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GIAO TRINH MO DUN

Tén md dun: San xuét giéng bang k¥ thut nudi cdy mé té bao thuc vat

Mai s6 ciia mon hoc: MD 28

Vi tri, tinh chit, y nghia va vai tro ciia mén hoc/mé dun:

- V1 tri: Mo6n hoc nuo61 céy mo té bao thuc vat 1a mén hoc k¥ thuat co s& dugc bd
tri hoc sau cac moén hoc chuyén nganh va hoc cung moén hoc k¥ thuat tu chon
khac nhu: Cong ghé san xuét rau bang thuy canh, cong nghé sau thu hoach ...

- Tinh chét: La mon hoc k¥ thuat tu chon ddi véi sinh vién hoc nghé bao vé thuc
vat, k¥ nang ctia md dun nay c6 thé dap tng dugc mot phan nhu cau tim viée cua
sinh vién sau khi ra truong.

- Vai trd mon hoc: Hoc xong md dun nay, sinh vién co thé xin 1am viéc tai cac co
sO' san xuat nudi cay mo.

Muc tiéu ctia mén hge/mo dun:

1. V& kién thirc:

- Trinh bay duoc ciu tao, chire nang, su sinh san va phan phan hoa cta té bao.

- Phan tich duoc co so khoa hoc ctiia nuoi1 céy mo té bao thyc vat.

- Trinh bay dugc cac budce thyc hi¢n cong ngh¢ nudi céy mo té bao thuc vat chung.
- X4c dinh dugc thanh phan ctia mdi truong nudi cay.

- So sanh uu nhugc diém ciia phwong phap nhan giéng truyén thong va nhéan giéng
bang in vitro.

- Trinh bay duoc mot sb ki thuat hién dai ctua cong nghé nudi cdy mé té bao thuc
vat.

- Hiéu duogc vai trd cac cla cac yéu td trong moi truong nudi cdy mo té bao thyc
vat.

2. Vé ky niing

- Véan hanh duoc cac thiét bi may moc, trang thiét bi phong thi nghiém.

- Pha ché dugc méi trudng nudi cdy mo té bao thuc vat co ban.

- Thuc hién dugc quy trinh: Lya chon mau, vao mau, nhan giéng va ra cay ngoai
vuon wom.

- Thuc hién duogc thanh thao thao tac chuan bi hoa chat, moi truong, nhan nhanh
cay in vitro.
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- Tham khao tai liéu lién quan t6i mon hoc bang tiéng anh.

3. V& niing lyc tu chii va trach nhiém:
- Thuc hién duoc cac k¥ nang lam viéc theo nhoém, ra duogc quyét dinh khi lam
viéc v6i nhom, tham muu véi nguoi quan 1y va tu chiu trach nhiém vé cac quyét
dinh cua minh.
- C6 kha nang tu nghién ctru, tham khéo tai liéu o lién quan dén mo dun.
- C6 kha nang tim hiéu tai liéu dé lam bai thuyét trinh theo yéu cau cua gido vién.
- C6 kha nang van dung cac kién thirc lién quan vao cic mon hoc tiép theo.
- Co y thure, dong co hoc tap chu dong, ding dén, tu rén luyén tac phong lam viéc
cong nghi¢p, khoa hoc va tuan thu cac quy dinh hién hanh.

Noi dung ctiia mo6 dun:
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BAI 1: MO DPAU
MA BAI : MP 23-01
Giéi thiéu:
Bai m& dau ¢ nhiém vu gidi thiéu vé dinh nghia té bao va nhiém vy caa mo
dun, lich sir phat trién. ..

Muc tiéu

- Trinh bay dugc khai niém vé té bao thuc vat, cau tao chung cuaa té bao thuc
vat.

- Trinh bay duoc khai niém vé nudi cay mo té bao thyc vat.

- Xé4c dinh duoc cac co quan duoc st dung trong nudi cay mo té bao thuc
vat.

- Trinh bay duoc lich st ra doi va phat trién cua cong nghé nudi cdy mé té
bao thuc vat.
- Rén luyén y thirc hoc tap, nghién ctru, tham khao tai li¢u li€én quan t61 mon
hoc.
Noi dung
1. Té bao thuc vat
Nhiém sic ta

Nhan { Nhanco = Luc lap
L6 nhan : - T

néi hat
Lugi néi
chét tron

Thanh
té€ bao
Mang

sinh chét

B6 may Sinh chat

Goéngi
Hinh 1.1. Cdu tric té bao thuc vdt

1.1. Khai niém
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QUY TRINH NUOI CAY MO THYC VAT
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Hoocmdn
sinh trudng
Cac té bao T8 bao Mb seo Cay con Dem trong
dudc tich rdi phén chia sinh trudng dif tao
trong mbi trydng trong 6ng nghiém cdy trydng thanh
nudi cay

Hinh 1.2. So' @6 Nudi cdy md té bao thyec vt

Co thé sdng cau tao tir mot té bao don doc hodc mot phie hop cac té bao. Té
bao rat da dang, khac nhau vé hinh thai, kich thudc, ciu tric va chirc ning. Té bao
dong vat va té bao thuc vat 1a nhiing bién doi caa cing mot kiéu co so cua don vi
cau trac. Trén co s& d6 hoc thuyét té bao da dugc hinh thanh do Mathias Schleiden
va Theodor Schawn vao nita dau thé ki XIX. Thuat ngir té bao lan dau tién duoc
Robert Hooke dat ra vao nam 1665 dua trén nhitng quan sat cac khoang nho c6
véach bao quanh ciia ndt ban va vé sau 6ng con quan sat thay trén mé caa nhiéu cay
khac. Noi chat cua té bao vé sau méi dugc phat hién va duoc goi 1a chat nguyén
sinh, con thuat ngir “thé nguyén sinh” 1a do Hanstein dé xudng nam 1880 dé chi
chat nguyén sinh c6 trong 1 té bao don doc. Nhan dugc Robert Brown phét hién
nam 1831.

Mai té bao 1a mot hé thong ma, tu duy tri va tu san xuat: té bao co thé thu
nhan chat dinh dudng, chuyén hda cic chit nay thanh nang luong, tién hanh cac
chie niang chuyén biét va san sinh thé hé té bao mgi néu can thiét. Mdi té bao chira
maot ban mat ma riéng huéng dan céac hoat dong trén.

Moi té bao déu c6 mot sé kha ning sau:

- Sinh san théng qua phan bao

- Trao doi chat té bao bao gdm thu nhan céc vat liéu thd, ché bién thanh cac
thanh phan can thiét cho té bao, san xuat cac phan tir sinh ning lwong va cac san
pham phu. Bé thuc hién duoc céc chirc ning ctia minh, té bao can phai hap thu va
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st dung dwoc ngudn niang lwong hoéa hoc du trir trong cac phan tir hitu co. Ning
luong nay dugc giai phong trong cac con duong trao doi chat

- Téng hop cac protein, ddy 1a nhitng phan ta dam nhiém nhitng chic ning
co ban cua té bao, vi du nhu enzyme. Mot té bao dong vat théng thuong chira
khoang 10,000 loai protein khac nhau.

- Pap tng vai céc kich thich, hodc thay d6i ciia moi truong bén trong va bén
ngoai nhu nhitng thay d6i vé nhiét do, pH hoic ngudn dinh dudng.

- Di chuyén céc tdi tiét.

1.2. C4u tao chung

Cac té bao thyc vat o cac co thé khac nhau, hoic & cac md, cac co quan khac
nhau cua cing mot co thé s& khdng giéng nhau vé hinh dang, kich thudc va cau
triic nhung vé ban chét co ban cac té bao déu c6 mot s6 dic diém chung.

Té bao thyc vat chia 1am 2 phan chinh: Thanh té bao va phan nguyén sinh
chat, day 1a phan quyét dinh nhitng dic tinh séng chu yéu cua té bao thyc vat

Moi té bao déu c6 mang té bao, dung dé bao boc té bao, cach biét thanh phan
noi bao véi moi truong xung quanh, diéu khién nghiém ngat sy van chuyén vao va
ra cia cac chat, duy tri dién thé mang va nong do cac chét bén trong va bén ngoai
mang. Bén trong mang la mot khoi té bao chat dac (dang vat chat chiém toan bo
thé tich té bao). Moi té bao déu c6 cac phan tir DNA, vat liéu di truyén quan trong
va c4c phan tor RNA tham gia truc tiép qua trinh tong hop nén cac loai protein khac
nhau, trong d6 c6 cac enzyme. Bén trong té bao, vao mdi thoi diém nhat dinh té
bao tong hop nhiéu loai phan ti sinh hoc khac nhau.

1.2.1. Thanh té bao

Thanh té bao la cau trac thiét yéu doi véi nhiéu qua trinh sinh 1i va phat trién
cua thuc vat. La 16p vo bao boc, thanh té bao c¢6 vai trd nhu bo khung xuong qui
dinh hinh dang té bao. Thanh té bao c6 mdi quan hé mat thiét dén thé tich va ap
suat cua té bao do @6 rat can thiét cho qua trinh trao ddi nude binh thudng ¢ thuc
vat. Thanh té bao thyc vat tham gia xac dinh d6 dai co hoc caa cau trdc thuc vat,
cho phép chiing sinh trudong dén mot do cao kha I6n.

Su da dang vé chire nang cua thanh té bao bat ngudn tir su da dang va phuc
tap trong cau tric caa ching. Nhin chung cac thanh té bao duogc chia thanh hai
nhom chinh: thanh so cap va thanh thir cip. Thanh so cap hinh thanh bai cac té bao
dang ting trudng va thuong dugc coi 1a twong d6i chua biét hda. Thanh thu cap
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dugc hinh thanh sau khi té bao da ngimg ting truong, c6 mac do chuyén hoa cao
ca vé thanh phan va ciu tric. Trong thanh té bao so cip cac vi s¢i xeluloza dugc
gan chat trong mot mang ludi hydrat hda cao. Mang ludi ndy bao gdm sé cac nhom
polisaccarit thuong 1a hemixenluloza va pectin cing 1 luong nhé protein cau trac.

Bo6 khung té bao 1a mot thanh phan quan trong, phtc tap va linh dong cua té
bao. N6 cau thanh va duy tri hinh dang té bao; 1a cac diém bam cho cac bao quan;
hd trg qua trinh thuc bao (té bao thu nhan céac chat bén ngoai); va cir dong cac phan
té bao trong qua trinh sinh trudng va van dong. cac protein tham gia cau thanh bo
khung té bao gom nhiéu loai va c6 chirc ning da dang nhu dinh hudng, neo bam,
phat sinh cac tim mang.
2.1.2. Cac bao quan:

Khong bao

Khong bao 1a mot khoang 16n nam trong trung tdm chat nguyén sinh cua té
bao. Nhiing té bao thuc vat trudng thanh thuong cd mot khong bao 16n chia day
nudc va chiém tir 80-90% thé tich té bao. Khong bao duoc boc trong mot 16p mang
goi 12 mang khong bao (tonoplast). Trong khéng bao chira nuéc, cac mubdi vo co,
duong, cac enzim va nhiéu chat trao doi thir cap.

Mang sinh chit

Ranh gidi giita thanh té bao vai chat nguyén sinh ciing nhu giita chat nguyén
sinh véi khong bao duoc hinh thanh béi cac mang. Mang sinh chat ngan cach chat
nguyén sinh véi moi trudng xung quanh nhung ciing cho phép chat nguyén sinh c6
thé hap thu hay ddo thai cac chét khac ra khoi té bao.

Mang té bao - Tam &o ngoai

V6 boc bén ngoai cia mot té bao eukaryote goi 1a mang sinh chat (plasma
membrane). Mang nay ciing c6 & Cac té bao prokaryote nhung dugc goi 1a mang té
bao (cell membrane). Mang cd chic ning bao boc va phan tach té bao voi moi
truong xung quanh. Mang dugc cau thanh bai mot 16p lipid kép va cac protein. Cac
phan tir protein hoat dong nhu cac kénh van chuyén va bom dugc nam kham vao
16p lipid mot cach linh dong (c6 thé di chuyén twong ddi). Vo boc bén ngoai cua
mot té bao eukaryote goi la mang sinh chat (plasma membrane).

Mang Iwéi néi chat
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Mang noi chat 12 mot hé thdng mang phc tao,thé hién trén ban cét ngang la
hé théng cac tli dep hoic cac 6ng nho gém hai 16p mang va o gita 1a mot khoang
hep

Té bao chdt

Bén trong cac té bao 12 mot khong gian chira day dich thé goi 1a té bao chét
(cytoplasm). N6 bao ham ca han hop céc ion, chét dich bén trong té bao va ca cac
bao quan. Cac bao quan bén trong té bao chit déu cé hé théng mang sinh hoc dé
phan tach vai khéi dung dich nay. Chat nguyén sinh (cytosol) 1a dé chi riéng phan
dich thé, chir khong c6 cac bao quan.Ddi véi cac sinh vat prokaryote, té bao chat 1a
mét thanh phan twong dbi ty do. Tuy nhién, té bao chat trong té bao eukaryote
thuong chtra rat nhiéu bao quan va bo khung té bao. Chat nguyén sinh thuong chua
cac chat dinh dudng hoa tan, phan cit cac san pham phé liéu, va dich chuyén vat
chat trong té bao tao nén hién twong dong chat nguyén sinh. Nhan té bao thuong
nam bén trong té bao chat va c6 hinh dang thay d6i khi té bao di chuyén. Té bao
chat ciing chira nhiéu loai mudi khac nhau, day 1a dang chat dan dién tuyeét voi dé
tao moi trudng thich hop cho céc hoat dong cua té bao.

