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Linh vue ky thuit dwoe dé cap

Giai phap hiru ich nay thudc linh vuc cong nghé sinh hoc thuc .Vél’[, cu thé 1a dé
cap dén quy trinh nhén gibng cay kim ngan (Lonicera japonica Thunb.) bang phuong
phép nudi cdy mo té b'a‘lo thong qua giai doan tao md seo phdi hoda (Friable
embryogenic callus) d tao ra dugc ngudn cay gibng vé6i sb luong 16n, sach bénh, dong
d2u, 6n dinh v& mit di truyén va dap tmg nhu cau cua thi trudng nganh dugc cling nhu
san xut thirc an chin nudi.

Tinh trang k§ thuét cfia giai phap hitu ich

Viét Nam duogc xem la mdt nude co nguén dugc liéu phong pht va da dang véi
s6 luong trén 3800 loai cay lam thubc trong d6 cé kim ngéan trén tong sb hon 10600
loai thuc vat va 1a thi trudng day hira hen khi nhu cdu str dung rét 16n khong chi la
thude, m§ phAm ma con 1am nguyén lidu san xuét cic loai thire an chian nudi. Viée st
dung thdo duogc - cdy kim. ngan dé san xuét thic an chan nudi & quy md nhd, 1an dau
tién duoc tac gid Ta Hung Péau nghién ctu trién khai va da duoc Cuc S& hitu tri tué
Viét Nam cip Bing doc quyén Giai phap hitu ich s6 2-0000919 ngay 07 thang 10 nim
2011. Giai phéap cua tic gia Ta Hing Dau tuy da c6 nhiéu tién bo 14 tao ra thuc phim
(thit Ign va gia cém) sach c¢6 chét lugng cao, ddm bao an toan thuc phém va gidm thiéu
6 nhiém mdi trudng, song van con mdt sd han ché nhu ngudn nguyén liéu diu vao
quan trong 1a cdy kim ngan chi dugc thu thip va nhan giéng theo phuong phép thu
cong truyén thong, nén rit kho dam bao tinh dong déu va én dinh lién tuc vé chét
lwong va sb lugng clia san pham; quy mé san xuit chua 16n, ndm 2015 méi dat 350-
400 tan/nam.

Viét Nam da va dang trén da hoi nhap siu rong véi thé gidi, trong dé c6 nganh
san xuat thirc dn chan nudi. Dé duy tri, phat trién va nang cao uy tin san phém thirc an
chdn nuéi mang thuong hiéu Viét, chung ta phai dam bao duoc ngudn nguyén liéu
duoc lidu dau vao voi sd luong 16n, c6 chét lugng cao, gid ca 6n dinh cho cac doanh
nghiép san xuét thirc 3n hoat dong. So vdi cac gia tri ma céé loai cdy thdo duoc noi

chung va céy kim ngan ndi riéng mang lai thi viéc trong cdy kim ngén hién nay chua
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duoc dau tu dang muc, thidu su quy hoach tip trung, cac phuong phép gieo trdng con
thi cong, lac hiu. Vi thé, viéc déy manh nghién ctru nhén giéng b:?lng nudi céy mo
theo quy mo cOng nghiépv dé co thé nang cao ning sudt va sb lugng cdy trong trong
thoi gian ngén nhét dap tmg dugc nhu clu tiéu thu cho thi trudong Viét Nam va trén thé
gi6i 1a didu hét st can thiét.

Trén thé gidi, dd c6 mot sb cong trinh nghién ciru vé phuong phap nudi cay
trong 6ng nghiém (in vitro) cay kim ngan. Nam 2003, Suk Weon Kim va cong sy da
tién hanh nghién ctru tai sinh ciy kim ngén (loai Lonicera japonica Thunb.) thong qua
phat sinh phdi soma tir nudi cdy phdi va nudi cdy huyén phit t& bao. Tir phoi hop tir
trudng thanh da tao dugc mo seo véi tan suét cao 46,7% trén moi truong MS co ban
c6 b sung 4,52 pM 2,4-D. Nudi cdy huyén phu té bao trén méi truong MS 16ng c¢6 bd
sung 4,52 pM 2,4-D da phat sinh rit nhidu phoi soma rdi phat trién thanh ciy con véi
tan suit 68% (Suk Weon Kim, O.S. Cheol, J.R. Liu (2003). High frequency somatic
embryogenesis and plant regeneration in zynotic embryo cultures of Japanese
honeysuckle. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 72: 277-280).

Nam 2009, Xiaoming Wang va cong su di tién hanh nghién ciru tai sinh cay
kim ngan (loai Lonicera macranthoides “Jincuilei”) thong qua giai doan tao md seo.
Trong nghién ciru nay, 14 cdy duoc nudi trén méi truong B5 ¢6 bd sung BA va 2,4-D
v6i cac nong do khac nhau. Két qua cho thiy, véi nong dd 4,4 uM BA va 2,26 uM
2,4-D sau 4 tudn la cdy da phat sinh thanh mo seo véi tan sut 86,7%. Céc md seo nay
tiép tuc duoc cdy chuyén trén méi trudng B5 ¢ bd sung 0,9 uM Kkinetin va 5,4 pM
NAA. Két qua thu duoc sau 8 tudn, 73,4% mod seo phat sinh chdi. Céc chdi nay dugc
cho ra ré trén madi truong MS/2 bd sung 14,8 uM IBA, ty 18 ra r& dao dong 98 — 100%
sau 10 ngay nudi cdy. Cdy con sau khi duoc dua ra trong trong nha kinh ty 1& séng sot
trén 90 % (Xiaoming Wang, Jianjun Chen, Yongxin Li, Qiying Nie, Junbin Li (2009).
An efficient procedure for regeneration from Leaf-derivéd calluses of lonicera
macranthoides “Jincuilei”, an important medicinal plant. Hort Science 44 (3): 746-
750).

