, Dong vat rimg nguy cz‘ip,
quy hiém (nhém 2) cua Nghi dinh s6 32/2006/ND - CP ngay 30/3/2006 cta Chinh phu
dé han ché khai thac, sir dung vi muc dich thwong mai.

bang sam ¢6 tac dung bd ngii tang, nang cao thé luc, tang sirc déo dai, ting
cuong kha nang mién dich cho co thé, c6 tac dung ich huyét, sinh tan dich, chdng mét
méi, giam stress. B phan dung lam thudc duy nhét cia Dang sam la ré. R& cay Dang
sam chira saponin triterpen va steroit. Quan trong la hop chat saponin tripterpen ¢o tac
dung chdng stress, chdng trAm cam, chéng oxy hoa tét.

Da ¢6 nhiéu nghién ciru ti sinh cdy bang sam nhim dap tmg nhu cau vé gidng
cdy Dang sam ngay cang lon. Viéc cung cép cay gidng bing phuong phép nhén giéng
tu nhién tr hat khong du dép tmg nhu ciu cua thi truong. Trude thyc trang do, cung
vGi nhirng loi ich da biét cta nudi ciy mé té bao nhitng nam gan déy co mot sd nghién

clru v€ nhan giong in vitro ciy Dang saim va di co cong bo trén nhiéu tap chi.
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Tac gia Truong Thi Bich Phugng va cong su (2015) da tién hanh nghién ciru
nhdn gidng in vitro ciy Pang sdm (Codonopsis sp.). Két qua cho thdy dinh chdi va
doan than mang chdi ngu cua cdy Dang sdm dugc khir tring bang HgCl, 0,1% trong
thoi gian 3 phiit két hop voi nano bac 40 ppm trong vong 20 pht 1a thich hop nht, ti
18 sdng dat 73,24%. Mbi truong MS c6 bd sung két hop 0,2 mg/l TDZ véi 2,0 mg/1 2,4
D la thich hop nhét cho tao callus. Sau 4 tudn nudi cdy, chdi tai sinh tir callus t8t nhét
trén mdi truong MS c6 bo sung 0,5 mg/! kinetin két hop v6i 0,2 mg/l NAA, sé chdi dat
dugc 18,14 chdi/mAu. Méi trudng thich hgp cho sy nhan nhanh chdi 1a MS ¢6 bé sung
1,0 mg/l kinetin va 0,2 mg/l NAA, s6 chdi dat duoc 14 26,00 chdi/mAu. Chdi tao ré tt
trén moi trudong MS c¢6 bd sung 1,5IBA va dat 31,00 r& va r& dai 1,7 cm sau 4 tuin
nudi cdy.

Y. H. Zhang va cong su (2011) da nghién cttu cam tng tao da chdi tir chdi ngu
ctia cdy Codonopsis pilosula (Franch.) Nannf. Két qua thu dugc 75% chdi ngu tai sinh
trén moi truong MS véi 1 mg/l BA, 0,5 mg/l NAA, 30 g/l dudng va 7g/1 thach véi 15-
18 chdi. Nhitng chdi cao 2,5-3 cm duge cdy sang moi truong tao r& MS vai 1,5 mg/l
IBA, sau 3 tudn 100% s chdi tao ré.

Céc cong trinh nghién citu trén c6 cac két qua cong bd 1a tuong dbi khéac nhau.
Nhung déu ¢ diém chung la st dung mdi truong MS két hop vé6i viée st dung két hop
2 chat diéu hoa sinh trudng nhu: BA + NAA hay kinetin + NAA d& phan biét héa té
bao sinh dudng thanh té bao toan ning va tir d6 biét hoa thanh t& bao sinh trudng dé
ning cao hé sb nhan gidng. Tuy nhién, qua trinh phan biét hoa thuong kéo dai va viée
két hop nhiéu phytohormon nay trong thoi gian dai khong chi e ché qua trinh phéat
trién cta chdi nudi cdy din t6i hé s nhan chdi thdp ma con thu duoc cac cdy gibng
yéu, ty 1€ sdng ngoai vudn wom thap.