MBoi truong té bao chat va cac bao quan trong nd 1a yéu td sdng con caa mot
té bao.

Nhan té bao - trung tam té bao: Nhan té bao Ia bao quan téi quan trong trong
té bao eukaryote. N6 chira cac nhiém sic thé cua té bao, 13 noi dién ra quéa trinh
nhan doéi

DNA va tong hop RNA. Nhan té bao c6 dang hinh cau va duoc bao boc boi
mét 16p mang kép goi 1a mang nhan. Mang nhan dung dé bao ngoai va bao vé
DNA ctia té bao trudc nhitng phan tir c6 thé gay ton thuong dén cau trdc hoac anh
huong dén hoat dong cua DNA. Trong qué trinh hoat dong, phan tor DNA duoc
phién ma dé tong hop cac phan tor RNA chuyén biét, goi 1a RNA théng tin
(mRNA). Cac mRNA duoc van chuyén ra ngoai nhan, dé truc tiép tham gia qua
trinh tong hop cac protein dic thi. O céc loai prokaryote, cac hoat dong cia DNA
tién hanh ngay tai té bao chat (chinh xac hon 1a tai viing nhan).

Ribosome - b§ may san xuat protein: Ribosome c6 ca trong té bao
eukaryote va prokaryote. Ribosome dugc Cau tao tir cAc phan tir protein va RNA
ribosome (rRNA). Pay 14 noi thuc hién qua trinh sinh tdng hop protein tir cac phan
tr mRNA. Qua trinh ndy con duoc goi la dich ma vi théng tin di truyén ma hoa
trong trinh ty phan tir DNA truyén qua trinh tw RNA dé quyét dinh trinh ty amino
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acid caa phan tir protein. Qua trinh nay cuc ky quan trong déi véi tt ca moi té bao,
do d6 mot té bao thuong chua rat nhiéu phén tir ribosome—thuong hang tram tham
chi hang nghin phan tu.

Ty thé va luc lap - cdc trung tAm ning lwong: Ty thé 1a bao quan trong té
bao eukaryote co hinh dang, kich thudc va sé luong da dang va c6 kha nang tu
nhan ddi. Ty thé c6 genome riéng, doc 1ap v6i genome trong nhan té bao. Ty thé c6
vai tro cung cap nang lugng cho moi qué trinh trao d6i chat cua té bao. Luc lap
cling twong tu nhu ty thé nhung kich thudc 16n hon, chiing tham gia chuyén héa
nang luong mit troi thanh cac chat hiru co (trong qua trinh quang hop). Luc lap chi
c6 & céac té bao thyc vat.

Mang lw6i ndi chat va bo may Golgi - nha phan phéi va xir Iy cac dai
phén tir: Mang lu6i ndi chat (ER) 13 hé thong mang van chuyén cac phan tir nhat
dinh dén céac dia chi can thiét dé cai bién hodc thuc hién chuc nang, trong khi cac
phan tur khac thi troi ndi ty do trong té bao chat. ER duoc chia 1am 2 loai: ER hat
(ram) va ER tron (nhin). ER hat 13 do cac ribosome bam 1én bé mit ngoai ciia no,
trong khi ER tron thi khong c6 ribosome. Qua trinh dich ma trén cac ribosome cua
ER hat thuong dé tong hop cac protein tiét (protein xudt khdu). Céac protein tiét
thuong dugc van chuyén dén phirc hé Golgi dé thuc hién mot sb cai bién, dong goi
va van chuyén dén cac vi tri khac nhau trong té bao. ER tron 1a noi tong hop lipid,
giai doc va bé chura calcium.

Lysosome va peroxisome - hé tiéu héa ciia té bao: Lysosome va
peroxisome thuong dugc vi nhu hé thong xir Iy rdc thai cua té bao. Hai bao quan
nay déu dang cdu, mang don va chtra nhiéu enzyme tiéu héa. Vi duy, lysosome c6
thé chira vai chuc enzyme phan huy protein, nucleic acid va polysacharide ma
khong gy hai cho cac qua trinh khac cua té bao khi dugc bao boc bdi 16p mang té
bao.

Vit liéu di truyén - Yéu t6 duy tri thong tin giira cac thé hé: Vat liéu di
truyén 13 cac phan tir nucleic acid (DNA va RNA). Hau hét cac sinh vt sir dung
DNA dé luu trir dai han thong tin di truyén trong khi chi mot vai virus ding RNA
cho muc dich nay. Thong tin di truyén cua sinh vat chinh 1a mi di truyén quy dinh
tat ca protein can thiét cho moi té bao ciia co thé. Tuy nhién, mot nghién ctru moi
day cho thdy c6 thé mot s6 RNA ciing duoc sir dung nhu 1a mot ban luu ddi véi
mdt sb gene dé phong sai hong.
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Céc sinh vat prokaryote, vat liéu di truyén 1a mot phan tr DNA dang vong
don gian. Phan tir ndy ndm & mot ving té bao chat chuyén biét goi 1a ving nhan.
Tuy nhién, ddi v6i cac sinh vat eukaryote, phan tt DNA dugc bao boc boi cac
phan tir protein tao thanh cau triic nhiém sac thé, duoc luu giir trong nhan té bao
(v6i mang nhan bao bén ngoai). Mdi té bao thudng chira nhidu nhiém sic thé (sb
luong nhiém séac thé trong mdi té bao 1a ddc trung cho loai). Ngoai ra, cac bao quan
nhu ty thé va luc lap déu c6 vat liéu di truyén riéng ciia minh (xem thém thuyét noi
cong sinh).

Vi du, mot té bao ngudi gdbm hai genome riéng biét 13 genome nhan va
genome ty thé. Genome nhan (la thé ludng boi) bao gdm 46 phan tir DNA mach
thang tao thanh céac nhiém sac thé riéng biét. Genome ty thé 1a phan tir DNA mach
vong, kha nho va chi ma hda cho mdt vai protein quan trong.

2. Nubi cay mo té bao thuc vat
2.1. Khai niém

Nudi cdy md té bao thuc vat 1a ki thuat cho phép nudi cay dé dang nhiing té
bao thuc vat hay mé phan sinh sach bénh trong méi trudng nhén tao thich hop dé
tao ra nhiing khdi té bao hay nhiing cay hoan chinh trong 6ng nghiém.

2.2. Vai trd ctiia nudi cay mé té bao thuc vat

Nudi cdy md té bao thuc vat dugc sir dung rong réi trong nghién ctu thuc
vat, 1am nghiép, va dong ruong. Céc vai trd bao gom:

Thuong mai h6a san xuat cac loai thuc vat sir dung nhu 1a cay canh, trang tri
phong canh va cac linh vuc lién quan dén hoa, 12 thir ma sir dung nudi cay mé phan
sinh va chdi dé tao ra sb lugng 16n cac ca thé giéng hét nhau.

Bao ton cac giéng cay hiém hoic dang bi de doa.

Cac nha nhan giong co6 thé wu tién str dung nudi cady mo dé sang loc cac té
bao hon 1a sang loc cay trong dé tim céc tinh trang tét, vi du khang/chéng chiu
thudc diét co.

Sinh truéng quy mo 16n céc té bao thuc vat trong méi truong long trong cac
bioreactors dé tao ra cac hop chat c6 gia tri, gidng nhu sinh téng hop cac hop chat
thir cap c6 nguon goc thuc vat va protein tai té hop, duoc sir dung nhu 13 dugc
pham sinh hoc.

Lai xa cac loai thyc vat bang cach bai dung hop protoplast va tai sinh céc
phép lai méi.
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Nghién ctru nhanh co s& phan tir ciia cac co ché sinh ly, sinh héa va sinh san
& thuc vat, vi du nhu chon loc in vitro céc cay chdng chiu véi cac diéu kién bat loi
va cac nghién ctru qua trinh ra hoa in vitro.

Lai - thu phan cac loai xa nhau va sau d6 nu6i cy té bao hop tr duoc tao
thanh (thuong dé bi chét néu dién ra trong ty nhién) (ctu phoi).

Céc thé dot bién nhan d6i nhiém sic thé va su hinh thanh cua cac thé da boi,
vi du nhan d6i don boi, t boi va cac dang khac caa thé da boi co duoc tao ra bang
cach &p dung céc chat chéng phan bao (antimitotic) nhu 14 colchicine hoac
oryzalin.

Cac mo té bao nudi cay sau khi bién nap cé thé sir dung dé thir nghiém ngan
han cé4c céu tric di truyén (genetic constructs) hoic tai sinh tao cac cay chuyén
gen.

Cac k¥ thuat nhat dinh nhu 14 nudi cay dinh phan sinh c6 thé duogc si dung
dé tao ngudn nguyén liéu thuc vat sach tir nguon bi 1ay nhiém virus nhu 1 khoai
tay va rat nhiéu cac loai c6 qua mém.

C6 thé tao ra céc loai lai vo tring giéng hét nhau.

3. Lich sir phat trién
3.1. Giai doan khéi xuong

Nim 1665, Robert Hooke quan sét thay té bao song dudi kinh hién vi va dua
ra khéai niém "té bao - Cell". Anton Van Leuwen Hoek (1632-1723) thiét ké kinh
hién vi khuyéch dai dugc 270 lan, lan dau tién quan sat thay vi khuan, té bao tinh
trung trong tinh dich nguoi va dong vat. Nam 1838, Matthias Schleiden va
Theodore Schwann dé xuéng hoc thuyét co ban cua sinh hoc goi 1a Hoc thuyét té
bao:

Moi co thé sdng duoc cau tao boi mot hoic nhiéu té bao.

Té bao 1a don vi cau tric va chirc ning co ban cua co thé sdng, 1a hinh thic
nhé nhét cua sy song.

Té bao chi duoc tao ra tir té bao ton tai trude do.

3.2. Giai doan nghién cttu sinh ly

Nam 1875, Oscar Hertwig chiing minh bang quan sét trén kinh hién vi rang
su thy thai 12 do sy hop nhit caa nhan tinh tring va nhan trimg. Sau d6, Hermann
P., Schneider F.A va Butschli O. 3 mé ta chinh x4c qua trinh phan chia té bao.
Niam 1883, Wilhelm Roux 1an dau tién ly giai vé phan bao giam nhiém & co quan
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sinh duc. Tir mot té bao thuc vat nubi cdy in vitro cé thé tai sinh thanh mot co thé
séng hoan chinh. Kha ning nay cua té bao thuc vat duoc goi 1a tinh toan nang.

Niam 1902, Haberlandt 1an dau tién thi nghiém nudi cay mé cay mot 1a mam
nhung khong thanh cong.

3.3. Giai doan nghién cuu phat sinh hinh thai

Nam 1934, Kogl 1an dau tién xac dinh duoc vai trd cua IAA, 1 hoocmon
thuc vat dau tién thuoc nhém auxin c6 kha nang kich thich sy ting truong va phan
chia té bao. Nam 1939, ba nha khoa hoc Gautheret, Nobecourt va White dd dong
thoi nudi cdy md seo thanh cong trong thoi gian dai tr mo thuong tang (cambium)
& ca rot va thude 14, md seo ¢ kha nang sinh truéng lién tuc.

Niam 1941, Overbeek va cs da sir dung nudc dira trong nudi cay phoi non &
cay ca rbt Datura.

Nam 1955, Miller va cs di phat minh cau tric va sinh tong hop cua kinetin -
mot cytokinin dong vai trd quan trong trong phan bao va phan hoa chéi & md nudi
cay.

Pén nam 1957, Skoog va Miller da kham pha vai tro cua ty I& nong do céc
chat auxin: cytokinin trong méi truong ddi véi sy phat sinh co quan (ré hoic choi).
Khi ty I auxin/ cytokinin (vi du: nong do IAA/ ndng d6 Kinetin) nho hon 1 va cang
nho, moé c6 xu hudng tao chodi. Nguoc lai khi nong do 1AA/ néng @6 kinetin 16n
hon 1 va cang 16n, md c6 xu hudng tao ré. Ty 1& nong do auxin va cytokinin thich
hop s& kich thich phan hoa ca choi va ré, tao cay hoan chinh.

Niam 1949, Limmasets va Cornuet da phat hién rang virus phan bd khdng
d6ng nhat trén cdy va thuong khdng thay c6 virus ¢ ving dinh sinh trudng.