Hui va cong su (2012) da thiét 14p dugc quy trinh vi nhén gidng hiéu qua dbi
v6i loai kim ngan Nhat (Lonicera japonica) bang viéc st dung chdi dinh. Két qua cho

thay c6 nhiéu t6 hop cho két qua tot vdi hon 5 choi tai sinh trén mdi mé cdy. D6 14 su
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két hop ctia NAA & cac ndng do 2; 6 va 9 mM hoic IAA tai 9 mM véi BAP ¢ ndng do
2:4; 5 va 8,5 mM. Méi truong ra ré duge thuc hién béng céch bd sung [AA va IBA
v6i céc ndng do khac nhau (0-5,5 mM IAA két hop vé6i 0-3 mM IBA). Tét ca nhiing
ndng do trén déu cho ty 16 ra r& hon 80%. Cac cdy con duoc dua ra dit c6 ty 16 sbng
sot 70% (Hui J. X., S.C. Wen, Z. Y. Hua, L. X. Ming (2012). Comparative study on
different methods for Lonicera japonica Thunb. Micropropagation and acclimatization.
Journal of Medicinal Plants Research Vol. 6(27): 4389-4393). Nhu Vé\y, d6i voi cac
loai kim ngan khac nhau doi hoi phai thiét 14p mot quy trinh nhan nhanh i vitro hoan
toan khac nhau.

O nuée ta, kim ngan phd bién 12 loai Lonicera japonica Thunb. Céc nghién ctru
trong nudc vé cay kim ngan thuong chi tip trung vao danh gia cic tac dung duge ly
ctia cac hop chat ¢6 hoat tinh sinh hoc c¢6 trong cdy, cac nghién ciru vé nhin nhanh céy
kimngén con rat han ché. Nam 2016, Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu
nhién, Dai hoc Qudc gia Ha N6i dd nghién ciru nhan nhanh cdy kim ngan (Lonicera
Jjaponica Thunb.) bang phuong phap tao mo seo. Md seo duoc hinh thanh tir manh 14
non va dinh chdi trong méi truong MS ¢6 bd sung 1,5 mg/l BAP trong diéu kién tdi
hoan toan. Sau bdn tudn ty 1¢ hinh thanh mo seo dat 92,31%, va chiéu dai trung binh
clia chiing dat 1,8 cm. Sau d6 cac khéi mé seo duoc cdy chuyén sang moi truong MS
b6 sung 0,5 mg/l BAP dé ting sinh trong diéu kién sang. Choi dugc tai sinh t6t nhit
trong mdi trudng MS bo sung 1 mg/l BAP v6i 100% céc khdi m6 seo c6 kha ning tai
sinh chdi, sb lugng chdi trén mot khdi mod seo tir 14 dén 20 chodi (Ngo Thi Trang,
Nguyen Thanh Luan, Pham Thi Luong Hang (2016). Study on in vitro Propagation of
Japanese Honeysuckle (Lonicera japonica Thunb.) via the callus method. Vol.32:
384-390).

Két qua nghién ciru cia cac tac gia trén cho théy, cac tac gid da nhan nhanh
dugc giéng cdy kim ngan bang cach st dung cdc cdu tric khac nhau nhu phoi soma,
mb seo, chdi dinh,... Tuy nhién khi st dung cac cAu tric nay trong vi€c nhan nhanh sé&
gép phai nhitng nhuogc diém nhu: chdi tai sinh mang cac dic diém hinh thai khong
binh thudng, s6 lwong chdi tao ra it, cac clu triic mod nay khong cé kha nang phén chia,
nhan nhanh, chi dugc duy tri trong thoi gién ngin, kha nang thoai héa cao. Viéc st

dung md seo phdi hoa s€ han ché duge cac nhuge di€ém ma céc cau tric khong phai mod
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seo phoi hdéa mang lai. Hién nay trén thé gi6i chua c6 nghién ctru nhan nhanh in vitro
cdy kim ngan thong qua giai doan tao mo seo phoi hoa (phoi vo tinh) duoc cong bd.
Chinh vi vy, giai phap hitu ich ciia ching t6i 1a cong trinh diu tién c6 tinh dot phé
méi trong nghién ciru nhan gidng cdy kim ngan. Thong qua giai doan tao mo seo phdi
hoa (phdi vo tinh) sd lu’(;mg cdy tai sinh duoc tir cac phéi vo tinh 12 rat 16n, cac ciy con
duoc tao ra sach bénh va déng nhét v& mit di truyén.
Ban chit ky thuit ciia giai phap hiu ich

Giai phap hitu ich dé cap dén viéc nhan nhanh cdy kim ngén théng qua giai doan
tao mo seo phoi hoa (Friable Embryogenic Callus - FEC). M6 seo phdi hoa 14 mét ciu
trac phdi ¢ dic diém hinh thai 6n dinh trong mét thoi gian dai néu dugc nudi cdy
trong cing diéu kién mdi truong thich hop. Ciu tric nay duge md ta nhu mét cum
tring c4 bao gom nhiéu cum té bao roi rac, kha dong nhat v6i nhau vé mat hinh dang
kich thudc va khi tai sinh cho duge chdi binh thudng véi ty 1é cao. Nho kha ning nhén
nhanh cta ciu tric md seo phdi hoa ma trong mot thoi gian ngén lugng mo seo phoi
hoa c6 thé tao ra theo cip sé nhan. Piéu nay rat c6 y nghia cho viéc tai sinh va tao
duogc lugng 16n cac cay in vitro.