Bén chit ky thuit ciia giai phap hiru ich

Giai phéap hiru ich nham giai quyét cac vin d& néu trén, theo dé giai phép hitu
ich dé cap dén Quy trinh nhén gidng cdy Dang sam (Codonopsis sp.) béng nuoi céy
md, trong d6 quy trinh theo giai phap hitu ich diéu chinh ché do khir tring nhim thu
duge miu c6 ty 1& nhidm thdp va nhan chdi truc tiép tir mét ngu ctia chdi nach ma
khong qua giai doan phan biét hoa tao mé seo. Quy trinh cling két hop viéc sir dung
hop chét diéu tiét sinh truéng két hop véi cac hop chit tw nhién, cu thé 13 nude dira, tir

do giam dugc thoi gian nuoi cdy, tang hé sd nhan va chét lugng cay gidng thu duoc.

-3-



2339

Theo d6, quy trinh nhén gidng cdy Dang sim (Codonopsis sp.) bang nudi cy mo
duoc dé xudt, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) tao vat liéu nhan giéng v trung béng cach thu nhan cac doan than banh té tir
cdy Dang sdm (Codonopsis sp.), rira sach bang nudc va ngim trong dung dich xa
phong loang trong 5 phut, sau khi rira lai bing nuéc cit vo tring, mau dugc lic bing
dung dich nudc javen 60% trong 5 phiit va trang lai bang nude cit vo tring 3 14n; tiép d6
mau duoc cit thanh timg doan ¢6 tir 1 dén 2 mét ngi va ding con 70% khi tring bé
mat trong 60 gidy roi trang lai bang nudc cét vo tring tir 3 dén 5 1an; cudi cling mau
duoc khir trung bang HgCl, 0,1%, 1an thtr nhét trong thoi gian 3 phut, 1an thir 2 trong
thoi gian 4 phut rdi trang sach thity ngan bang nudc cét vo tring 5 14n thu dugc vat
liéu nhan gidng vo trung;

b) tai sinh chdi bang thdm hét nudce c6 trén vat liéu nhan gidng vo tring gidy
thim va loai bod phén trang & ting doan than dé hoa chét khir trung khéng ngdm sdu
vao mau vat, sau d6 cdy miu vao méi truong nudi cdy bao gdbm céc thanh phin:
112MS, 20 g/l dudong, 100mg/1 inositol va 5,5 g/l thach, theo huéng thing ding, duy tri
do pH cia mdi truong nudi cdy nam trong khoang tir 5,6 dén 5,8, thoi gian nudi cy
tai sinh choi tir 3 dén 4 tudn thu dugc chdi tai sinh;

¢) nhan nhanh chdi béng cach cét chdi tai sinh thu duogc & trén, cit b6t 14 va xiét
chdi dinh. sau do cdy chdi theo huéng thing dimg vao moi trrong nhan nhanh bao
gém cac thanh phén: 12MS, 1 mg/l BA, 100 ml/l nuéce dira, 100mg/1 inositol, 30g/1
duong va 5,5 g/l thach, duy tri d6 pH ciia méi trudng nudi cdy ndm trong khoang tir
5,6 dén 5.8, cy chuyén sang moi truong méi sau khoang tir 4 dén 5 tudn, cuong do
chiéu sang nam trong khoéng tr 2000 dén 3000 lux, quang chu ky 12 gio/ngay, nhiét
do nam trong khoang tur 22°C dén 25°C thu duoc cac cum choi tai sinh;

d) bdi dudng chdi bing cach tach roi céc chdi trong cum chdi tai sinh va céy lén
mdi trudng bdi dudng chdi bao gdm cac thanh phan: 1/2MS, 100 ml nuéc dura,
100mg/I inositol, 30g/l dudng, 5,5 g/l thach, duy tri d pH ctia mdi trudng nudi ciy
nam trong khoang tir 5.6 dén 5.8, thoi gian cdy chuyén nim trong khoéang tir 4 dén 5
tuan thu dugc cac chdi Pang sam,;

e) cam ung tao ré cho chdi Dang sam bang cach cdy cac chdi Dang sam dat chiéu
cao trén 3 cm, than thang, climg cap, ¢o tir 2 dén 3 cap la thu & bude d) vao moi trudng

tao ré bao gdm cac thanh phan: 12MS, 0,5 mg/l IBA, 100 ml/l nuéc dira, 100mg/1
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Inositol, 15g/1 dudng va 5,5 g/l thach, chdi dugc céy theo chiéu théng dung, duy tri do
pH cua moéi trudong tao ré& nam trong khoang tir 5,6 dén 5,8, sau 3 tudn thu dugc cay
Pang sdm nudi cdy md; va

f) thu cay Dang sam gidéng bang cach chuyén cac binh chtra cay Dang sam nubi
cdy md thu dugc tir bude e) ra nha luéi che sang 50% trong thoi gian tir 10 dén 15
ngdy, sau d6 m& 30% nip binh nudi cdy mo cdy thich nghi dan véi do 4m khong khi,
sau khi rira sach moi truong dinh bam, trong cdy 1én gia thé vo trung thu dugc cay

Dang sdm gidng ¢6 chicu cao khodng 5 cm, ¢o tir 2 dén 3 cip l4.
Mo ta van tit cac hinh vé

Hinh 1: Thé hién so db quy trinh nhan gibng in vitro cdy Pang sam.