3.4. Giai doan nghién ctu di truyén va tng dung

Nam 1952, Morel va Martin d3 tao ra cdy sach bénh virus cua 6 gidng khoai
tay tir nudi ciy dinh sinh truong. Ngay nay, ki thuat nay véi mot sb cai tién da tro
thanh phuong phép loai trir bénh virus dugc dung rong rai dbi véi nhiéu loai cay
trong khac nhau. Nam 1952, Morel va Martin 1an dau tién thuc hién vi ghép in
vitro thanh cong. Ky thuat vi ghép sau d6 da duoc ung dung rong réi trong tao
ngudn gidng sach bénh virus va twong tu virus & nhiéu cdy trong nhan giéng bang
phuong phap vé tinh khac nhau, dac biét 12 tao gidng cay an qua sach bénh.
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Nam 1960, Morel da thuc hién budc ngoat cach mang trong s dung Ky
thuat nudi cy dinh sinh truang trong nhan nhanh cac loai dia lan Cymbidium, mé
dau cong nghiép vi nhan gidng thuc vat.

Nam 1960, Cocking 1an dau tién sir dung enzym phan giai thanh té bao va da
tao
ra s6 luong 16n té bao tran. Ky thuat nay sau d6 da dugc hoan thién dé tach nudi té
bao tran & nhiéu cay trong khac nhau.

Nam 1971, Takebe va cs da tai sinh duoc cay tir té bao tran md thit 14
(mesophill cell) ¢ thude 14. Nam 1972, Carlson va cs 1an dau tién thyc hién lai té
bao sdma giira cac loai, tao duoc cay tir dung hop té bao tran cua 2 loai thudc 14
Nicotiana glauca va N. langsdorfii. Nam 1978, Melchers va cs tao duoc cay lai
soma "Ca chua Thudc 1&" bang lai xa té bao tran cua 2 cay nay. Dén nay, viéc tai
sinh cay hoan
chinh tir té bao tran hoac tir lai té bao tran da thanh cong & nhiéu loai thuc vat.

Nam 1964, Guha va Maheshwari 14n dau tién thanh céng trong tao duoc cay
don boi tir nudi cay bao phan cua cdy ca Datura. K thuat nay sau d6 di duoc
nhiéu tac gia phét trién va (ng dung rong réi trong tao dong don boi (1x), dong
thuan nhi boi kép (2x), ¢6 dinh wu thé lai (nudi cay bao phan hoac hat phan cua
dong lai F1 dé tao gidng thuan mang tinh trang wu thé lai).

Nam 1959, Tulecke va Nickell da thir nghiém san xuat sinh khdi mé thyc vat
quy md 16n (134 lit) bang nudi cay chim. Nam 1977, Noguchi va cs da nuoi cay té
bao thudc 14 trong bioreactor dung tich 16n 20,000 lit. Nam 1978, Tabata va cs da
nudi té bao cay thuéc & quy md cong nghiép phuc vu san xuat shikonin. Ho d
chon loc duoc dong té bao cho san lwong cac san pham thi cap (shikonin) cao hon.
Niam 1985, Flores va Filner 1an dau tién san xuat chét trao d6i thir cap tir nhan nudi
ré to & Hyoscyamus muticus. Nhiing r& ndy san xuat nhiéu hoat chat hyoscyamine
hon cay tu nhién. Hién nay, cong nghé nudi cay té bao va mo (vi du, mo ré cua
nhan sam) trong cac bioreactor dung tich 16n da dugc thuwong mai hod & muc cong
nghiép dé san xuat sinh duoc.

Nam 1981, trén co s¢ quan sat cac bién di xay ra rat pho bién trong nudi cay
mo va té bao véi pho bién di va tan sb bién di cao, Larkin va Scowcroft dd dua ra
thuat ngir "bién di dong soma" (Somaclonal Variation) dé chi cac thay doi di
truyén tinh trang xay ra do nudi cdy md va té bao in vitro. Tir cac dong té bao hoic
cay bién di di truyén 6n dinh cd thé nhan nhanh, tao ra cac dong va giong dot bién
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c6 nang sudt, ham lugng hoat chat hitu ich cao, khang mot sé cac diéu kién bat loi
nhu bénh, man, han,...

Pén nay cac nha khoa hoc da khang dinh rang mac do thanh céng cua
chuyén gen vao cay tréng phu thudc rat nhiéu vao hé théng nudi cay va tai sinh té
bao thanh cay in vitro sau chuyén gen. Nam 1974, Zaenen va CS da phat hién
plasmid Ti dong vai trd 1a yéu td gay u (crown gall) ¢ cdy tréng. Nam 1977,
Chilton va cs dd chuyén thanh cong T- DNA vao cay chuyén gen. An va cs (1985)
da phat trién hé théng hai vector cho chuyén gen thuc vat. Nam 1987, Klein va cs
da st dung sting ban gen (particle gun) mang vi dan trong chuyén gen va tai sinh
dugc cdy biéu hién gen chuyén. Nam 1994, thuong mai hoa giéng ca chua chuyén
thuc vat. Nam 1979, Marton va cs da xay dung quy trinh chuyén gen vao té bao
tran bang déng nudi cay té bao tran va Agrobacterium. Nam 1982, Krens da chyén
thanh céng DNA vao té bao tran. Nam 1985, Fraley va cs thiét ké vector plasmid
Ti d loai bo cac gen doc gay hai dé st dung cho viéc thiét ké vector chuyén gen
vao thuc vat.

Cung trong nam, Horsch va CS di chuyén gen vao manh 14 bang
Agrobacteriu tumefaciens va tai sinh gen 'FlavrSavr' Cac budc phat triéntrong lich
s cong nghé té bao thuc vat
4. Cac co quan cia thuc vat dwgc sir dung trong nudi cay mo té bao
4.1. Nubi cdy phoi.

Su ghi nhan dau tién vé nudi cay phdi 1a céng trinh cia Charles Bonnet & thé
ky XVIII. Ong tach phoi Phascolus va Fagopyrum trong trong dat va nhan duoc
cdy nhung 1a cay lun. T dau thé ky XX céc cong trinh nudi cy phdi dan duoc
hoan thién hon. Tt cac cong trinh nghién ctu trude d6, Knudson (1922) da nuoi
cdy thanh cong phéi cay lan trong moi trudng chia dudng va kham pha ra mot diéu
la néu thiéu duong thi phdi khdng thé phat trién thanh protocom.

Raghavan ( 1976, 7980) da cong bo rang phdi phat trién qua hai giai doan di
dudng va ty dudng. O giai doan di dudng ( tién phéi) can c6 cac chat diéu hoa sinh
truong dé phat trién. Trong giai doan tu dudng sy phét trién ctia phoi khong can
chat diéu hoa sinh trudng.

Dbi v6i nudi cdy phoi, nhu di biét duong dong vai trd rat quan trong. Trong
nhiéu truong hop thi duong sucrose cho két qua tét hon cac duong khac. Ngoai ra
mot s6 chat tu nhién nhu nude dira, nude chiét malt, casein thuy phén, 13 nhiing
chat rat can trong nudi cay phoi. Cac chét kich thich sinh truéng nhu GA3, auxin,
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cytokinine dung nhiéu trong nudi cdy phoi. Auxin thuong dung ¢ ndng do thap.
Kinetin c6 vai tro dac bi¢t cho sy phat trién ctia phoi.

Cac yéu td ngoai canh nhu nhi¢t do, anh sang ciing anh hudng dén su phat
trién ctia phoi nudi cy in vitro. Thudng phoi nudi cdy can nhiét do va anh sang
thap hon phoi phat trién tu nhién.

4.2. Nudi cdy mo va co quan tach roi

Wetmore (1946) nudi cdy dinh chdi cdy nho dai, cing véi mot sd tac gia
khac, 6ng da chimg minh cac bo phan cua cay déu co thé nudi cay khi gip diéu
kién thuan loi. Lon va Ball (1946) véi thi nghiém nudi cdy dinh chdi cAy ming tay
da cho théy khi nuoi cac bg phan cia cay nhu 14, than, hoa thi kha nang tao mo s¢o
nhiéu hon.

Nhu cau dinh dudng khi nudi cdy cac bd phan khac nhau cta ciy 1a khac
nhau nhung c6 thé thdy mot sd yéu cau chung nhu ngudn cacbon duéi dang duong
va cac mudi cua cac nguyén té da luong ( nito, phospho, kali, calxi) va vi lugng (
Mg, Fe, Mn, Co,Zn,...). Ngoai ra can mot chat dac biét nhu vitamin (B1, B6, B3,
...) va cac chat diéu hoa sinh truong. Mudn duy tri sinh trudng va phat trién cta co
quan nudi cdy can thuong xuyén cdy chuyén qua méi trudng méi.

Pbi véi nudi cdy md, ngoai nhitng thanh phan dinh dudng nhu ddi voi nudi
cdy co quan tach roi, can bo sung thém cac chat hitu co chira it nito dudi dang
acide amine, dudng va inositol. Trong truong hop nudi cdy md, cac chat diéu hoa
sinh trudng c6 vai tro quan trong hon vi cac mo tach roi khong co khir ning tong
hop cac chat nay.

4.3. Nudi cdy mo phén sinh

Mo phan sinh thuong 13 cac mé dinh chéi va canh cé kich thude 0,1mm=
lem. Cac mé phan sinh diung dé nudi cdy thuong tach tir cdc mam non, cac chdi
mo1i hinh thanh hoac cac canh non.

Déi v6i nudi cdy mod phan sinh sy can bang giita cac chat diéu hoa sinh
tredng rat quan trong. Mudn kich thich tao chdi can bd sung cytokinine hodc to
hop cytokinine v6i auxin. Mudn tao ré thi bo sung cac auxin nhu NAA, TAA,...

Nudi cdy mo phan sinh duoc sir dung dé loai virus tao cdy sach virus va
nhan gidng in vitro. Nudi cdy mo phén sinh con dugc st dung dé nghién ctru qua
trinh hinh thanh co quan, tao cdy da bdi qua xur 1y colchicin.

4.4. Nubi cay bao phan
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Ky thuat nudi cdy bao phin di phat trién va hoan thién nhd cong trinh
nghién ciru ctia Bourgin va Nitsch (1967) trén ciy thubc 14, Niizeki va Oono
(1968) trén lua. Tur cudi nhitg nam 1970 dd nhan dugc ciy don boi tir nudi cdy bao
phan trén 30 loai cay. Két qua nghién ctru ctia nhiéu tac gia cho thiy hat phan nudi
cdy c6 thé phat trién thanh cay don boi hoan chinh trong diéu kién nuéi cy in vitro
bang con dudng tao phdi truc tiép hodc gian tiép théng qua tao mo seo va tao co
quan.

4.5. Nubi cdy té bao don

Ngoai kha nang nudi céy cac co quan va mo thuc vat, té bao thuc vat co thé
dugc tach va nudi riéng ré trong moi trudng phu hop. Nhimg cong trinh vé nudi
cdy té bao don duoc tién hanh tir nhitng nam 50 cua thé ky XX.

Té bao don c6 thé nhan dugc bang con duong nghién md, hoic xir Iy enzym.
MGdi loai cdy, mdi loai té bao khac nhau doi hoi nhimng k¥ thuat nudi cay khac nhau.

Nudi ciy té bao don duoc str dung dé nghién ctru cau trac té bao, nghién ctiu
anh hudng cua cac diéu kién khac nhau 1én cac qua trinh sinh trudng, phat trién va
phan hoa cua té bao. Nudi cay té bao don con duoc st dung trong chon dong té
bao.

4.6. Nubi ciy protoplast

Nudi ciy protoplats dugc phét trién nho cong trinh ctua Cocking (1960). Ong
1a nguoi dau tién dung enzym dé thuy phan thanh té bao va tach dugc protoplast tir
té bao ré ca chua. Trong diéu kién nudi cdy phi hop protoplast c6 thé tai sinh thanh
té bao m&i, phan chia va tai sinh thanh cay hoan chinh.

Do khong c6 thanh té bao nén protoplast trd nén mot déi tuong 1y tudong
trong nghién ctru bién doi di truyén & thuc vat. Bang phuong phap dung hop hai
protoplast c6 thé tao ra cac cay lai soma. Ngoai ra con c6 thé sir dung k¥ thuat
dung hop protoplast dé chuyén cac bao quan va chuyén gene.
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NOI DUNG GHI NHO BAI 1

Moi té bao déu c6 mot sé kha ning sau:

- Sinh san théng qua phan bao

- Trao d6i chat té bao bao gdm thu nhan céc vat liéu thd, ché bién thanh céc
thanh phan can thiét cho té bao, san xuét cac phan tir sinh ning lwong va cac san
pham phu. Bé thuc hién duoc céc chirc ning ciia minh, té bao can phai hip thu va
st dung duoc ngudn nang lwong héa hoc du trir trong cac phan tir hitu co. Ning
lwong nay dugc giai phong trong cac con dudng trao ddi chat

- Téng hop cac protein, ddy 1a nhitng phan ta dam nhiém nhitng chic ning
co ban cua té bao, vi du nhu enzyme. Mot té bao dong vat thong thuong chia
khoang 10,000 loai protein khac nhau.