Mau nudi cdy duoc dua vao mdi trudng dinh dudng nhan tao phu hop, trong
diéu kién vo trung cac té bao s& thuc hién qua trinh giai bi€t hoa dé hinh thanh md s€o.
Mb seo duoc nudi cdy trén moi trudng cam tng tao thanh céc cdu tric phdi ¢6 t6 chire
sau do6 tao phdi soma. Nudi cy té bao soma cho dén khi chung tao dugc mé seo phoi
hoa (FEC), tir md seo phoi hoa (phdi vo tinh) sé& téi sinh thanh chdi va cdy con khi cdy
chuyén chung sang méi truong dinh dudng c6 bd sung cac chét kich thich sinh trudng
v6i ndng d6 nhat dinh. Trong nudi cdy dé tao mb seo phoi hoa, sb luong chdi tai sinh
thu duoc s& 16n gip nhidu 1an so voi phuong phép tao co quan truc tiép cling nhu
phuong phap thong qua giai doan tao md seo thong thuong. Thuc té thi nghiém cho
thdy, trong mot sd truong hop néu tim ra duoc didu kién nuéi cdy thich hop (mdi
truong khodng, cac chét kich thich sinh trudng,...) c6 thé tao ngay dugc md seo phoi
hoa ma khong cin qua budc tao md seo, tao phdi soma. Diéﬁ nay c6 y nghia rit 16n
trong viéc giam chi phi cling nhu thdi gian dé tao dugc luong 16n sb cdy sach bénh va

dong nhat vé mit di truyén.
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Pé dat duoc muc dich néu trén, quy trinh nhin giéng bao gdm céc bude: chon
nguyén lidu va khir tring mAu, tao mo seo va md seo phdi hoa, nhan nhanh mo seo
phoi hoa, tai sinh chdi tir m6 seo phdi héa, tao cay hoan chinh, dua ciy ra vuon wom.

Céc budc nay dugc thuc hién nhu sau:

- Chon nguyén liéu va khtr tring mau: Cay me duoc lua chon 13 nhiing cdy sach
bénh, khée; dang trong thoi ky sinh truéng. B phan 14y mAu: chdi dinh hoic doan
(d6t) than non kim ngén c6 chiéu dai 3 - 5 cm chira mét ngl. Sau khi rira sach mau
duéi voi nudc chay trong thoi gian 5 — 7 phut, khit tring mau véi dung dich HgCly
(thuy ngén clorua) 0,1% trong 5 — 10 phit, rira lai bang nudc cit vo tring 3 — 5 lan,
mdi 14n 3 — 5 phat. Cac mau séng sau khi khir tring xong dugc nudi cdy trén moi
truong co ban MS (Murashige & Skoog, 1962) c¢6 bd sung nuée dira 100 mg/l, dudng
20 g/, thach 7g/1 (pH = 5,8). Yéu ciu cua giai doan nay 1a han ché duoc su tén thuong
cho miu vat va mang lai ty 1é mau séng cao, gilt dugc su bn dinh vé mat di truyén,
khong e ché su phat trién ctia mAu vat sau khir tring va mang lai hidu qua kinh té.

- Tao md seo va md seo phoi hda: Qua trinh hinh thanh mo6 seo tir viéc nudi céy
mb va co quan tach roi co thé coi 1a qua trinh giai biét hoa, dwa cac mau da biét hoa
trd vé trang thai phoi sinh. Vé nguyén tic thi tit c4 cic bd phan sbng cua cay déu c6
thé dugce nudi cdy dé tao mod seo, tuy nhién véi kha nang thich mg va chuyén hoa
nhanh, su 6n dinh vé mat di truyén clia té bao thi cidc mo va co quan duogc lya chon 1a
cac bd phan non cua cay ﬁhu chdi, 14 non,... Cac miu sach dugc dua vao moi truong
c6 bd sung ham luong auxin va cytokinin & ndng d6 thich hop s€ kich thich sy hinh
thanh mé seo. O ddy ching ti sit dung mAu 14, than, chdi dinh/ chdi nach ciia cdy in
vitro thu dugc sau 4 tuan nudi ciy. Mbi truong st dung 1a méi trudng MS c6 bd sung
nude dira 100 mg/l, dudong 20 g/l, picloram 9 -13 mg/l, thach 7g/l. M6 seo phdi hoa
hinh thanh s& tao ra cdc quan thé té bao kha déng nhit v& mat hinh dang va kich thudc.

- Nhan nhanh md seo phoi hoa: Md seo phoi hoa duge nudi cdy trén moi truong
nhan nhanh dé tao duoc sé lvong 16n mo seo phoi hoa. »

- Tai sinh chdi tir mo seo phoi héa: Sau khi két thuc giai doan nhan nhanh mo
seo phoi héa, cac khdi mé seo phodi héa nay duge dua vao mdi truong ¢ bd sung cac
chét kich thich sinh truéng phit hop nhim biét hoa té bao. Hiéu qué cuia giai doan nay

phu thudc nhiéu yéu té nhu dac tinh di truyén, co quan str dung, cic chét kich thich

-6-



2458

sinh truéng,... O ddy chung tdi st dung kinetin va NAA (axit naphthalene axetic)
nong d6 1,0 — 1,5 mg/l bd sung vao méi trudng MS ¢6 chira nude dira 100 mg/l, dudng
20 g/1, , thach 7g/l1.