Hinh 2: Anh chup két qua thu dugc mau giai doan tai sinh.

Hinh 3: Anh chup két qua mu cay Dang sdm giai doan nhan nhanh chdi.

Hinh 4: Anh chup két qua miu cdy Pang sim giai doan tién ra ré.

Hinh 5: Anh chup két qua miu Dang sam tai sinh hoan chinh.

M0 ta chi tiét giai phap hiru ich

Dudi day, giai phap hiru ich s& dugc minh hoa bang cac phuong an thuc hién cu
thé, tuy nhién céc phuong an thuc hién ndy chi nhim lam rd ban chét cia giai phap
chir khong nham giéi han pham vi yéu cau bao ho cua giai phép hitu ich.

Cac hop chat phytohormon, vi du axit 2,4 — dichlophenoxy acetic (2,4D), benzin
adenin (BA), axit indole butyric (IBA), 6-Furfurylaminopurine (kinetin), axit « -
Naphlene axetic (NAA) 1a nhitng chit da biét trong linh vyc k¥ thudt nay va duoc st
dung rong rdi va da biét bai ngudi ¢ hiéu bidt trung binh trong linh vuc k§ thuét nay.
Cac hop chét nay 1a da biét va co thé mua trén thi truong.

Cac diéu kién nudi cdy, thao tac cdy va cac ky thuét lién quan dén viéc nudi cy
md duge thuc hién trong diéu kién vo trung, cac mdi trudng nudi céy déu duoc khir
trung, vi du, bang phuong phap hip tiét tring trong diéu kién 120°C trong 20 phit dé
loai bd mam bénh tap nhiém. Cac ky thuét nay la da biét va c6 thé thuc hién duogc boi
ngudi ¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuét nay.

Vit liéu duge st dung dé lam trong Cay Dang sdm (Codonopsis sp.) thudc ho
Hoa Chuéng (Campanulaceae), 1a loai cay thao sdng nhiéu nim, than leo, dai tir 2 dén

3m, phan nhanh nhiéu. Vat li¢u nhan giéng la cac doan than banh té c6 céc mét ngt.
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Quy trinh nhan giéng cdy Dang sam (Codonopsis sp.) bing nuoi cdy mé theo giai
phap hitu ich bao gém cac budc: a) tao vat lidu nhan gidng vo trang; b) tai sinh choi;
¢) nhan nhanh chdi; d) bdi dudng chéi; e) cam ing tao ré cho chdi Pang sam; f) thu
cay Dang sam gidng.

Trong budc tao vat liéu nhan giéng vé trung, cdy Dang sam khoée manh duoc lua
chon. Tién hanh thu nhan cac doan than banh té tir cdy bang sam (Codonopsis sp.)
khong bi sau bénh, dédp nat, 19i bd 14 va rira sach béng nudc béng chdi l6ng. Vat liéu
sau d6 duoc ngdm trong dung dich xa phong lodng trong 5 phut. Mau sau khi ngdm
duoc rira lai béng nudc cit vo tring. Qua4 trinh rira tot nhét duoc thuc hién 3 lan. Tiép do,
mau duoc lic bang dung dich nudc javen 60% trong 5 phit va trang lai bang nudce cit vo
tring 3 lan. Céc thao tac duge thuc hién nhe nhang, tranh ton thuong, dap mau. Sau d6
mau dugc cit thanh timg doan c6 tir 1 dén 2 mét ngt va ding cdn 70% khir tring bé
mat trong 60 gidy roi trang lai bang nudc cit vo trung tir 3 dén 5 1an. Cuébi cling miu
duge khu tring bang HgCl, 0,1%, 1an thir nhét trong thoi gian 3 phut, 1an thit 2 trong
thoi gian 4 phat rdi trang sach thity ngan bang nudc cit vo trang 5 1an thu dugc vat
liéu nhan gidng vo trung;

Vit liéu nhan gidng sau khi khi trung c6 ty 16 mau sdng khong bi nhiém
khuan dat 76,12 %.