- Pap ting voi céc kich thich, hodc thay d6i ciia moi truong bén trong va bén
ngoai nhu nhimg thay d6i vé nhiét do, pH hoic nguén dinh dudng.

- Di chuyén céc tdi tiét.

Nudi cdy md té bao thuc vat 1a ki thuat cho phép nudi cay dé dang nhiing té
bao thuc vat hay mé phan sinh sach bénh trong méi trudng nhén tao thich hop dé
tao ra nhiing khdi té bao hay nhiing cay hoan chinh trong 6ng nghiém.
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CAU HOI ON TAP

1. Trinh bay cac co quan cta thuc vat duoc sir dung trong nudi cdy mo té bao ?
2. Trinh bay céc khai niém vé nudi cidy mé té bao thuc vat ?
3. Trinh bay tinh chat va khai quat ciu tao cua té bao thuc vat ?
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BAI 2: PIEU KIEN CUA KY THUAT NUOI CAY MO TE BAO
MA BAI : MP 23 - 02

Gi6i thiéu: Bai hoc ¢6 nhiém vu gidi thiéu vé cac diéu kién vé ki thuat can va du
dé thyc hién quy trinh nuéi ciy mo té bao.
Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, hoc sinh ¢6 kha nang:

- Trinh bay dugc cac diéu kién Iy hod c6 anh huéng nhu thé nao dén qué
trinh nudi cdy mo té bao thuc vat.

- Van dung duoc cac diéu kién can cta phong thi nghiém va phuong phap
thiét 1ap, xay dung phong thi nghiém nudi cdy mé té bao thyc vat.

- Xéc dinh duoc céc loai thiét bi — dung cu co ban can thiét dé trang bi cho
phong thi nghiém nudi cay mé té bao thuc vat.

- Thuc hién duoc cac thao thac co ban trong phong thi nghiém nudi cay md
té bao thuc vat.

Noi dung

1. Pieu kién vat ly — hoa hec
1.1. Nhu cau vé anh sang
1.1.1.Cuong do anh sang:

- Trong ltc nudi cy do viée st dung cudng d6 anh sang qua manh, ching
han: 50w/m” twong duong khoang 10.000lux (1w/m2 = 200lux) thi c6 thé dan dén
that bai trong nudi cay.

- Binh thuong trong cac phong nudi cdy, cuong do anh sang thay doi tir 5 -
25w/m?(1000-5000lux) nhung nguoi ta sit dung thuong xuyén nhét tr 10 dén
15w/m’.

1.1.2. Thoi gian chiéu sang:

Thong thuong thoi gian chiéu bd sung cho qué trinh sinh trudng va phat
trién mo nuoi cay la tir 16 — 18g10/24¢g10
1.1.3. Chdt lwong énh sdng:

Mot s6 cong trinh nghién ctru da két luan rang:

- Anh sang xanh, anh sang tim s& kich trich tao chdi con 4nh sang d6 sé kich
thich tao rée.
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- Nhu vay, nguoi ta s€ co loi néu tron hai loai dén huynh quang: mot loai co
nhiéu tia xanh hon, con loai kia c¢6 nhiéu tia do.
1.1.4. Anh hwéng cia nhiét dp.

- Nhiét d6 cua phong nudi cy thuong duge diéu chinh on dinh tir 22 —25°C.

- Nhu cau nhiét do ctia mét loai lai khac nhau: céc loai cay séng 0 khi hau 6n
d6i thi thich hop nhiét d6 thip hon cay sdng & nhiét d6i. Chinh vi vy ma nguoi ta
s& diéu chinh nhiét do cua cic phong nudi ciy cac loai cdy 6n d6i 1a thap 20 + 1°C
va phong nudi cdy cac loai cay séng & diu kién nhiét d6i 1a tir 25+ 1°C.

- Cén chu ¥ khi diéu chinh nhiét d6 phong luén ludn thap hon 2-4°C theo
nhu cau muyc dich dt ra béi vi nhiét d6 trong binh nudi cdy ludn ludn cao hon nhiét
d6 & phong 1a tir 2 - 4°C.

1.2. Phong thi nghiém nudi cdy mé té bao
Mot phong thi nghiém nudi cdy mo té bao thuong bao gdm céc phong co ban sau:

- Phong rtra dung cu

- Phong chuan bi méi truong, hép tri¢t trung va chira dung cu.

- Phong cdy vo trung.

- Phong nuodi mau cay co diéu kién nhiét do, anh sang co thé diéu chinh phu
hop véi miu cly.

- Phong quan sat va thu nhan sé liéu.
1.2.1.Phong rwa dung cu.

Phong rira dung cu phai c6 bon rira 16n, ¢ duong thoat riéng cho acid, co ké
dé cac thiét bi nhu: dung cu khir ion nudc, may cit nudc, ti dung dung cu thuy
tinh.

1.2.2. Phong chudn bi méi truong.

- Phong chudn bi méi truong phai c6 chd dé hod chét, binh thuy tinh va cac
dung cu can thiét dé pha méi truong va céc thiét bi nhu:

+ May r6t moi truong (dung cu khac).

+ May khuay tir.

+ May do Ph.

+ Can k¥ thuat.

+ can phan tich.

+ Tu sdy va ndi hép triét trung.

28



+ Tu lanh dyng hoa chit, dung cu nau moi truong va cac dung cu thuy tinh
khéc.

- Can phai c6 cac bang hudng dan cu thé cho timg thiét bi va dic tinh cua
timg hod cht sir dung trong khi pha ché méi trudng.
1.2.3. Phong cdy vé tring.

- Phong cdy vo tring nén thiét ké 1a mot phong nho va kin. Sang va tuong
can duoc 14t gach men hoac son nudc dé dé& vé sinh va khu trung thuong xuyén.

- Ctra phong cay nén 1a ctra kinh dé tao anh sang tt, d& dang vé sinh va tién
lién lac v&i bén ngoai trong nhimg lic can thiét.

- Trén tran phong cdy v trung phai c6 gin dén cuc tim (dén UV) dé khu
tring phong. Nén thiét ké ctra phong cdy vo tring 1a ctra kéo.

1.2.4. Phong nudi mdu cady.

- T4t ca cac mau céy déu duoc nudi trong diéu kién nhiét do, anh sang, do
am, thoi gian chiéu sang, thong khong khi hop 1y. Phong nudi mau ciy phai c6 gin
quat thong gi6. Nén — tudng phai lat gach men dé tién cho cong tac vé sinh phong.

- Phong nudi mau cdy phai co cac gian nudi bang sit hay nhém va trén gian
nudi can phai gin hé théng anh sang dén huynh quang va cé thé diéu chinh duoc
cudng do va thoi gian chiéu sang.
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Bén canh phong thi nghiém phdi cé hé thong nha kinh, vieon wom dé trong
cdy nguyén liéu nudi cdy va cdy tdi sinh trong ong nghiém.
1.3. Céc thiét bi, dung cu co ban can thiét cho phing thi nghiém nuoi ciy mo té
bao

K§ thuat nudi cdy mo té bao doi hoi phai co nhimg thiét bi co ban trong
phong thi nghiém. Cac dung cu va thiét bi sau day can thiét cho phong thi nghiém
nudi cay mo:
1.3.1. May méc.

- Tt cy vo trung.

- Tu séy.

- Kinh hién vi soi noi.

- Can phan tich,

- Can k¥ thuat.

- Méy do pH.

- Bép dién.

- May khuay tir gia nhiét.

- May ly tam (néu co).

- Noi hép triét tring (autoclave)

- May cat nudc hai hoac mot lan.

- Ta lanh.

- N6i ndu moi trudng.
1.3.2. Dung cu khac.

- Binh tam gidc c6 thé tich tir 50 dén 250ml hodc céc binh nudi cdy mo bang
plastic co thé hép triét tring

- Pia petri

- Panh cdy, kéo Inox, dao ciy inox.

- Céc thuy tinh, dng dong, pipet, binh dinh mirc va éng nghiém.

- Pén con

Tat ca cac dung cu duoc st dung dé nudi cdy mo phai hoan toan khong tiét
ra bat ky chat nao gy anh huéng dén sy phat trién cia mau ciy trong qua trinh
nudi ciy.
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Hinh 2.2. Tii cdy vé tring
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Hinh 2.3. Can phan tich

Hinh 2.4. Noi hdp triét trimg 1

Hinh 2.4. Néi hdp triét tring 2

2. Cac thao tac co ban trong phong thi nghiém
2.1. Can.

- Viéc chuan bj moi trudong doi hoi phai thao thac cin phai chinh xéc.

- Cac luu y khi sir dung can dé c6 két qua chinh xac:

+ Can phai dat & vi tri on dinh, khong bi rung, khong khi khong bi dao dong
va can bang.

+ Can va dia can phai dugc gitr gin sach sé.

+ Khoéng dugc can qué trong luong cho phép va khong dat hoa chat truc tiép
lén dia can.

2.2. Pong chit 10ng.
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- Trong qua trinh chuin bi méi truong nudi cdy can thiét phai c6 mot sb
dung cu thuy tinh (hodc nhya) c6 chia vach nhu éng hut ¢6 chia do(pipet), cde thuy
tinh ¢ chia vach (cdc dong), éng dong ,...dé pha mdi truong.

- Pong cac dung dich bing dng hit c6 chia dd hodc 6ng dong chi chinh xac
khi day ctia khong khi ngang voi vach danh dau ciia dung cu dong.

2.3. Xéc dinh d¢ pH.

Hinh 2.5. May do pH cam tay

- D6 pH moi trudng duoc do dia vao ndng do ion H' trong mdi trudong. DO
pH méi truong nudi cdy hau hét duoc chinh ¢ 5,7 + 0,1 trude khi khir tring.

- Xac dinh chinh xac d6 pH trong méi truong nudi ciy 1a rat can thiét boi vi
d6 pH c6 anh huong dén kha ning hoa tan cta cic ion trong mdi trudng khoang,
kha ning dong tu agar va sy ting truong cua té bio.

- D6 pH cta moi truong nudi cdy thuong duoce diéu chinh bang NaOH hay
KOH hoic bang HCI sau khi di pha xong méi truong va chuan bi dua vao hap triét
trung.

- C6 nhiéu phuong phap xac dinh va diéu chinh d6 pH méi trudng nudi cy.
Chang han st dung cac loai may do pH (bang tay hay dé ban) hoic sir dung gidy
quy tim hodc cht chi thi

2.4. Rira dung cu thuy tinh va binh nudi ciy
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- Céc dung cu nudi ciy bang thuy tinh phai dugc rira k§ bang xa phong bot
va sau d6 phoi kho dudi diéu kién dnh sang mat troi.

- M6t s trudng hop dung cu nudi cdy qua ban thi phai duge ngdm trong aicd
chlomic hoic sulfuric va sau d6 rira lai bing xa phong bot va nude may.

* Lwu V: Cac binh moi trudng bi nhidm trong qua trinh nudi cdy can phai
duoc hép tri¢t trung trudce khi rira va tat ca cac dung cu trude khi dua vao st dung
phai duoc sdy kho trong tu say.

2.5. Khtr trung.
2.5.1. Khir trimg phong cdy va ti cdy.

- Péi v6i phong ciy co dién tich 16n thi khir tring tién nhat 14 bang dén cuc
tim va thot gian khir trung tuy theo kich thudce cua phong.

- Bdi véi phong nhoé hon va ta ciy ciing duge khir tring bang tia cyc tim
hogc dung dich diét ndm, diét khuan.

- Tu ciy c6 hé thong thoi gid vo tring c6 thé duoc khir tring dé dang bang
cach mo quat gié va lau tat ca cac bé mit bang con 95% trong vong 15 phat trude
khi bat dau 1am viéc trong tu.

- Phong nuoi ciing phai duoc khtr tring trude hét bang xa phong bot, sau d6
lau lai bang dung dich hyphchlorite calcium 2% hoic nudc Javen hodc bang con
95%.

- Cong tac vé sinh khtr tring phong ciy phai duoc thuc hién dinh ky hang
tuan.
2.5.2.Khir triing binh cdy va dung cu khdc.

- Dung cu thuy tinh dung trong nuoi céy mé thuc vt can phai chiu duogc
nhiét d 160 - 180°C khi vo tring kho(sdy) va 121°C khi vo tring u6t(hap).

- Nut day: thuong dung nhat 12 bong gon khong tham nudc. Nat phai tuong
d6i chat dé khong cho bui di qua ddng thdi nude tir moi truong khong bi bbe hoi
qua dé dang trong qua trinh nuoi cay.