- Tao ciy hoan chinh: Trong giai doan nhan nhanh, cac chdi thudong chua co ré.
Pé tao cdy hoan chinh, cac chdi c6 kich thudc dam bao phai dugc cdy chuyén vao moi
truong ra ré. Moi trudong st dung 1a mdi trudng MS bd sung NAA néng do 0,2 -0,4
mg/l, nu6e dira 100 mg/l, dudng 20 g/l, , thach 7g/l. Cac mau duge nudi ciy trong didu
kién moi trudong voi chu ky quang 16 gid/ ngay, cuong dd anh sang 2000 lux va nhiét
do 24 £ 2°C.

- Dua cy ra vuon wom: DAy 1a giai doan cdy dugc chuyén tir diéu kién vé tring
clia phong thi nghiém ra ngoai tu nhién. Do ciy con van con hét sirc non nét, trang thai
sinh 1y vén thich hop véi didu kién phong thi nghiém nén khi dwa ra ngoai tu nhién
cay rat d& bi mat nudc nhanh, nhiém khuin va ndm bénh. Chinh su thay dbi dot ngot
ctia diéu kién sdng nén da gy khong it kho khin trong viée dua cdy in vitro ra ngoai
dat. Do vay, trude khi dua cdy tir binh cdy mau ra vuon uvom chung t6i da mang nhiing
binh nay ra khéi phong nudi ciy trudc dé khoang tir 5 — 7 ngay sau d6 mdéi tién hanh
liy cay ra khéi binh, rira sach 16p thach bam vao ré rdi dua cdy trong trong bau dit.
Gia thé st dung c6 ty 1& dit: cat 1a 2: 1.

MG ta vin tit cac hinh v&
Hinh 1 thé hién hinh 4nh doan than non cdy kim ngin dugc khir tring bing HgCl,
0,1 % trong 5 - 10 phut sau 2 tudn nudi cy
Hinh 2 thé hién hinh anh md seo va mo seo phoi hoa kim ngéan (A. Mo seo, B. Mo seo
phoi héa)
Hinh 3 thé hién hinh anh nh4n nhanh mé seo kim ngan (A. Sau 1 tudn nudi cdy, B. Sau
3 tudn nudi cdy)
Hinh 4 thé hién hinh anh chdi i sinh tir mé seo phoi héa kim ngan (A. Chdi thu duge
sau 4 tun, B. Chdi thu dugc sau 6 tun)
Hinh 5 thé hién hinh anh r& in vitro cy kim ngan (A. R& thu dugc sau 4 tuén, B. R&
thu dugc sau 6 tun)
Hinh 6 thé hién hinh anh cdy kim ngan in vitro sinh truéng ngoai dat
Mo ta chi tiét giai phap hitu ich

Quy trinh nhan gidng ciy kim ngan théng qua giai doan tao méd seo phodi hoa
bao gdm cac budc: chon nguyén liéu va khir tring mau, tao md seo va md seo phoi

héa, nhan nhanh mo seo phoi hoa, ti sinh choi tr mo seo phoi hoa, tao cdy hoan chinh
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va cudi ciing 12 dwa ciy ra vuedn wom. Cu thé, quy trinh nhan giéng cdy kim ngan dugc
thuc hién nhu sau:

- Chon nguyén liéu va khir tring mau: Cay me duoc lwa chon 1a nhitng cay sach
bénh, khoe, dang trong thoi ky sinh trudng. Bo phan 1y mau: chdi dinh hodc doan
(d6t) than non kim ngén c6 chidu dai 3 - 5 cm chira mét ngi. Sau khi rira sach mau
dudi voi nudc chay trong thoi gian 5 — 7 phat, khit tring mau véi dung dich HgCly
(thiy ngan clorua) 0,1% trong 5 — 10 phut, rtra lai bang nudc cit vo tring 3 — 5 lan,
mdi 14n 3 — 5 phit. Cac miu sbéng sau khi khir tring xong dugc nudi cdy trén moi
trrdong co ban MS (Murashige & Skoog, 1962) ¢ bd sung nude dira 100 mg/l, dudng
20 g/1, thach 7g/l (pH = 5,8). Yéu cAu cia giai doan nay la han ché duoc su tén thuong
cho mau vét va mang lai ty 1& mau séng cao, gitt duogc su 6n dinh vé mat di truyén,
khong trc ché su phat trién ctia mAu vt sau khir tring va mang lai hiéu qua kinh té.

- Tao md se¢o va md seo phdi héa: Qua trinh hinh thanh mé seo tlr viéc nudi ciy
md va co quan tach roi ¢6 thé coi 12 qua trinh giai biét hoa, dua cac miu da biét hoa
tr& vé trang thai phdi sinh. V& nguyén tic thi tit ca cac bd phém sng cua cay ddu co
thé duoc nudi cdy dé tao mo seo, tuy nhién véi khi niang thich ting va chuyén hoa
nhanh, su on dinh vé& mit di truyén cua té bao thi cac md va co quan dugc luya chon la
cac b0 phan non cda ciy nhu chdi, 14 non,... Cac mau sach dugc dua vao moi truong
c6 bd sung ham hrong auxin va cytokinin & nong do thich hop s& kich thich sy hinh
thanh md seo. O d4y chung toi sir dung mau 14, than, chdi dinh/ chdi nach cia cay in
vitro thu dugc sau 4 tuan nudi cdy. Mai truong str dung 13 moi truong MS ¢6 bd sung
nude dira 100 mg/l, dudong 20 g/l, picloram 9 -13 mg/l, thach 7g/l. M seo phdi hoa
hinh thanh s& tao ra cdc quan thé té bao kha déng nhit v& mit hinh dang va kich thudéc.

- Nhén nhanh m6 seo phoi hoa: Mo seo phoi hoa duge nudi céy trén moi truong
nhén nhanh dé tao dugc sb lwong 16n mo seo phodi hoa.