Trong budc tai sinh chdi, tién hanh bang thdm hét nuée co trén véat liéu nhan
gidng vo tring bing gidy thdm. Sau do cit bo phan tring & tirng doan than dé hoa chét
khtr tring khong ngam sau vao mau vat. Mu duoc cdy vao moi truong nudi cdy bao
gdm cac thanh phan: 1/2MS, 20 g/l dudng, 100mg/l inositol va 5,5 g/l thach, theo
huéng thang dung. Do pH cta mdi truong nudi cdy nim trong khoang tir 5,6 dén
5,8, thoi gian nudi céy tai sinh choi tir 3 dén 4 tudn thu duogc chdi tai sinh.

Chéi tai sinh thu dugc khoe manh, khong bi nhiém ném, khuén, phat trién
binh thuong trong mai trudng nuoi céy.

Trong budc nhan nhanh chdi, tién hanh cit chdi sau khi dugc tai sinh. Tién hanh
cit b6t 1a va xiét chdi dinh. Tiép d6 cly chdi theo huéng thing dimg vao moi trudong
nhan nhanh bao gdm cac thanh phan: 1/2MS, 1 mg/l BA, 100 ml/l nuée dura, 100mg/1
inositol, 30g/l dudng va 5,5 g/l thach. Duy tri o pH clia méi trudng nuéi ciy nim
trong khodng tir 5,6 dén 5,8. Mdi chu ky cdy chuyén sang moi treong maéi khoang tir 4

dén 5 tuén. Cudng do chiéu sang nim trong khoang tir 2000 dén 3000 lux. Quang chu
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ky 12 gio/ngay va nhiét d6 nudi cdy nim trong khoang tir 22°C dén 25°C. Két qua thu
duoc cac cum chdi tai sinh phat trién map, xanh.

Trong budc bdi dudng chdi, tién hanh bang cach tach roi cac chdi trong cum chdi
tai sinh va cdy 1én méi truong bdi dudng chdi bao gdm céc thanh phan: 1/2MS, 100 ml
nudc dura. 100mg/1 inositol, 30g/l duwong, 5,5 g/l thach. Duy tri dd pH ctia mdi trudng
nudi cdy nam trong khoang tir 5,6 dén 5,8. Thoi gian cdy chuyén nim trong khoang tir
4 dén 5 tudn thu duoc cac chdi Dang sim. Qua trinh nay nhdm bdi dudng chdi khoe
manh, dam bao vé chiéu cao nhim thu duoc cdy gidng ddng déu & giai doan sau.

Trong budc cam tng tao ré cho chdi Pang sdm, tién hanh tach timg chdi Pang
sam dat chiéu cao trén 3 cm, than thing, cimg cap, ¢6 tir 2 dén 3 cip la. Cac choi nay
duoc cdy 1én moi truong tao ré bao gdm céc thanh phan: 1/2MS, 0,5 mg/l IBA, 100 ml/l
nude dira, 100mg/1 Inositol, 15g/l1 dudng va 5,5 g/l thach. Chdi duogc céy theo chiéu
thang dung, duy tri do pH ctia mdi trudng tao r& nam trong khoang tir 5,6 dén 5,8.
Thoi gian xuét hién ré tir 2 tudn sau khi cdy chdi vao moi truong tao ré. Sau 3 tuln ré
dai, thu duogc cdy Pang sim nudi cdy mo cdy cung cap va c6 thé dua cdy moi truong
thich nghi véi diéu kién ty nhién.

Giai doan nay thu dugce cdy Dang sdm nudi cdy mé co sb lugng 1é/cay khoang
35,37 ré. chiéu dai ré khoang 2 cm, cdy con cling cép va, chidu cao cdy khoang 5 cm.
Céy bang sdm nuéi cidy mé giai doan nay van nim trong dng nghiém,

Trong budc thu cdy Dang sim gidng, tién hanh chuyén céc binh chta cdy Dang
sam nudi cdy mo thu duge & trén ra nha ludi che sang 50%. Thoi gian thich nghi trong
khoang tir 10 dén 15 ngay. Tiép d6 m& 30% ndp binh nudi cdy md dé cdy thich nghi
dan voi do 4m khong khi. Sau khi dua cay ra khéi éng nghiém, tién hanh rira sach moi
truong dinh bdm va trong cdy 1én gia thé vo tring. Két qua thu duoc cdy bang sdm
gidng c6 chiéu cao khoang 5 cm, c6 tir 2 dén 3 ciip 14. Cay phét trién khée manh trong
diéu kién tu nhién.