- Dung cu kim loai, gidy nhom,..can duoc khir tring bang khong khi nong
(130° - 180°%) trong vong 2 — 4 gi¢ trong ta sdy. T4t ca cac vat dung nay phai duogc
g6i kin trude khi khir tring nhung khong dugc goi bang gidy vi gidy s& phan rd ¢
nhiét d6 170°C
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2.5.3. Khir trimg méi truong nudi cdy.

- Pé khir tring moi trudng nudi cdy thuong st dung hai phuwong phap: hap
triét tring va loc bang mang loc vo trung.

- Méi trudng nudi céy, nude cit va cac hoa chat on dinh khac co thé chta
trong binh thuy tinh va ddy bang nut bong gon khong thAm nuée, gidy nhom hoic
nap nhua dé hap triét tring. Tuy nhién, mdi trudng cé cac chat khong bén véi nhiét
thi can st dung phin loc milipore(loc v6 trung). Thong dung nhat 14 méi truong
nudi cdy duogc hap triét tring ¢ 121°C, latm.

- Mbi trudng cé thé tich nhé (100ml hodc it hon) thi thoi gian khir trung 13 tir
15 — 20phut nhung véi lugng moi truong 16n hon thi phai khir trung trong 30 —
40phtt. Ap suat khong nén 1én cao qua 1,3atm vi ap suét cao s& lam phan huy
carbohydrate va cac hop chat nhay cam (khong bén) véi nhiét do ¢ trong moi
truong. Thé tich méi trudong va thoi gian khir tring ¢6 méi twong quan duoc trinh
bay bang 1.

Bdng 2.1. Thoi gian toi thiéu dé hap khir trimg méi truong nudi cdy mé & 121°C

L Thoi gian khir trung tdi thiéu
Thé tich moi truomg(ml) ,
(phut)

2025 24
50 26

100 28.5

250 315
500 35
1.000 40
2.000 48
3.000 95
4.000 63
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2.5.4. Khir triing mau cady thuc vt

V& mit nguyén tic, cac té bao con sdng di phan hoa déu c6 kha ning phan
phan hoa dé tré lai trang thai tré hoa va tai 1ap kha ning phan chia. Cac mé thuc
vat thuong dugc sir dung dé nudi cay 1a:

- Pinh sinh truéng than hodc ré.

- Chdi bén.

- Tuong tﬁng.

- Vay cu nhu ¢ cay Tulip, lys, lyly....

- Chdi ngon.

- Nhu mo6 14 hoac nhu mo vo than.

- Choi nay tir cu (khoai tay, khoai lang,..)

- Khir tring mau cay 1a viéc lam khé vi miu séng khong thé khir tring bang
nhiét do cao. Do d6, mau céy hoac mo céy hodc co quan thuc vat phai dugc khu
tring bang cac dung dich khtr tring.

- Cac dung dich khur trung thuong 1a hypochlorite calcium, chlorua thuy
ngan,....Ty 18 v6 trung thanh céng phu thudc vao thoi gian khir tring va nong do
cac chat khir tring. Thoi gian va nong do khir tring ctia mot s6 chat khir tring
dugc thé hién qua bang 2.2

Bdng 2.2. Cdc chdt khir tring- thoi gian thuong sir dung dé khir trimg madu cady.

Chit khir tring Nong d6 khir tring Thoi gi?;hl:]?;} trung
Hypochlorite calcium 9-10% 5-30
Hypochlorite sodium 0.5-5.0% 5-30
Oxy gia 3.0-12% 5-30
Chlorua thuy ngan 0.1-1.0% 2-30
Nudc bromine 1.0-2.0% 2-30
Nitrate bac 0.5-1.0% 5-30
Khang sinh 4.0 — 50mg/I 30-60
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Viéc xtr 1y thanh cong ngudn gy nhiém phan 16n 13 phu thude vao k¥ thuat
xtr Iy trong nudi ciy vo trung. Cac ngudn gy nhiém 1a bui, toc, tay, quan 4o vi vy
trong khi cdy phai chua ¥ rta tay, lau bang con 70° t6i khuyu tay, tay 4o phai duoc
xan 1én cao, kep gon toc,... khong noéi chuyén hodc nhay mili trong khi dang cay.
Khong dua vao tu cdy cac binh cdy da bi nhiém vi bao tir d& phat tan trong ta cdy.
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NOI DUNG GHI NHO BAI 2

1. Mot phong thi nghiém nudi cdy mé té bao thuong bao gom cdc phong co bdn
sau.

- Phong rtra dung cu

- Phong chuan bi mdi truong, hép tri¢t trung va chtra dung cu.

- Phong cdy vo tring.

- Phong nudi miu ciy cé diéu kién nhiét do, anh sang c6 thé diéu chinh phu
hop véi miu cly.

- Phong quan st va thu nhén so liéu.

2. Phong cdy vé tring:

- Phong cdy vo trung nén thiét ké 1a mot phong nho va kin. Sang va tudng
can dugc 1at gach men hodc son nudc dé dé& vé sinh va khu trung thuong xuyén.

- Ctra phong céy nén 1a ctra kinh dé tao anh sang tdt, dé dang v¢ sinh va tién
lién lac v6i bén ngoai trong nhitng luc can thiét.

- Trén tran phong cdy vo trung phai co gan dén cuc tim (dén UV) dé khu
triung phong. Nén thiét ké ctra phong cdy vo trung 1a cira kéo
3. Phong nudi mau cdy -

- T4t ca cac mau céy déu duoc nudi trong diéu kién nhiét do, anh sang, do
am, thoi gian chiéu sang, thong khong khi hop 1y. Phong nudi mau cay phai co gan
quat thong gid. Nén — tudng phai lat gach men dé tién cho cong tac vé sinh phong.

- Phong nudi mau cdy phai co cac gian nudi bang sit hay nhém va trén gian
nudi can phai gin hé théng anh sang dén huynh quang va c6 thé diéu chinh dugc
cuong do va thoi gian chiéu sang.

Bén canh phong thi nghiém phdi cé hé thong nha kinh, vieon wom dé trong
cdy nguyén liéu nudi cdy va cdy tdi sinh trong ong nghiém.
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CAU HOI ON TAP

1. Trinh bay cac diéu kién vat Iy — hda hoc trong nudi cdy mé thuc vat
2. Trinh bay cac thao tac co ban trong phong thi nghiém nudi cay mé thuc vat

3. Bai tap: Sur dung cac may mac thiét bi trong phong thi nghiém nudi cidy md thuc

A

vat
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BAI 3: MOI TRUONG NUOI CAY VA PHUONG PHAP PHA CHE MOI
TRUONG NUOI CAY

MA BAI : MD 23 - 03

Gi6i thiéu: Thanh phan c6 trong moi truong nudi cay mo té bao dong vai tro 1on
quyét su thanh cong trong qua trinh nudi cdy mo. Bai hoc trinh bay vé thanh
phan moi trudng nudi cdy mod té bao va phuong phdp pha ché€ moi trudng nudi
ciy

Muc tiéu

Sau khi hoc xong bai nay, hoc sinh ¢6 kha nang:

- Trinh bay dugc mdi trudng nudi mo té bao thuc vat bao gdm nhig thanh
phan nao.

- X4c dinh dugc mot s6 méi trudong nuodi céy co ban va co thé lién hé - van
dung cac cach chon lya mdi truong nudi cdy trén timg d6i tuong cdy trong thich
hop.

- Phan tich duoc trinh tu cac budc trong phuong phap pha ché méi truong
nudi cay.

Néi dung
1. Thanh phan méi truong nudi cay.

Thanh phan méi trudng nudi cay té bao va mo thuc vat thay doi tuy theo
loai, bd phan nudi cay, myc dich nudi cdy va nhiéu yéu t6 khac. Tuy vay, tat ca cac
mdi truong nudi cdy bao gio ciing gdm 5 thanh phan chinh sau:

- Cac mudi khoang da luong.

- Cac mubi khoang vi luong.

- Céc vitamine.

- Puong 1am ngudn carbon.

- Céc chét diéu hoa sinh trudng thuc vat.

Ngoai ra, ngudi ta con thuong thém vao mdi trudng nudi cdy mot sb chat
hitu co thanh phﬁn hod hoc xdc dinh (amino acid, EDTA,...) hoac khong x4c dinh
(nudce dira, nude chiét nAm men, khoai tay,...)
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1.1. Cac mudi khoang da luong.

Nhu cdu mudi khoang cia mé, té bao tach roi khong khac nhiéu so véi cay
trong trong diéu kién tu nhién. Cac nguyén t6 da luong can phai cung cip
nito(nitrogen), phospho(phosphorus), kali(potassium), magié(mangiesium), sit.
1.1.1. Nguon Nito:

- M5 té bao thyc vat trong nudi cdy co thé sir dung cac dang nito khoang nhu
amon va nitrat, dong thoi cling ¢ thé sir dung cac dang nito hitu co nhu amino
acid. Ty 1&é amon va nitrat thay doi tuy theo loai cdy va trang thai phat trién ctia mo.

+ Nitrat dugc cung cap dudi dang mudi canxi nitrat (Ca(NO3),. 4H,0), Kali
nitrat (NaNO3) hoac amon nitrat (NH4;NO3).

+ Amén duoc cung cdp dudi dang mudi amoén sulphate (NH,),.SO, hoic
amon nitrate (NH4NOs).

- Tong nong do ciia NO3 va NH," trong mdi trudng nudi cay thay doi tuy thudc doi
tuong nghién ctru va muc dich nghién cuu.
1.1.2. Nguoén phospho:

- Nong do ctia phospho hoa tan cao trong méi trudng nudi cdy sé& lam giam
su ting trudng cia mo, c6 thé 1a do canxi va mot sé nguyén to vi luong bi két tia
trong mdi truong hodc bi giam hap thu vao mo.

- Hai dang phosphor thuong dung nhat 13 Na,PO,.7H,0 va KH,PO,. Nong
d6 phosphor trong méi truong thudng bién thién tir 0,15 dén 4,0mM, thudng ding
khoang 1,0mM.

1.2.3. Nguon Kali.

K* 1a mét cation chu yéu trong cdy, giup cho cdy can bang cac anion vo co
va hita co. Sy thiéu hut K* trong méi truong nudi cay mé thyuc vat sé dan dén tinh
trang thira nudc (Pasqualetto va cong su, 1988) va lam giam téc do hap thu
phosphate (Chin va Miller, 1982)

Cac dang mudi thuong dung dé cung cap kali 1a kali nitrat (KNO3), Kali
chlorua (KCI), Kali phosphate (KH,PO,).

1.2.4. Nguon Can xi

- Canxi c6 vai tro trong viéc phat sinh hinh thai ciia mé cAy.

- Canxi dugc cung c?ip dudi dang mudi canxi nitrat (Ca(NO3),. 4H,0), canxi
chlorua (CaCl,.6H,0) hoac CaCl,.2H,0
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1.2.5. Nguon Magié

Magié duoc cung cap dudi dang magié sulphate MgS0,.7H,0 véi ndng do
trong moi truong khoang 0,5 dén 3,0 mM.
1.2.6. Nguon Sdt.

Nhitng moi truong c¢d dién thudong dung sit dudi dang chlorua FeCl,,
FeCl;.6H,0, sulphate st FeSO,.7H,0, Fe,(C4H40p).
- Hién nay, sit dang Chelat két hop voi Na, — Ethylen Diamine Tetra Acetate (Na,-
EDTA) duoc st dung thong dung nhat. O dang nay sit khong bj két tua va giai
phong tur tir ra moi truong theo nhu cau cua mo thyc vat.
1.2. Cac mubi khoang vi luong.

Rét it cac nguyén t6 vi lugng di dugc chimg minh 1a khong thé thiéu dugc
doi véi su phat trién ciia mo va té bao.

Sau nay 1a mot sé khoang vi luong théng dung va ngudng cung cap:

Bang 3.1. Cac khoang vi luong thong dung:

Tén khoang vi Dang st dung Nong do
lwgng micromol
Mangan (Mn) MnSQO,.4H,0 15-100
Bo (B) H;BO; 06 - 100
Kém (Zn) Zn SO,.7H,0 30-150
DPong (Cu) Cu SO4.5H,0 0.04 —0.08
Molypden (Mo) (NH4)6M0,024.4H,0, NaMo00O,4.2H,O | 0.007 - 1.0
Coban (Co) CoCl, 01-04
16t (I) KI 2.5—20.0

1.3. Céc vitamine

- Thyc vat can vitamine dé xuc tac cac qua trinh bién dudng khac nhau.

- Céc vitamine thudng dugc st dung nhiéu nhat trong nudi cidy mo té bao
thyc vat la vitamine nhom B ma quan trong nhét 13 vitamine Bl (Thiamine HCI).
B1 1a mdt vitamine cin ban can thiét cho sy ting trudng cla tit ca cac té bao.

- Cac vitamine dugc str dung thong dung trong méi trudng nudi cy té bao
thuc vat duoc gioi thi¢u trong Bang 3.2.
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Bang 3.2. Cdc vitamine sir dung thong dung trong méi truong nudi cdy mo.