- Tai sinh chdi tir md seo phdi héa: Sau khi két thic giai doan nhan nhanh md
seo phoi hoa, cac khdi md seo phoi hoa nay duoc dua vao moi truong c6 bd sung céc
chét kich thich sinh truéng phtt hop nhim biét hoa té bao. Hiéu qua cua giai doan nay
phu thudc nhiéu yéu t6 nhu dac tinh di truyén, co quan st dung, cac chét kich thich
sinh truéng,... O ddy chung t6i sir dung kinetin va NAA ndng do 1,0 — 1,5 mg/l bd
sung vao moi trudng MS ¢6 chira nuée dira 100 mg/l, duong 20 g/l, , thach 7g/1.
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- Tao cdy hoan chinh: Trong giai doan nhan nhanh, céc. chdi thuong chua c6 ré.
bé taé cdy hoan chinh, céc chdi c6 kich thudc dam bao phai duogc cdy chuyén vao moi
truong ra r&. Mbi trudng sit dung 14 méi truong MS bd sung NAA ndng d6 0,2 -0,4
mg/l, nude dira 100 mg/l, duong 20 g/, , thach 7g/l. Cac mau dugc nudi céy trong diéu
kién mai truong véi chu ky quang 16 gio/ ngay, cuong dd anh sang 2000 lux va nhiét
do 24 + 2°C.

- Pua cay ra vuon vom: Diy 14 giai doan cdy dugc chuyén tir didu kién vo tring
ctia phong thi nghiém ra ngoai tu nhién. Do cdy con van con hét sirc non nét, trang thai
sinh 1y vén thich hop vé6i diéu kién phong thi nghiém nén khi dua ra ngoai tu nhién
céy rat d& bi mét nudc nhanh, nhidm khuin va nim bénh. Chinh su thay ddi dot ngot
ctia diéu kién sdng nén da giy khong it kho khan trong viéc dwa cay in vitro ra ngoai
dit. Do vay, trude khi dua cdy tir binh cdy mAu ra vuon wom ching t6i dd mang nhiing
binh nay ra khoi phong nudi cdy trude d6 khoang tir 5 — 7 ngay sau d6 méi tién hanh
liy cay ra khéi binh, rtra sach 16p thach bam vao ré r6i dua cdy trdng trong bau dat.
Gié4 thé st dung c6 ty & dat: cat1a 2: 1.

Vi du thwc hién gidi phap hitu ich
Vidy 1: Xdc dinh diéu kién khir trimg thich hop cho viéc khir trimg méu cdy kim ngan
Chon nguyén liéu va khir tring mau 13 giai doan dau tién hét stc quan trong clia
tién trinh nhén giéng in vitro. Giai doan Khir tring mAu cin phai dat cac yéu clu sau:
ty 1¢ mau nhidm thp, mau séng cao, mé sinh truéng tdt tao .ngu(‘“)n mAiu ban dau cho
nghién clru tiép theo. Cdy me duoc lua chon 1a nhiing cdy sach bénh, khoe, dang trong
th(‘yiky sinh truéng. BO phan 1y mau: chdi dinh hodc doan (d6t) than non kim ngan ¢6
chiéu dai 3 - 5 cm chira mét ngi. Sau khi rira sach mau dudi voi nuée chay 5 — 7 phut,
khir tring miu véi cac dung dich NaOCI (natri hypoclorit), Ca(OCl)y (canxi
hypoclorit), HgCl, (clorua thily ngan) trong 5 — 10 phut, rira lai bang nﬁéc cét vo tring
3 — 5 1in, mdi lan 3 — 5 phat.
Vi du 1.1: Khir tring mAu bang NaOCl trong 5-10 phut
Vi du 1.2: Khir tring mAu bing dung dich Ca(OCl), ndng do 1- 5 % trong 5-10 phut
Vi du 1.3: Khir tring mAu bang dung dich HgCl ndng d6 0,05 - 0,2% trong 5-10 phut
| Céac mau song sau khi khir tring xong dugc nudi cdy trén moi truong co ban

MS (Murashige & Skoog, 1962) ¢6 bd sung nuée dira 100 mg/l, duong 20 g/l, thach
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7¢/1 (pH = 5,8), chiéu sang 2000 lux bang dén huynh quang theo chu ky 16 gio sing/

ngay.

Thanh phan méi trudng co ban MS (Murashige & Skoog, 1962):
Céc nguyén td vi luong mg/1
Coban clorua (CoCl,.6H,0) 0,025
Ddng sulfat (CuS04.5H,0) 0,025
Natri etylendiamintetraaxetat (Na2EDTA) 37,27
Sét sulfat (FeSO4) 27,8
Axit boric (H3BO3) 6,2
Kali iodua (KI) 0,83
Mangan sulfat (MnSOy) 16,9
Natri molipdat (Na;MoOs) 0,25
Kém sulfat (ZnS04.7H,0) 8,6
Céc nguyén td da luong mg/1
Canxi clorua (CaCly) 332,02
Kali nitrat (KNO3) 192,2.
Magié sulfat (MgSOs) 180,54
Amoni nitrat (NH4NO3) 166,2
Vitamin mg/1
Glyxin 2
Myoinositol 100
AXit nicotinic 0,5
Piridoxin HCI 0,5
Thiamin HCI 0,1

Két qua thu duoc sau 2 tudn nudi cdy dugc trinh bay & bang sau:

Hoa chét

Sdmau | Sémiu | Sémiu Ty 1€ mAu Ty 18 miu

khtr trung stt dung song nhiém sbng (%) nhiém (%)
NaOCl 90 25 53 27,78 58,89
Ca(OCl), 90 33 42 36,67 46,67
HgCly 90 76 11 84,44 12,22
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Trong 3 loai hoa chét khir tring ching toi nhan thiy khi st dung HgCl, ndng do
0,05% - 0,2% trong 5 - 10 phut cho ty 1& mAu séng cao, ty 1& mau nhiém va ty 1€ mau
chét giém. HgCl & ndng do 0,1 % trong 5 - 10 phat cho hiéu qua khir tring tot nhét
ddng thoi kha nang nay chdi va sinh trudng clia chdi in vitro 12 tot nhat. Piu nay duoc
thé hién trong hinh 1.