Vi du thwe hién giai phap hiru ich
Vi du 1: Chudn bi moi truong nudi ciy

Céc thanh phan dinh dudng dung trong pha ché méi truong nudi cdy duge pha
thanh 5 dung dich me nhu sau:

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

vao 1 lit nuéce cét, bao quan & 4°C. Sir dung 20 ml MSI/lit méi trudng MS nudi cdy.
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Thanh phan Trong luong (g)
KNO3 95
KH,POy4 17
NH;NO; 82,5
MgS0, 18,5

Dung dich MSII: Can 44 g mudi CaCl,.2H,0 hoa tan trong 500 ml nuéc cét, sau
do bo sung nudc cét 1én thé tich 1 lit. Bao quan & 4°C. Sur dung 10 ml MSII/lit mbi
truong MS nudi cdy.

Dung dich MSIII: Mubi khoang vi lugng - Can luong mubi khoang nhu liét ké
dudi day vao 1lit dung dich gde. Str dung 10 ml MSIII/lit moi truong MS nudi céy.

Thanh phan Trong lugng (mg)
H;BO; 620
MnSO, H,0O 1690
CoCl,.6H,O 2,5
CuS0,.7H,0 2,5
ZnS047H,0 860
Na,MoO, 2H,0 25

KI 83

Dung dich MSIV: Thanh phan sit - Céan lugng mudi néu duéi day. Pha riéng
tirng chét trong 200 ml nudc néng 80°C. Sau d6, hoa 2 chét véi nhau t&i khi xuét hién

mau vang chanh, bd sung nudc cit 1én thé tich 11it.

Thanh phan Trong luong (g)
FeSO4 2,78
Na2EDTA 3,73

Dung dich MSV: Thanh phin hitu co va vitamin. Can lugng cac chit nhu trong
bang dudi ddy. Pha trong nuée cét hai 1an thanh 1 lit. Bao quan & 4°c. Dung 10 ml cho

moi lit moi truong.

Thanh phan Trong lugng (mg)
Myo-Inositol 10000
Thiamine. HCI 10
Pyridoxyne.HC] 50

AXit nicotinic 50

Glyxin 200




2339

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

Dung dich IBA (Indole butyric acid): C4n 50mg IBA cho vao cbc dong sach, nhd
tir tlr ting giot NaOH 1N ngudy déu cho t6i khi tan hoan toan. Dung nuéc cét dé 1én
thé tich 50 ml. Bao quan dung dich trong lo ntit mai 50ml & 4°C.

Nudce dira: Nudce dira thu true tiép tir qua dira kho, kiém tra ting qua dé tranh
nhitng qua nudce bi Ung thdi. Co thé dong thanh timg phan, mdi phan 200 ml va bao
quan trong tu da.

Tién hanh pha ché moi truong 1/2MS: Mbi mé 3 lit

Phan 1: Céan 16.5¢ thach vao ndi kim loai, thém 1 Iit nuéc cét, dat 1én bép dun
cho thach tan hoan toan.

Phan 2: Can 90g dudng vao cbc dong c6 dung tich 1lit, dong 30 ml dung dich
MSI, 15 ml mdi loai cta céc dung dich tir MSII dén MSV néu trén (Vi quy trinh st
dung 2 MS nén cdc dung dich giam di 1 ntta). Dung dich BA, IBA tuy theo ndng o
cua tung loai mdi truong ma dong lugng dung dich thich tng. Vi du khi pha 3 lit mo6i
truong nhan nhanh (méi trudng A2) c6 cong thire 1/2MS + 1 mg/l BA + 100 ml nudc
dira + 100mg/l Inositol + 30g/l dudng + 5,5 g/l thach thi dong 3 ml BA va 300 ml
nude dira. Khudy tan déu céc thanh phan, ding dung dich NaOH IN diéu chinh do pH
=58

Tron hai phan v6i nhau bd sung thém nuéc cit cho du 3 lit. Dung éng dong chia
moi trudng vao cac binh tam gidc loai dung tich 250ml mdi binh 35ml méi truong, day
bang nit bong hodc ti bong kinh va khir trung 20 phit & 121°C, 1atm. Bao quan & noi
kho va mat téi da 6-8 tudn,

Vidu 2: Tao vit li¢u nhin gié'ng Vo trung

Mau DPang sam sir dung la cac doan than banh té chira mét nga ldy tir cdy me.
Mau durgc cat vao budi sang khi thoi tiét néng réo.