Tén vitamine Nong dé sir dung (mg/1)

Myo — inozitol 100

Glycine 0,5-5.0

Acid nicotinic (Niacin, vitamine PP) 0,5-1.0
Pyridoxine HCI (vitamine Bg) 0.05-0.5
Thiamine HCI (vitamine B,) 10-50
Panthotenat canxi 1.0-5.0
Riboflavine (vitamine B,) 1.0-5.0

Biotine 0.1-1.0

Acid folic 0.1-1.0

1.4. Pudng lam ngudn carbon.

Mo hoic té bao khi nudi ciy trong 6ng nghiém thi qua trinh quang hop phan
nao bi han ché chinh vi vy ma trong mdi truong nudi cay can phai bo sung ngudn
carbon nham gitp mo, té bao thuc vat tong hop nén cac hop chat hitu co giup té
bao phan chia, ting sinh khéi.

Bdng 3.3. Cdc chdt diéu hoa sinh truéng thiee vt thuong ding trong nudi cay mé.

Tén chat diéu hoa sinh truéng Tén viét tit | Nong d0 micromol
- Indole — 3 — acetic acid IAA 5.0-20.0
- Naphthaleneacetic aicd NAA 0.1-5.0
- 2,4 — Dichlorophenoxyacetic acid 24-D 0.2-5.0
- Indole — 3 - butyric acid IBA 1.0-5.0
- Gibberellic acid GA; 0.1-20
- 6 — Furfurylamino purine Kinetine 0.1-20
- 6 — Benzyl — aminopurine BA 0.1-20
- Trans — 6 — (4 hydroxul — 3 —| Zeatine 1.0-5.0
methylbut — 2 — enyl) amino purine

- Thidiazuron TDZ 01-2.0
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Hai dang duong thudong gip nhat trong nudi cdy in vitro 1a glucose va
sucrose, nhung hién nay sucrose dugc str dung phé bién hon.

Tuy theo muc dich nudi cdy, ndng d6 sucrose bién d6i trong mdi truong nudi
cay tir 2% - 6% va thong dung nhat 13 3%.

1.5. Cac chét diéu hoa sinh trudng thuc vat

Chat diéu hoa sinh trudong thuc vat c6 mot vai tro rat quan trong trong qua
trinh nudi cy té bao thuc vat. Chung gitp cho viéc nudi cdy theo muc dich ting
truong hay @c ché té bao véi cac lidu lugng sir dung rat nho tir 0.01 mg/l dén
10mg/l. Cac chit diéu hoa sinh trudng thuc vat duge st dung thong dung nhat
trong nudi cdy md té bao duoc gidi thiéu & Bang 3.3.

1.6. C4c chat hiru co khéc:
1.6.1. Nuoc dua:

Trong nudc dira ¢c6 mot lugng 1én Myo — inozitol va con c¢6 mot mot sd
amino acid vi vay no co tac dung kich thich mo té bao sinh trudng - phat trién rat
tot.

Luong nudc dira ding trong mdi trudng nudi cay thuong kha 16m, tir 15 dén
20% thé tich mdi truong. Nén st dung nude dira tuoi 1a tot nhat.

1.6.2. Nudc chiét ndm men:

La cac ché pham thudng duoc dung nhiéu trong nudi cdy vi sinh vat, mo té
bao dong vat. Thanh phan hoa khong rd, trir mot s6 amino acid. Luong thuong
dung 1a 1g/11 mo1 truong.

1.6.3. Than hoat tinh:

B6 sung than hoat tinh vao mdi trudng nudi cdy sé& co tac dung khtr doc dic
biét 14 cac chat phenol. Luong than hoat tinh st dung trong mdi trudng nudi cay tir
0.5 dén 3%.

1.6.4. Yéu t6 lam déic méi trwong nudi cdy.

Agar 13 chét thuong dugc sir dung théng dung nhat dé tao méi truong dic
hay moi truong ban long dé nudi cay mo thuc vat.

Agar khong phan tng véi cac chat trong méi trudng nudi cdy. Nong do agar
thuong st dung trong moi trudng nudi cdy thuong dao dong tir 0.5 dén 10% tuy
theo muc dich nudi cay.
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2. Mt s0 moi trwromg nuoi cay co ban va cach chon lwa méi truweong nuéi cay.

2.1. Mt s6 moi truong nudi cay co ban.

TEN MOI TRUONG
Tén hod chét Murashi | Gambor | Gauther | Helle | Kno | Monnie | Whil
ge et g et r p r e
Skoog
Khodng da Miligam/lit
luong
NH,NO;, 1650 - - - - 825 -
(NH4)2S04 - 134 - - - - -
CaCl,.2H,0 440 150 - 75 - 880 -
ga(NO3)2'4H2 i i 500 - 1000 - | 300
MgSO,.7H,0 | 370 250 125 250 | 250 | 370 | 720
KCI - - - 750 | - 350 | 65
KNO; 1900 2500 125 - | 250 | 1900 | 80
KH,PO, 170 - 125 - | 250 | 170 -
NaNO; - - - 600 | - - -
(N)aHZPO4.H2 i 150 i 125 | - - | 165
Na,SO, - - - - - - 200
Z'Zﬁ,?g v Miligam/lit
AICl, - - - 0.03 - - -
BeSO, - - 0.1 - - - -
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 | 0.05 - - 0.05 -
CuS0,5H,0 | 0.025 0.025 | 0.05 | 0.03 |[002| 0.05 -
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)

FeCl;.6H,0 - - - 1.0 - - -
FeSO,.7H,0 27.85 27.85 - - - 14.9 -
Na, — EDTA 37.25 37.25 - - - 11.1 -
Fex(SOy)3 - - 5.0 - - - 2.5
MnSO,.4H,0 22.3 10.0 3.0 0.1 3.0 33.6 7.0
NiCl,.6H,0 - - - 0.03 - - -
NiSQO, - - 0.05 - - - -
Kl 0.83 0.75 0.5 0.01 0.5 1.66 0.75
(N)azMoO4.2H2 0.25 0.25 ) ] 0.502 0.5 ]
Ti(SO4), - - 0.2 - - - -
ZnS0,4.7H,0 8.6 2.0 0.18 - 0.5 21 3.0
H3BO; 6.2 3.0 0.05 1.0 0.5 12.4 1.5
Fe — citrate - - - 1.0 10.0 - -
Vitamine Miligam/lit

Hgfmine 0.1 10 1.0 0.5
Nicotinic acid 0.5 1.0 0.1
E'gdoxme 05 1.0 0.1
Glycine 2.0 - 3.0
Folic acid - - -
:\:g:itol 100 ) '
Duong 30 20 20

46




2.2. Cach chon Iira méi trudng nudi cdy.

Khi bat dau cong tac nuoi céy mo té bao thuc vat ddi véi mot s6 dbi tuong
nhat dinh thi van dé kho khan dit ra 1a chon moéi trudng nao thich hop va trén co s
ndo dé phdi hop céc ty 1¢ chat dinh dudng. C6 hai cach :

2.2.1. Cach 1:

C6 thé tham khao tai liéu, sach bao, cac cong trinh khoa hoc,..dé tir d6 lam

co s& dé thi nghiém tham do.
2.2.2. Céch 2:
Bam sat vao su phan loai mdi truong nudi cay dua vao thanh phan dinh dudng:

+ Moi truong ngheo dinh dudng: White, Knop.

+ Moi truong c6 ham luong chit dinh dudng trung binh: B5 (Gamborg)

+ Moi truong giau dinh dudng: MS (Murashige - Skoog)

Vi véy, khi bt dau nudi cly mo mot sé ddi tugng cdy trong méi ma chua cé
tai liéu trudc thi nén thim do so sanh ba loai moi truong trén dé xem ddi tuwong
nghién ctru thich hop véi loai méi trudng nao nhat.

Sau khi tim thdy méi truong thich hop ching ta ¢6 thé timg budc cai tién dé
tu tim cho minh méi truong thich hop nhat cho muc dich, d6i tuong va ndi dung
nghién ctru.

Vi dy, chiing ta ¢ thé tim ty 18 NO3/NH," cho timg dbi twong. Vi cac cay
trong trén can ngudi ta thuong khong dung NH,* nhung d6i voi mot sd cay khac co
kha ning hap thu manh NH," nhu cdy Lyu thi sit dung ion ndy trong mdi truong
nudi cay chic chin s& dem lai két qua tot.

Hién nay, moi truong MS dugc coi nhu 1a mot moi truong thich hop cho
nhiéu loai cdy tréng do giau va can bang vé chat dinh dudng. Vi vdy, nhitng nguoi
tap su nudi cdy mo thuong bat dau bang moi truong nay trude khi tim ra moi
truong thich hop cho dbi tuong nudi cdy cta minh.

3. Phwong phap pha ché méi trudng.

Chon lua dugc thanh phan dinh dudng va cac chat diéu hoa sinh trudng thuc
vat cho mot ddi twong nudi cdy 1a rat quan trong nhung dé c6 két qua chinh xac thi
can phai c6 mot phuong phap pha méi trudng chinh xac va hop 1y.

3.1. Thanh phan va phuong phap bao quan cac dung dich me.
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- Viéc pha ché moéi truong nudi cay doi hoi phai ¢6 dung cu thuy tinh sach,
nudc c¢o chat lugng cao, hoa chat tinh khiét, cdn dong can than tat cd cac thanh
phan ctia moi truong.

- Mbi truong nudi cdy phai gdm c6 khoang da luong, vi luong, ngudn
carbon, vitamine, agar, chat DPHST va mdt s6 chat phu gia khac.
3.1.1.Muc dich va yéu cau ciia viéc pha ché dung dich me.

- Viéc sur dung dung dich me giup lam gidm su 1dp lai cac thao thac trong luc
pha méi truong. Mat khac gitip cho qua trinh can dong dé dang va chinh xac hon.

- C4c dung dich me can phai ghi nhin cu thé, ngdy pha, ngay hét han st
dung va tén nguoi pha.
3.1.2.Thanh phan va phwong phdp bdo qudn cdc dung dich me.
3.1.2.1. Cdc khoang da lwong.

- Thanh phan: (D6i v6i méi trudng MS)

Nong d§ | Nong do (ml/l) pha | S6 ml sir dung
STT | Tén hoa chat chuin dam dic 20 lan cho 1 lit moi
(mg/l) | trong 1000ml nwée | trwong lam viée
I STOCK I hay MS1
1 | NH4NO; 1650 33.000 50 ml
2 | KNO; 1900 38.000 50 ml
3 | MgS0,.7H,0 370 7.400 50 ml
4 | KH,PO, 170 3.400 50 ml
I STOCK Il hay MS2
1 |CaCl,.2H,0 440 8.400 50 mi
- Phuong phap bao quan:

+ Dung dich me ctia khoang da lugng nén pha véi nong d6 gap 20 lan dung
dich chudn. Nén pha riéng dung dich me ctia mudi canxi dé tranh két tia.

+ Dung dich me khoang da lugng bao quan tdt nhat trong diéu kién lanh, tur
2-4°C.
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3.1.2.1. Cac khodng vi luong.

Thanh phan: (D6i voi méi trudng MS)

Phuong phép bido quan: Dung dich me cac khoang vi luong nén pha vdi
noéng do gap 200 lan dung dich chuan va dugc cét trit trong ti lanh 14 tot nhat. Cac

khoang vi lwong dugc chia thanh bdn nhom dé pha dung dich me.

Nong dd NﬁngA a0 (:n i S6 ml sir dung
STT | Tén hoa chat chuin gha dam dac 200 cho 1 lit moi
(ma/l) lan trong’IOOOml truong 1am vige
nuwoc
I STOCK |1l hay MS 3
1 | MnSQO,.4H,0 22.3 4460 5ml
2 | 4ZnS0O,.7H,0 8.6 1720 5mi
3 | H3BO; 6.2 1240 5ml
I STOCK IV hay MS 4
1 [KI 0.83 166 5mi
2 | Na;M00,.2H,0 0.25 50 5mi
11 STOCK YV hay MS 5
1 | FeS0O,4.7H,0 27.85 5570 5mi
2 |Na,—EDTA 37.25 7450 5mi
IV | STOCK VI hay MS 6 (Pha dam diic 1000 lan trong 1000ml nwéc)
1 | CoCl,.6H,0 0.025 25 1ml
2 | CuS0O,.5H,0 0.025 25 1ml

3.1.2.3. Cac Vitamine

Phuong phép bao quan: Vitamine dugc pha véi nong do gap 200 hodc 1000
lan so véi dung dich chuan va cét trit trong diéu kién lanh sau hon so voi cac dung
dich me khac. Béi vi dung dich me cua cac vitamine dé bj nhiém nam, tap khuan vi
vay nhat thiét phai luu giit ¢ nhiét d6 dudi 0°C.
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Thanh phan: (Déi voi méi trudng MS)

Nong do | Nong do (ml/) pha | S6 ml sir dung
STT| Tén hoa chat chuin dam dic 20 lin cho 1 lit moi
(mg/l) | trong 1000ml nwée | trwong lam viéce

I STOCK VII hay MS 7

1 | Myo — Inositol 100 20.000 5mi

I STOCK VIl hay MS 8

1 | Glycine 2.0 400 5ml

2 | Thiamine HCI 0.1 20 5mi

3 | Nicotinic acid 0.5 100 5mi

4 | Pirydoxine 0.5 100 5ml
HCI

3.1.2.4. Céc chat diéu hoa sinh truéng.

Thong thudng nguoi ta pha cac dung dich me chat diéu hoa sinh truéng cé
ndéng do cao gap 1000 lan dung dich lam viéc. Do mét s6 chat didu hoa sinh truong
c6 thé tan trong nudc va mot so khac lai khong tan trong nudc ma tan trong dung
moi.