Vidu 2: Anh hudng cia chat kich thich sinh truéng dén kha ning tao mé seo/ mé seo
phéi héa cay kim ngdn

So v6i phuong thirc nhan nhanh truc tiép, nhan nhanh gian tiép thong qua giai
doan tao md seo/ mo seo phdi hoa mang lai hé sé nhan rét 16n. Trong nghién ciru nay
ching toi str dung 14, than, chdi dinh/ chdi nach clia cay in vitro thu duogc sau 4 tudn
nuoi céy dé khao sat kha nang tao mo seo/ mo seo phdi hoa.
Vi du-2.1: Tao md seo/ mo seo phdi hoa bing cach bd sung vao mdi truong MS chét
kich thich sinh truéng 2,4 D v6i ndng d9 0,25 — 1,0 mg/l
Vi du 2.2: Tao mo seo/ md seo phodi hoa bang cach bd sung vao méi truong MS chit
kich thich sinh truéng picloram v6i ndng do 5,0 - 15,0 mg/l
Vi du 2.3: Tao mo seo/ md seo phoi hoa bing cach bd sung vao moi trudong MS chat
kich thich sinh truéng NAA véi ndng d6 0,25 — 1,0 mg/l

bay 1a 3 vi du dién hinh nhét tir 25 vi du da thr dé khao sat kha nang tao mo
seo/md seo phdi hoa kim ngan. Trong do: 2,4-D (2,4 diclophenoxyaxetic axit),
picloram, NAA (Naphtylaxetic acid) thudc hh(’)m auxin, co tac dung kich thich té bao
thuc vat da phén hoa tré lai trang thai phan phan hoa, phan chia nhanh va khéng c6 to
chtrc dé hinh thanh khéi md seo. Cac mau dugc nudi trong t51 hoan toan. Sau 4 tuin

nudi cay két qua duoc trinh bay ¢ bang sau:

Chatkich | o o

thich sinh S6 méu mo | SO mautao | SO mau tao md Ty Ié tao Ty 1€ tao md seo
U song mo seo seo phdi hda mo seo (%) | . phdi hoa (%)
ruong
24D 90 22 0 24,24 0

picloram 90 87 76 96,67 84,97
NAA 90 22 0 24,46 0

Két qua thi nghiém cho théy, khi sir dung picloram véi ndng dd tir 1,0 dén 15,0

mg/1 cho ty 1€ tao md seo cao hon khi st dung 2,4D va NAA, va dic biét 1a da tao
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dugc ludn md seo phoi hoa. Piéu nay c6 ¥ nghia rit 16n trong viéc gidm chi phi cling
nhu thoi gian dé tao duoc luong 16n sb cdy sach bénh va ddng nhit vé mit di truyén.
V6i cac nong do picloram 10 mg/l, 11 mg/l, 12 mg/l, 13 mg/1 cho ty 1€ tao md seo phdi
héa cao nhat (Hinh 2). Béy 1a tinh m&i trong sang ché vi thong thudng dé tao duge mod
seo phoi hoa, miu nudi ciy phai trai qua giai doan tao mé seo, mau mo seo nay duoc
nudi ciy trén méi truong cam (mg tao thanh cac ciu trac phoi c6 td chire sau d6 tao
phoi soma. Nudi cdy phdi soma cho dén khi phodi nay tao dugc mod seo phdi héa. Ca
qua trinh tao mé seo phoi hoa thuong kéo dai khoang 4 — 5 thang, trong khi d6 khi si
dung picloram véi ndng do thich hop c6 thé hinh thanh ludn mé seo phoi hoa trong
thoi gian 4 tuan. Mo seo phdi hoa 12 cAu tric duy nhét trong cac c4u tric md dich co
kha nang phan chia, nhan nhanh va duy tri trong mot thoi gian dai ma khong bi thoai
héa.
Vi du 3: Anh hudng ciia chét kich thich sinh truéng dén kha néng tao chéi tir mé seo
phéi héa
Két thic giai doan tao mo seo phoi hoa, chiing toi tién hanh nghién clru nhan

nhanh mo seo phdi hoa kim ngan trude khi ciy chuyén sang moi truong tao chdi. Thuc
té thi nghiém cho thdy, khi nhan md s¢o phoi hoa trén mdi trudng tao md seo (mdi
trudng MS c6 bd sung picloram ndng d6 10 — 13 mg/l) m6 seo phodi héa phat trién rat
tét, do do ching t6i sir dung luén moéi trudng nay dé nhan nhanh mé seo phoi hoa
(Hinh 3).