- Khtr trung so bo:

+ Tién hanh b6 14 va rira mau dudi voi nude chay bing chéi long.,

+ Vat liéu sau d6 dugc ngdm trong dung dich xa phong loang trong 5 phiit.

+ Mau sau d6 duogc rira sach dudi voi nude chay, trang lai béng nudc cit vo

trung 3 lan.
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+ Lac bang dung dich javen 60% trong vong 5 phut, trang lai biang nude cit
vo trung 3 lan
- Khtr triing bé mat bang cdn:

+ Mau dugc cat thanh timg doan chira tir 1-2 mét ngg.

+ Khir tring bang cén 70% trong thoi gian 60 gidy sau d6 trang lai bang nudc cit
vo tring 3 - 5 lan.

- Khir tring bang HgCl,:

+ Mau dugc khu trung kép bang HgCl, 0,1%, 1dn th nhét trong thoi gian 3
phut, 1an thtr 2 trong thoi gian 4 phit.

+ Mau dugc trang sach thity ngan bang nudc ct vo tring 5 an.

M4u dugc cdy vao moi truong nudi cdy dé kiém tra hiéu qua khir tring. Két qua
thtt nghiém diéu kién khir tring dén ty 16 mau vo tring thu dugc cua cdy Dang sam
dugc trinh bay trén Bang 1.

Bang 1. Két qua anh hudng cita thoi gian khir trung bang HgCl, 0,1% dén hiéu qua vo

trung vat liéu nudi cay choi Dang sdm (Codonopsis javanica)

Cong thirc | |01 &lan | S0 lugng b clﬁertn . Tyntlléié?qnéu Tghl:nr;iilseorﬁg
(phuy) - may (%) (%) (%)
1(P/C) 0 60 0 100 0
2 5 (2+3) 60 0 55,67 4433
3 7 (3+4) 60 2,41 18,44 79,15
4 9 (4+5) 60 20,67 11,95 67,38

Két qua cho thdy khi kht tring bang HeCl, 0,1% dén hi€u qua v tring nudi cay
chdi Pang sim. Qua bang c6 thé thiy khi khir trung kép 3 va 4 phit cho hiéu qua khtr
trung 1a tot nhat
Vi du 3: Tao cum chéi tic mau nudi cdy va boi dudng choi

Nhirng chdi khong bi nhiém nidm khuin sau giai doan tai sinh s& cit ha, dung dao
nhon xiét chdi dinh va cy chuyén sang moi trudng tao cum chdi gdbm MS va chit kich
thich sinh truong, nudc dira. Bang 2 duéi day thé hién 15 cong thuc (CT) da thu
nghiém dé nghién ciru anh huong ctia ndng do chat kich thich sinh truéng va ndng do
nuéc dira dén kha ning tao cum chdi cta cay Dang sdm in vitro. Qua bang nay, c6 thé
thdy & cong thuc sb 13 ¢6 tac dung kich thich phat sinh cum chdi thich hop nhét cho

muc dich tao cum chdi ctia quy trinh.
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Bang 2: K&t qua tao cum chdi tir manh mé nudi cay in vitro clia cdy Pang sim

(Codonopsis javanica)
‘ Néng d6 chét kich thich sinh
Thanh phan co . . , Tao cum
CT ) trudng, dich chiét hiru co bo N
ban choi
sung
I 0 mg/l BA
2 0,5mg/l BA +
3 1,0 mg/l BA ++
4 2 mg/l BA +
7 0 mg/1 kinetin
MS + 30 g/l T
8 0,5mg/1 kinetin +
duong + 100 .
9 o Img/1 kinetin +
mg/I inositol + —
10 1,5 mg/1 kinetin +
5.5 g/l thach :
I 2 mg/l kinetin +
12 Img/l BA + 50 ml nu6c dira +++
13 Img/l BA + 100 ml nuéc dira ++++
14 Img/l BA +150 ml nuéc dira +++
15 Img/l BA200 ml nuGc dira +++

*Ghi chu: S8 luong déu + cang nhidu mirc do kich thich cang cao
Tu két qua thu duge trén day ching tdi chon loai méi truong sé 13 cho muc dich

nhan cum chbi (sau ddy moi truong nay ky hi¢u 1a A2).