Chéng han cac dung dich me nhom auxin thuong dugc chuén bi béng cach
can 100mg auxin (NAA, IAA, IBA, 2,4 - D) cho vao cbc dong, sau d6 thém vai
giot NaOH hoac KOH 1N cho dén khi céac tinh thé tan hoan toan. Tiép theo nhanh
chong thém vao coc dong 90ml nudc cat hai lan, sau d6 tiép tuc ding nudc cat dé
chinh dung dich vé ding vach 100ml. Ngoai ra, ngudi ta c6 thé st dung con 98° dé
lam dung moi hoa tan cho nhom auxin néu trén.

Tuong tu nhu vay cac chat PHST khac nhu GA; va cytokynine ciing pha
tuong ty nhung d6i voi cac chat PHST nhom auxin nhung st dung HCL IN thay
thé cho NaOH IN va can thém vai giot nudc cat vao coc dong trudc khi cho cac
chat DHST vio.

Béo quéan cac dung dich me chat PHST trong lo kin (riéng IAA bao quan
trong lo mau nau) va luu gitr trong ti lanh. Trong s6 cac chat DPHST thi IAA va

50



GA; 1a khong bén vimg trong qua trinh hdp vé tring bsi khong bén viing trong
diéu kién nhiét do cao.

ChU y: Cdc chit BHST c6 thé tac ddng 1én mé nudi cdy ¢ nong do rat thdp
vi vd@y can dung pipet riéng cho tung logi chat DHST
3. 2. Phuong phép pha ché dung dich 1am viéc
3.2.1. Buoc 1:

St dung cac dung dich me ddm dic (stock) va dung cu pha ché dé pha ché
moi truong lam viéc. Sur dung cac dung dich lam viéc d€ dua mo nudi cdy vao moi
truong. Trudce hét 1ay ong dong 1 lit cho vao :

+ 800 ml nudc cat va sau d6 1an luogt hit:

+ 50 ml cua Stock I hay dung dich me¢ MS1

+ 50 ml cua Stock I hay dung dich m¢ MS 2

+ 5 ml cua Stock III hay dung dich me MS 3

+ 5 ml cua Stock IV hay dung dich me¢ MS 4

+ 5 ml cua Stock V hay dung dich me MS 5

+ 1 ml cua Stock VI hay dung dich me MS 6

+ 5 ml cua Stock VII hay dung dich m¢ MS 7

+ 5 ml cua Stock VIII hay dung dich me¢ MS 8

Tong thé tich sau khi cho cac dung dich me va nudc vao 6ng dong 1a: 926 ml
va sau d6 b sung nudc vao cho da 1000ml (1lit).

3.2.2. Bude 2: Chuan d¢ gia tri pH ctia moi truong. pH thich hop cho nudi cdy in
vitro la 5,6 — 5,8. Néu:
- pH chua str dung dung dich NaOH IN (0,1N) dé diéu chinh.
- pH kiém str dung dung dich HCI IN (0,1N) dé diéu chinh.
Luu y: Néu chuan do gia tri pH khong chinh xac thi moi trudng s& khong
dong. Ngoai ra, moi truong khong dong c6 thé do:
- Ong nghiém va binh nuéi cdy sir dung khong sach
- Agar khong dat chat luong.
- Tho1 gian khur trung khong chinh xac.

3.2.3. Buoc 3
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Can 30g duong va 6 — 8g agar tron lai, dun s6i cho dén lac agar tan ra. Tiép
theo chia dung dich dun s6i d6 sang binh tam giac, dng nghiém hay tai nilon. Thé
tich méi truong chiét ra cac binh nudi ciy 1a tuy thudc vao nhu cau va muc dich
nudi cay
3.2.4. Budrc 4.

Cubi cung 1a cho cac binh nudi cay da c6 moi trudng vao ndi hap triét trung
(autoclave) dé khir tring, v6i nhiét 6 121°C, latm trong thoi gian tir 30 — 40 phit.
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NOI DUNG GHI NHO BAI 3

Thanh phan méi trudng nudi cay té bao va mo thuc vat thay doi tuy theo
loai, bd phan nudi cdy, muc dich nudi cdy va nhiéu yéu t6 khac. Tuy vdy, tat ca cac
moi trudng nudi cdy bao gid cling gdbm 5 thanh phan chinh sau:

- Cac mudi khoang da luong.

- Cac mudi khoang vi luong.

- Céc vitamine.

- Puodng lam ngudn carbon.

- Céc chat diéu hoa sinh truong thuc vat.

- Ngoai ra, nguoi ta con thudong thém vao moi truong nudi cdy mot s chat
hitu co thanh phén hoa hoc xac dinh (amino acid, EDTA,...) hodc khong xac dinh
(nude dira, nude chiét nAm men, khoai tay,...)

Khi bat dau cong tac nudi ciy mo té bao thyc vat dbi véi mot so ddi tuong
nhat dinh thi van dé kho khan dit ra 1a chon méi trudng nao thich hop va trén co s
nao dé phoi hop céc ty 1€ chat dinh dudng

Viéc pha ché méi truong nudi cdy doi hoi phai c6 dung cu thuy tinh sach,
nuédc cd chat luong cao, hoa chét tinh khiét, can dong cin than tit ca c4c thanh
phan ctia méi trudng. Moi truong nudi cdy phai gom cé khoang da luong, vi luong,
nguén carbon, vitamine, agar, chdt DPHST va mot s6 chit phu gia khac.

Bio quéan cac dung dich me chat PHST trong lo kin (riéng IAA bao quan
trong 1o mau nau) va luu giit trong ti lanh. Trong s6 cac chat PHST thi TAA va
GA; 1a khong bén vimg trong qua trinh hdp vé tring bdi khong bén viing trong
diéu kién nhiét do cao

Thong thudng ngudi ta pha cac dung dich me chat diéu hoa sinh trudng cd
ndéng do cao gap 1000 lan dung dich lam viéc. Do mét s6 chat didu hoa sinh truong
c6 thé tan trong nudc va mot s6 khac lai khong tan trong nuéc ma tan trong dung
mol.
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CAU HOI ON TAP

1. Trinh bay cac thanh phan méi truong nudi cd mo té bao ?
2. Trinh bay phuong phap pha ché méi trudng.
3. Bai tap TH: Pha ché mot sb moi truong nuoi céy co ban va cach chon lya moi

truong nudi cay.
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BAI 4. CAC GIAI POAN CHINH CUA KY THUAT
NHAN GIONG INVITRO.
MA BAI : MP 23 - 04

Gio6i thi¢u: Bai hoc gidi thiéu, di sau vé cac giai doan chinh trong quy trinh nhan
gidng bang k¥ thuat nudi cdy mo té bao thuc vat
Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, hoc sinh c¢6 kha nang

- Hiéu va niam viing cac giai doan chinh trong quy trinh nhan gidng bang ky
thuat nudi cdy mo té bao thuc vat.

- Biét va nhan dinh duoc trong giai doan chuan bi vat liéu nudi cdy ban dau
thi doi hoi nhiing yéu cau nao dé c6 ngudon mau ban dau thich hop.

- Hiéu va van dung dugc céac thao thac co ban trong giai doan xu Iy vo tring
mau. C4c Y&u cau co ban trong xur ly mau cay 1a gi?

- Hiéu va giai thich duoc vi sao trong quy trinh nhan gidng in vitro can phai
trai qua giai doan ting sinh khdi md nudi cay.

- Hiéu va giai tich duoc su ra ré trong 6ng nghiém dé tao cay hoan chinh va
su ra ré nay chiu anh huong caa nhimg diéu kién nao.

- Hiéu va giai thich duoc mdi lién quan giira cay ¢ diéu kién in vitro va cay ¢
diéu kién ex vitro. Cac diéu kién can thiét khi dwa cay tir trong dng nghiém ra vuon
uom la gi.

Noi dung
1. Chuan bi vat liéu nudi cay ban diu (cAy me)

Khi chon cdy me phai chil ¥ x4c dinh dung cdy can nhan giéng va cac yéu
cau khéc:

Cay me phai sach bénh virus

Cay me phai dugc trong trong nha kinh cach ly.

Cay me phai c6 st sinh truéng va phat trién tot.

2. Khir trung miu ciy.

Hau hét cac mé hay co quan thuc vat déu c6 thé str dung dé nudi ciy nhung

mirc do thanh cong phu thudc vao cic yéu tb sau:

+ Hé théng méi truong sir dung.
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+ Loai thuc vat dugc nudi céy.
+ K¥ thuat khtr trung.
Qua trinh khir tring mau cy thanh cong 13 phai thoa man cac yéu cau sau:
+ Ty 16 nhiém thép.
+ Ty 1¢ séng cao.
+ Tdc do sinh trudng manbh.

Két qua giai doan nay phu thudc rat nhidu vao cach ldy mau: dinh sinh
truong, chdi nach, hoa, doan than, manh 14, ré,... va chon dung phuong phéap khir
tring s& dua lai ty 16 sdng cao va méi truong thich hop s& dat dugc tde do sinh
trudng nhanh.

Tién trinh khtr tring mau ciy:

Budc 1: Thu mau cdy tir cAy me va rira dudi voi nudc chay tir 30phat dén
2g10

Budc 2: Rira mau bang xa phong bot s& 1am giam dang ké ngudn giy nhiém
va mot s6 truong hop thi phai lic miu cdy trong dung dich thudc trir nAm lodng.

Budc 3: Rira miu lai bang nudc cat.

Budc 4: Khtr tring nhanh bé mit mau cdy bang dung dich con 70° trong
vong 30 giay.

Budc 5: Sau d6 rira mau cdy lai bang nudc cat vo tring tir 2 — 3 lan.

Bude 6: Khir tring mau ciy bang cac dung dich khir tring bé mit nhu con,
hypochlorite calcium, oxyl gia, nitrate bac, dung dich bromine, chlorua thuy ngan
...v6i thoi gian va nong do t6i thich. Bén canh d6 can bb sung thém Tween 20 vao
dung dich khtt trung thi sé 1am tang hiéu qua khir truing vi Tween 20 lam giam suc
cang bé mat gilta nudc va mo thuc vat chinh vi vay bé mit mau céy tiép xuc voi
chat khtr trung t6t hon.

Budc 7: Rua lai miu cdy bang nudc cit vo tring tir 3 — 4 1an dé rira sach cac
chat khir tring con bam trén bé mit mau cay.

Budc 8: Lam kho miu bang gidy tham va tach mau dé nudi cdy trén moi
truong thich hop.

* Luu V: Khi tich miu cdy dé nuoi cdy thi nhitng phan miu cdy bi ton
thuong béi chat kh tring thi phdi duge cét bo.
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- Néu nhu miu cdy bi nhiém thi s& d& dang nhan ra sau 3 dén 7 ngay ké tir
khi bat dau nudi cay.

3. Tang sinh khdi mé nudi cay.

O giai doan nay kich thich tao co quan phu hodc ciu trac khac ma tir d6 cay
hoan chinh c6 thé phat sinh. Nhitng kha ning tao cay do 1a:
3.1. Tao phoi soma.

Viéc tao ra cac té bao co kha ning phat sinh phoi gitip cho viéc nhan dong
thuc vat mot cach nhanh chong. Trong qua trinh nay, mot té bao don c6 thé duoc
cam tng tré thanh mot phoi va tir d6 phat trién thanh mot cay nguyén ven.

3.2. Tang cuong phat trién choi bén.

Choi bén va chdi ngon c6 thé dugc cam tng phat trién in vitro bang cach
lam tang su phat trién ctia nhitng chdi dang hién hiru. Mot miu cdy c6 mang mot
chdi don s& phat trién thanh mot chdi hay thanh mot cum chdi tuy thudc vao loai
thue vat va moi trudng nudi cay. Pay 1a phuong phap duoc ap dung rong rai doi
véi nhiéu loai thuc vat.

3.3. Su phat trién choi bat dinh.

Choi bat dinh va nhimg mé c6 lién quan 1a nhitng ciu tric c¢6 ngudn goc tir
nhitng vung khong phai 1a truc 1a hoac choi ngon. Choi bat dinh, ré, vi cu va cac
cau tric dic biét khac c6 thé co ngudn gbe tir than, 14, cu, ré.