Mo seo phdi hoa sau khi nhin nhanh s& dugc chuyén sang moi truong tao chdi.
Muc dich cua giai doan nay 1a tim mdi trudng phi hop cho tao chdi véi ty 1€ cao va
chit lwong chdi dam bao. Trong thi nghiém nay ching t6i str dung mai truong MS véi
céc chat kich thich sinh truong nhu sau:
Vi du 3.1: Tao chdi tir md seo phoi hoa bang cach bd sung chét kich thich sinh trudng
BAP néng d6 0,5 - 1,5mg/1
Vi du'3.2: Tao chdi tir md seo phoi hoa bing céch bd sung chit kich thich sinh trudng
kinetin néng d6 0,5 - 1,5mg/I
Vi du 3.3: Tao chdi tir mé seo phéi héa bang cach bd sung td hop chét kich thich sinh

truong kinetin va NAA ndng d6 0,5 - 1,5mg/l
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Pay 1a 3 vi du dién hinh nhit tir 18 vi du da thir d& khao sat kha ning tao choi
tlr mo seo phéi hoa kim ngén. Trong d6: BAP (6-Benzyl amino purin) va kinetin thudc
nhém cytokinin, 14 nhém chit diéu hoa sinh trudng cé lién quan chit ché dén phan
bao, duy tri sy tré hoa co quan, dac biét kich thich sw phan hda choi. .. Trong mbi
twong tic can bang dong gitta kinetin va NAA, t6 hop nay cho phép giit cho khéi md
nudi cdy phat trién theo mot dang nhit dinh, ching han nhu dang cum chdi non hoan
toan hay cum chdi cho nhiéu chdi gia.

Sau 4 tuln nuéi cdy trong didu kién chiéu sang 2000 lux bing dén huynh quang ¢ chu

ky chiéu sang 16 gio/ ngay, két qua thu duge & bang sau:

S6 miu mé S6 miu mo TY I8 tao chdi Sb chdi TB/
Chat KTST seo phoi hoa seo phéi‘héa Y ((y) cum mo Seo
thi nghiém tao chdi ° phoi hoa
BAP 90 33 36,27 2,53
kinetin 90 67 74,58 5,68
kinetin + NAA 90 90 100 22,23

Két qua nghién ciru cho thiy, viée két hop kinetin va NAA cho két qué tai sinh
chdi tir md seo phoi hoa rét cao, sb chdi trung binh/ cum mé seo phoi hoa rét Ion. Ddi
v6i t6 hop kinetin va NAA & céc ndng do 1,0 mg/l; 1,25 mg/l; 1,5 mg/l, ty 16 tai sinh
chdi tir md seo phoi hoa dé}t 100%, sb chdi trung binh/ cum md seo phéi hoa dat 22,23
chdi. Do d6 chung t6i sir dung t& hop nay cho viée tai sinh chdi tir md seo phoi hoa
kim ngan (Hinh 4), |
Vi du 4: Anh hwéng cia chdt kich thich sinh truomg dén kha nang tao ré in vitro cdy
kim ngdn
Vi du 4.1: Tao & in vitro cdy kim ngan bing céch bd sung vao mdi truong MS chit
kich thich sinh truong IBA véi ndng d6 0,1 — 0,5 mg/l
Vi du 4.2: Tao ré in vitro cdy kim ngin bang cach bd sung vao méi truong MS chat
kich thich sinh treéng NAA véi ndng d6 0,1 — 0,5 mg/l
Vi dy 4.3: Tao 1€ in vitro ciy kim ngan bang cich bd sung vao moi truong MS t6 hop
chét kich thich sinh truong IBA + NAA voi néng do 0,1 — 0,5 mg/l.

Trong cac thi nghiém khéo sat kha ning tao ré in vitro cAy kim ngén thi day 1a 3

vi du dién hinh. IBA (axit indolylbutyric) va NAA déu thudc nhém auxin, ¢ tac dung
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kich thich qué trinh hinh thanh r& & mé nudi ciy. IBA, NAA & nong do thich hop kich
thich su hinh thanh b r& hoan chinh cho cdy trude khi chuyén ra ngoai tu nhién. Mau
nudi cdy trong diéu kién chiéu sang 2000 lux bang dén huynh quang theo chu ky 16

gidr sang/ ngay, két qua thu duoc trinh bay & bang sau:

, S6 cay thi SH cay ra ré Ty 16 tao ré (%)
Chat KTST < . s ;
nghiém Sau 4 tuan | Sau 6 tudn | Sau4 tudn | Sau 6 tuin
IBA 90 0 42 0 46,67
NAA 90 90 90 - 100 100
IBA + NAA 90 73 90 81,11 100

Két qua cho thdy, NAA kich thich hinh thanh r& in vitro manh hon IBA va t6
hop IBA + NAA, thé hién qua thdi gian cdm @ng hinh thanh ré va ty 16 mau hinh thanh
ré. Trén moi trudng co ban MS bd sung NAA ndng d6 0,1 - 0,5 mg/l thi sy hinh thanh
r& chi sau 4 tudn (dat 100% ty 1& mau ra ré & cac n6ng do NAA 0,2 mg/l; 0,25 mg/l;
0,3 mg/l; 0,35 mg/l; 0,4 mg/l). Piéu nay dugc thé hién & Hinh 5.

Vidu 5: Anh hiomg ciia gid thé dén kha ndng song sét va sinh fruong cua cdy in vitro
khi dwa ra ngoai tu nhién