Cum chdi trong mdi truong A2 s& duoc tach ra lam 2 phan: phan chdi cao va
phan choi thap. Phan chdi cao dugc cdy chuyén sang mdi truong bdi dudng chdi co
cong thire Y2 MS + 100 ml nuée dira + 100mg/1 Inositol + 30g/l duong + 5,5 g/1 thach.

Thoi gian cdy chuyén cac chdi nim trong khoéng tir 4 dén 5 tudn thu duogc cac
chdi Pang sam.

Vi du 4: Tao ré cho chéi Ping sam

Choi tir moi trudng bdi dudng chdi duoc tach ra lam 2 phan: nhitng cum chéi
thap, non va nhitng cdy chiéu cao khoang 3 cm, 2-3 cdp 14, ddng déu s& dugc cit va
chuyén sang méi truong tao ré: 1/2MS + 0,5 mg/l IBA + 100 ml nude dira + 100mg/1
Inositol + 15g/I duong + 5,5 g/l thach dé tao cdy hoan chinh, nhitng khdi thdp, chdi

non dugc cdt nhd va cay lai vao méi truong tao cum chodi dé ti€p tuc nhan nhanh chi.

-11-



2339

Vidu5: Cam irng cay

Chuyén binh Pang sdm da c6 ré ra ngoai anh sang tu nhién trong nha luéi tir 10-
15 ngay dé cay con thich nghi din véi 4nh sang ty nhién. Nha luéi duge chuén bi véi
ludi che ning 50%. Sau d6 mé 30% nép binh nudi cdy mo cay thich nghi dan véi do
am khong khi, sau khi rtra sach méi truong dinh bam, tréng cay 1én gia thé vo trung

thu dugc cdy Pang sam giéng co chiéu cao khoang 5 cm, ¢c6 tir 2 dén 3 cap la.
Hi¢u qua dat dwgc cia giai phap hiru ich

Quy trinh nhan giéng cay Dang sdm bang nudi ciy mo theo giai phap hitu ich cé
thé nhan nhanh mét luong Ion cdy Pang sdm trong thoi gian ngin chi phép dap ung
nhu cau cdy gidng trén thi truomg. Bang cach thay ddi diéu kién khir trung, diu kién
nudi cdy va méi truong nudi cdy, quy trinh theo giai phap cho phép phat trién chdi
Dang sam tryc tiép tir mt ngd ma khong cin qua giai doan phan biét hoa va biét hoa
té bao ma van gitr duoc hé sé nhan chdi trong thoi gian ngén.

Quy trinh theo giai phap cho phép phat trién lugng lon cay gibng, tao tién dé phat
trién cac ving chuyén canh bang sdm phuc vu san xuit va bao ché dugc licu. Quy
trinh cho phép cung cip cdy gibng ma khong chiu anh huéng ctia diéu kién ngoai canh
tu nhién. Cay gidng thu duoc tir quy trinh theo gidi phap ddng nhit v& mat hinh thai va