Trude khi dua cdy ra vuon wom, cdc binh chira cdy hoan chinh dugc dua ra
khéi phong nudi cdy tir 5 — 7 ngay sau d6 méi tién hanh 14y cay ra khoéi binh, rira sach
16p thach bam vao ré rdi dua cdy trong trong bau dit. P4y dwoc coi 1a giai doan c6 y
nghia quyét dinh cudi cliing nham bao vé thanh qua cia toan bd tién trinh nudi cdy ciy
in vitro va dwa chiing vao thuc tién san xuat. Bé dam bao diéu nay, tt ca nhitng yéu t6
lién quan dén ty 1¢ séng va phat trién cua cdy con trong diéu kién tu nhién cin phai
dugc thit nghiém va nghién ciru k§, mot trong nhing yéu t quan trong do 1a gid thé.
Vidu 5.1: Gia thé st dung khi dua cdy in vitro ra ngoai tur nhién c6 ty 18 dat : cat 1a 1:0
Vi du 5.2: Gia thé sir dung khi dua cdy in vitro ra ngoai tw nhién c6 ty 1& dét : cat1a 1:1
Vi du 5.3: Gia thé sir dung khi dua cdy in vitfo ra ngodi tur nhién c6 ty 16 dét : cat 1a 2:1
Vi du 5.4: Gia thé sit dung khi dua cdy in vitro ra ngodi tw nhién c6 ty 1& dat : cat 1a 1:2
Vi du 5.5: Gia thé sir dung khi dwa cdy in vitro ra ngoai tu nhién c6 ty 18 dat : cat 12 0:1
Vudn wom co d0 che phu clia 4nh sang tw nhién tir 80 — 90 %. Két qua thi nghiém sau

4 tudn khi dua ra ngoai vuon vom dugc trinh bay ¢ bang sau:
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s SH cay S6cay | Tyléséng | Chidu cao
Giéa thé dat :cat . . ] .
ra dat song sot (%) TB cay (cm)
1:0 90 46 51,11 10,14
1:1 90 59 65,56 11,87
2:1 90 88 97,78 15,06
1:2 90 63 70,00 12,62
0:1 90 35 38,89 8,86

Sau 4 tuan dua cdy ra bau dat, két qua cho thdy, trén cic gia thé khac nhau, ty 1¢
song sot, kha nang sinh trudng, phat trién cia cdy ciing rat khac nhau. Ty 18 sbng sot
va kha ning sinh trréng t6t nhét ciia cdy con dat dugc 12 & gia thé c6 ty 1& dét : cat 1a
2:1. O gi4 thé nay, cay thich tmg rit nhanh, chi sau khoang 7 — 10 ngay trong ciy da

c6 biéu hién sinh trudng rd rét va cudi cing cho ty 1& song dat duoc rat cao 97,78 %

v6i chidu cao céy 1a 15,06 cm (Hinh 6).

-15-




2458

YEU CAU BAO HOQ
1. Quy trinh nhén nhanh trong éng nghiém (in vitro) ciy kim ngan (Lonicera japonica
Thunb. ) thong qua giai doan tao md seo phdi hda gdm cac budce sau:

(a) 14y mau dé nhan giéng 1a chdi dinh hodc doan (d6t) than non kim ngén c6
chidu dai 3 - 5 cm chira mat ngi, duge khir tring bang HgCl 0,1% trong 5 — 10 phut,
sau d6 mau duge nudi ciy trén moi truong co ban MS ¢6 bd sung mdt lwong ti wu
nude dura, duong, thach, pH 5,8, chiéu sang 2000 lux béng dén huynh quang theo chu
ky 16 gio sang/ngay, thoi gian nudi cAy 4 tudn dé thu chdi in vitro;

(b) 14, than, chdi dinh/chdi nach ciia cdy in vitro thu duoc tir céng doan (a) duoc
ciy chuyén sang moi trudng co ban MS c¢6 bd sung mot l&qng hitu hi€u céc thanh
phin sau dé tao mo seo phdi hoéa: picloram, nude dira, dudng, thach, pH 5.8, nudi
trong hoan toan trong 4 tuan;

(c) cdy chuyén mb seo phdi hoa thu dwoc tir cong doan (b) sang moi truong co
ban MS c6 bd sung mot lugng tdi wu cac thanh phén sau dé tai sinh' chdi tir md seo
phdi hoa: td hop kinetin va NAA, nu6e dira, dudng, thach, pH 5,8 trong didu kién 4nh
sang nhu & cong doan (a) trong 4 tuén;

(d) cdy chuyén choi chua c6 ré thu dugc tir cong doan (c) 1én mdi truong dé
tao ré 1 mdi truong MS c¢6 bd sung thém NAA, nuée dira, duong, thach, pH 5,8 trong
diéu kién anh sang nhu & cng doan (a) trong 4 tudn;

| (e) dé binh chira cay hoan chinh thu dugc tir cong doan (d) ra ngoai vuon vom

trong 5 - 7 ngay, sau do tién hanh ra ciy bing cich rira sach moi trudng bam ¢ cdy sau
do trong trén gia thé bao gdm dit va cat véi ty 18 tdi wu, vuon wom c6 dd che phu cua
anh sdng tu nhién tir 80 — 90 %, thoi gian trong khoang 4 - 6 tudn dé thu duoc cdy kim
ngén gidng.
2. Quy trinh theo diém 1, trong do:

budce (a) st dung 100 mg/l nuéce dira, 20 g/l dudng, 7 g/l thach trong moi trudng
MS;

budc (b) stt dung 10 - 13 mg/l picloram, t6t hon 1a 10 mg/1 hodc 11 mg/l, 12 mg/l
hodc 13 mg/l, 100 mg/l nude dira, 20 g/l duong, 7 g/l thach trong moi trudng MS;
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bude (c) sir dung 1,0 - 1,5 mg/l t6 hop kinetin va NAA, t6t hon 12 1,0 mg/l hodc
1,25 mg/l hodc 1,5 mg/l, 100 mg/l nudc dura, 20 g/l dudong, 7 g/l thach trong mdi
truong MS; _

budce (d) st dung 0,2 — 0,4 mg/l NAA, tdt hon 14 0,2 mg/1 hodc 0,25 mg/l hoac 0,3
mg/l hodc 0,35 mg/l hodc 0,4 mg/l, 100 mg/l nu6e dira, 20 g/l duong, 7 g/l thach trong
moi truong MS; va

budc (e).sﬁ dung ty 1& dat: cat 1a 2:1.
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