di truyén. dong thoi hoan toan sach bénh, an toan cho nguoi str dung,.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh nhan gidng cdy Pang sam (Codonopsis sp.) bang nudi cdy ms, trong d6
quy trinh ndy bao gom céc budc:
a) tao vat liéu nhan giong vo tring bang cach thu nhéan cac doan than banh té tir cay
bang sam (Codonopsis sp.), rira sach bang nudc va ngadm trong dung dich xa phong
lodng trong 5 phit, sau khi rira lai bing nudc cit vo trung, mau duge lc bing dung dich
nudc javen 60% trong 5 phut va trang lai bang nudc cit vo tring 3 lan; tiép do mAu duoc
cét thanh timg doan 6 tir 1 dén 2 mét ngt va dung cdn 70% khir tring bé mit trong 60
gidly ri trang lai bang nudc cat vo trung tlr 3 dén 5 1an; cubi cing mAu duoc khir trung
bang HgCl, 0,1%, 14n tht nhat trong thoi gian 3 phut, 1an the 2 trong thoi gian 4 phat
roi trang sach thiy ngan bang nudc cit vo tring 5 lan thu dwoc vat liéu nhan gibng v
trung;
b) tai sinh chdi bang thdm hét nuée c6 trén vat liéu nhan giéng vo trung gidy thim va
loai bo phan tring & timg doan than d& hoa chit khir tring khong ngdm sau vao mau
vat, sau d6 cdy mau vao moi truong nudi cdy bao gdm céc thanh phan: 1/2MS, 20 g/l
dudng, 100mg/1 inositol va 5,5 g/ thach, theo huéng thang dung, duy tri d6 pH cua
mai truong nudi cdy nim trong khoang tir 5,6 dén 5,8, thoi gian nudi cdy tai sinh
chdi tir 3 dén 4 tudn thu duoc chdi tai sinh;
¢) nhan nhanh chdi bang cach cét chdi tai sinh thu dwoc & trén, cit bot 14 va xiét chdi
dinh, sau do cdy chdi theo huéng thing ding vao moi trudng nhan nhanh bao gém céc
thanh phé‘m: 1/2MS, 1 mg/l1 BA, 100 ml/l nuéc dira, 100mg/1 inositol, 30g/l dudong va
5,5 g/l thach, duy tri d6 pH clia moi trudng nudi cdy ndm trong khoang tir 5,6 dén 5,8,
cdy chuyén sang moi trudng moi sau khoang tir 4 dén 5 tudn, cudng do chiéu sang
nam trong khoang tir 2000 dén 3000 lux, quang chu ky 12 gid/ngay, nhiét d6 nam
trong khoang tir 22°C dén 25°C thu duoc cac cum chdi tai sinh;
d) bdi dudng chdi bing cach tach roi cac chdi trong cum chdi tai sinh va cdy 1én moi
truong boi dudng choi bao gom céc thanh phin: 1/2MS, 100 ml nuée dira, 100mg/l
inositol, 30g/l duong, 5,5 g/l thach, duy tri d0 pH ctia méi trudong nudi cdy nim trong
khoang tir 5,6 dén 5,8, thoi gian cdy chuyén nim trong khoang tir 4 d&n 5 tudn thu
duqccécché?Déngsénu
e) cam ng tao ré cho chdi Pang sdm bang cach cdy cac chdi Déng sam dat chiéu cao

trén 3 cm. than thing, clng cap, ¢6 tir 2 dén 3 cap 14 thu & bude d) vao méi trudng tao
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ré bao gom céc thanh phan: 1/2MS, 0,5 mg/l IBA, 100 mV/1 nude dira, 100mg/1 Inositol,
15g/l duong va 5,5 g/l thach, chdi duge cdy theo chiéu thing ding, duy tri d pH ciia
moi truong tao ré nam trong khoéng tir 5,6 dén 5,8, sau 3 tudn thu duoc cay Pang sam
nuoi cy mo; va

f) thu cdy Pang sim gidng bang cach chuyén cac binh chira cdy Dang sim nudi cy
mo thu dugc tir bude e) ra nha luéi che sang 50% trong thoi gian tir 10 dén 15 ngay,
sau d6 mé& 30% ndp binh nudi ciy mo cdy thich nghi dan véi d6 4m khong khi, sau
khi rira sach moi truong dinh bam, tréng cdy 1én gia thé vo trung thu dugc cdy Pang

sam gidng ¢o chi€u cao khodng 5 cm, ¢6 tir 2 dén 3 cip l4.
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HINH 1

Cay PBang sam
(Codonopsis sp.)

I

v

Tao vét li€u nhan giong vo trung

Khtr tring: HgCl, 0,1%, trong 3 phut
va 4 phut

Tai sinh choi

4 — 5 tuin

Moi truong tai sinh chdi
72 MS + 100 mg/l inositol + 20g/1 duong + 5,5 g/l
thach

Nhan nhanh chdi

4 - 5 thang
4 — 5 tudn

MBb1 trudng tao cum chdi
72MS + 1 mg/l BA + 100ml/l nuée dira + 100mg/I
inositol + 30g/1 duong + 5,5g/1 thach

dudng chdi

/2 MS + 100ml/1 nuéce dira + 100mg/1 inositol +
30g/1 duong + 5,5g/1 thach

3 — 4 tuin

Cam Ung tao ré

— > —p  —r | —>

3 - 4 tuan

MOi trudmg tao ré: ¥ MS + 0,5 mg/l IBA + 100 ml/l nude dira +
100ml/1 inositol + 15g/1 dwong + 5,5 g/l thach

Cay Dang sam gidng
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HINH 2
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