Choi hodc 1& bat dinh c6 thé co nguén géc tr mo seo va mo seo dugc coi
nhu 13 thé trung gian giita miu cdy va ciy con. S6 luong cum chdi/ mé seo dugc
tang 1én qua nhimg 1an phan cat khi cay chuyén. Cay con c6 thé dugc chuyén sang
giai doan 4 dé tao ré.

Luweu y: Trong giai doan ting sinh khdi mé nudi ciy, can chi y mot s6 yéu
cau sau:

+ B6 sung cac chat DPHST vao mdi truong nudi cy theo chtic ning va can
cha y ty 1€ auxin/cytokinine.

+ Tiang thoi gian va cudng d6 chiéu sang theo nhu cdu sinh 1y cta ting loai
cay.

+ Bao dam nhiét do phong thich hop tir 20 — 28°C.

3. Swra ré& in vitro va cac diéu Kién ra ré.

3.1. Sy ra ré In Vitro.
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O giai doan ra ré in vitro chdi dugc cdy chuyén thanh tir cum, nhung trude
khi chuyén chdi sang méi trudng ra ré thi choi phai dugc tach ra thanh nhiing don
vi riéng r&. Tuy nhién c6 mot sb trudng hop thi chuyén ca cum chdi sang mdi
truong ra ré thi lai tot hon.

Vi du: cay dau tay, Layon,..

Pay 1a giai doan ma cac chdi hay cum chdi duoc chuyén sang moi trudng
cam Ung ra ré dé tré thanh cdy con hoan chinh. Giai doan nay c6 thé kéo dai tir 2 —
6 tudn va chat PHST ciing nhu ndng d6 sir dung dé kich thich ra ré 1a phy thudc
vao timg loai thuc vat nhung nhom chit PHST thuong dugc sit dung 1a nhom
auxin (trir chét 2,4-D).

C6 mot s6 d6i tuong cay trong thi co thé truc tiép tao ré ngay trong diéu kién
in vitro va mot s6 khac thi nguoc lai. Sau khi nhan chéi thi chuyén ra méi trudng
gia thé am dé kich thich tao ré. Phuong phap ndy c6 rat nhiéu wu diém vé mit chat
luong ré ciing nhu vé mit hiéu qua kinh té.

3.2. Nhiing diéu kién cua sy ra 18 in vitro:
3.2.1. Chat diéu hoa sinh truéng

+ Moi truong cam ung ra ré phai c6 ham luong chat cytokynine thap nhét
hodc hoan toan khong c6 vi cytokinine sé& (rc ché sy hinh thanh ré.

+ Pai da s ré cta cac loai khi hinh thanh bat budc doi hoi trong méi trudng
nuoi céy phai co6 su hién dién mdt trong nhiing chat DPHST thudc nhém auxin.
3.2.2. Cac khoang da luwong va vi luong.

+ Moi truong cam ung ra ré thong thudng thi nghéo vé khoang da
luong, vi lugng (co thé giam xudng % hodc 1/4).

+ Céc chét hitu co ciing rat can thiét trong giai doan ra ré in vitro.

3.2.3. Puong.

Mot sb loai thuc vat ra ré manh trong diéu kién moi truong nudi cay co6 ham
lugng duong cao hon so véi giai doan nhan chdi. Nhiéu nha khoa hoc cho rang
duong glucose thich hop hon cho viéc ra ré in vitro so véi duong fructose va
SUCrose.

- Anh sang cling can thiét cho su ra ré & mot sb loai thuc vét va nhiét d6 kich
thich ra ré t6t nhat trong khoang 25 dén 28°C.
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4. Giai doan sau in vitro (ex vitro)

Trude khi dua cay dé ra ré in vitro ra diéu kién ex vitro can phai trdi qua giai
doan huan luyén thich nghi vé6i diéu kién thay d6i nhiét do, d6 am, sy mat nudc,
sau bénh va chuyén cay tir trang thai di dudng sang ty dudng hoan toan.

Nhitng luu v trong thoi gian hudn luyén thich nghi hay gip nhitng bat loi
Sau.

+ MAt nudc nhanh 1am cdy bi héo.

+ Nhiém vi khuan va nim gay nén hién tuong bi thdi nhiin.

+ Chay 14 do ning.

Sau khi huan luyén, chdi hodc cay da co ré dugc giam vao trong mot hon
hop gia thé 4m nham gitp cho su bén ré hodc ra ré.

+ Hon hop gia thé bao gom than bun, vo cdy, khoang chat, cat, dat, phan
chudng, tro trau va c6 thé tron thém mot luvgng nhod phan bon.

+ Phan trim cua cc thanh phan tao nén gia thé 1a tuy thudc vao timg ddi
tuong cay tré)ng.

+ pH cuia gi4 thé thich hop & mirc trung tinh hoic hoi acid.

Tat ca cac qua trinh trén c6 thé tom lugc qua so do sau:
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Mo thuc vat (cay me) Nguyén liéu lam méi truwomg

Chon miu Chuan bi méi trudong

Tach cay va nu6i mo
Kiém tra

v

Nhan tiing sinh khoi

v

Ra ré in vitro

v

Chuyén ra vuon wom

v

San xuat

So do 4.1. Cdc giai doan ciia qud trinh nhén giong in vitro
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NOI DUNG GHI NHO BAI 4

Khi chon cdy me phai chii ¥ x4c dinh dung cdy can nhan gidng va cic yéu

cau khac:
- Cay me phai sach bénh virus
- Cay me phai dugc trong trong nha kinh cach ly.
- Cay me phai c6 st sinh trudng va phat trién tot.

Viéc tao ra céc té bao co kha ning phat sinh phéi gitp cho viéc nhan dong
thuc vat mot cach nhanh chong. Trong qua trinh nay, mdt té bao don c¢6 thé duoge
cam ung tré thanh mot phoi va tir d6 phat trién thanh mot cay nguyén ven.

Chdi bén va chdi ngon c6 thé duoc cam tmg phat trién in vitro bang cach
lam ting su phat trién ctia nhitng chdi dang hién hiru. Mot mau cdy c6 mang mot
chdi don s& phat trién thanh mot chdi hay thanh mot cum chdi tiry thude vao loai
thuc vat va moi trudng nudi cdy. Pay 1a phuong phap duoc dp dung rong rai d6i
v6i nhiéu loai thyc vat.

Trude khi dua cdy da ra ré in vitro ra diéu kién ex vitro can phai trdi qua giai
doan huin luyén thich nghi vo1 diéu kién thay doi nhiét do, do am, su méat nudc,
sdu bénh va chuyén cay tir trang thai di dudng sang tu dudng hoan toan.

Nhing luu ¥ trong thoi gian huin luyén thich nghi hay gip nhimng bat loi
Sau:

- Maét nude nhanh lam cay bi héo.
- Nhiém vi khuén va ndm gay nén hién tuong bi thdi nhiin.
- Chay 14 do nang.

O giai doan ra ré in vitro chdi duoc cdy chuyén thanh tir cum, nhung trudc
khi chuyén chdi sang moi trudng ra ré thi choi phai dugc tach ra thanh nhiing don
vi riéng 1. Tuy nhién c6 mot s trudng hop thi chuyén ca cum chdi sang moi
truong ra ré thi lai tot hon.
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CAU HOI ON TAP

1. Trinh bay cac budc cua qua trinh khtr tring mau cAy.

2. Trinh bay su ra ré in vitro va cac dicu kién ra ré ctia cay mo.

3. Trinh bay giai doan sau in vitro (ex vitro) cua cay mo.
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BAI 5. CAC PHUONG PHAP NUOI CAY MO TE BAO THUC VAT
MA BAI : MP 23 - 05

Gidi thigu: Bai hoc gitp nguoi hoc thuc hién cac cac phuong phap nudi cdy mo té
bao thuc vat
Muc tiéu:

Sau khi hoc xong bai nay, hoc sinh cé kha nang:

- Hiéu va nim viing cac phuong phap co ban trong nudi cdy md té bao thuc
vat la gi?

- Hiéu va xac dinh duoc dinh sinh trudng 1a gi va phuwong phap nudi ciy
dinh sinh truong c6 nhitng ¥ nghia gi trong cong tac gidong cdy tréng. Trinh ty cua
phuong phap nudi cay dinh sinh truong dién ra nhu thé nao.

- Hiéu va giai thich dugc cac co ché dé hinh thanh md seo (callus) va
phuong phép nay c6 y nghia nhu thé ndo trong cong tac chon tao gidng cay trong.
Céc diéu kién co ban ctia nudi cay tao md seo 1 gi?

- Nam viing muc dich va phuong phap cua ki thuat nudi cay, nhan giong tir
lat mong. Y nghia ctia phuong phap nay trong cong tac giéng cay trong.

- Hiéu va nim viing trinh tu cia phuong phap nhan gidng bang con dudng
nudi ciy dot don than. Phuong phap ndy c6 nhitng uu khuyét diém gi va thuong
duoc &p dung trén nhimg d6i twong cay trdng nao.

- Hiéu va phan tich duoc nhimg vu diém ctua phuong phap nudi cdy chdi bén
S0 V6i cac phuong phap khac. Nam dugc trinh tu ciia qua trinh nudi cay chdi bén.

- Hiéu va xac dinh duoc tdi phan cua cdy va cac budc quan trong cua qué
trinh nudi cay tdi phan. Ung dung thyc tidn cia phuong phéap nay.

- Hiéu va giai thich duoc thé ndo 1a té bao tran (protoplast). Cac budc tach té
bao tran va dung hop giita cac té bao tran. Ung dung thuc tién cta phuong phap
nay trong cong tac giéng cay trong.

Noi dung
1. Phwong phap nhén gidng bing nudi ciy dinh sinh truéng

1.1. Pinh sinh truéng
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Mo phén sinh ngon chtra nhitng té bao dinh sinh trudng, dugc bao boc boi
mot 16p vo cutin dé han ché tdi da sy mat nuéc.

O thue vat, sy hinh thanh méi céc co quan bt dau tir trong cac mo phan sinh
ngon, cac md nay dugce phan hoa ngay tir nhitng giai doan phat trién dau tién cua
phoi va giir lai trong sudt qua trinh sdng cua ciy. Piéu nay xdy ra l1a do trong mo
phan sinh c6 su phan hoa cia cac té bao so khoi va tat ca cac té bao con lai déu
xuat phat tir cac té bao so khoi.

Qua trinh sinh truong ctia dinh sinh truong dugc chia thanh ba giai doan
chinh:

- Giai doan thir nhdt: thuong duoc goi 1a giai doan khoi sinh, trong cac
diém sinh truéng (trong cac mo phan sinh ngon) xay ra sy hinh thanh mam co quan
va su phan chia dau tién ctia no( thanh cac mo riéng biét.

- Giai doan thir hai:la giai doan kéo dai do su tang trudéng nhanh chong va
dan dén cac mam co quan dat dén kich thudc tdi da va trd nén c6 hinh dang nhat
dinh.

- Giai doan thir ba:1a giai doan két thuc su phan hoa té bao, bat dau dan dén
s hoa gd cac thanh té bao va két qua 1a mé khong con kha ning sinh truong. Cu
thé nhu sau: trudc hét cac u 16i dan dan duoc tao thanh va duoc goi 13 u 14. Thé tich
ctia u 14 ting nhanh va kéo dai theo nd 13 mot phan 16n cua dinh sinh trudng. Dan
dan u 16i chuyén thanh phac thé 14 (thé nguyén thily cta 14). Phac thé 14 phat trién
nhanh theo chiéu dai va sau khi 14 duoc tach ra sé 1dp lai sy phan chia té bao nhu
trén, két qua la thé tich cta dinh sinh trudng duoc khoéi phuc lai nhanh chong va su
hinh thanh 14 méi lai bat dau.

La mam

Chop dinh sinh trudng.
Chdi nach 14

Vom tang truong

e

Hinh 5. 1. Binh sinh trucng.
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O mdi nach 14 déu co choi néch(ché)i bén), chdi bén thuc chét co cau tao
khong khac gi so véi dinh sinh truong & chdi ngon.

Tai dinh sinh truéng thi qua trinh sinh tong hop ADn cia virus thuc vat
khéng xay ra do mot co ché nao d6 ma hién nay van chua c6 két qua cong bd. Vi
vay, dinh sinh trudng 1a mo duy nhét sach virus. Do d6, dinh sinh truong dugc su
dung dé nudi cdy tao ciy con sach bénh tir nhitng ciy me nhiém virus.

Do dinh sinh truong c6 kich thudc nho nén dinh sinh trudéng phai dugc tach
1y duéi kinh hién vi soi ndi.

1.2. Nubi cdy dinh sinh truéng
1.2.1. Cdc giai doan nuéi cay.

Sy cay dinh sinh truéng 13 mot k¥ thuat dam canh trong dng nghiém. Cac
giai doan khac nhau ctia sy nudi cay dinh sinh truong dugc hé théng trong bon giai
doan chinh sau:

- Tach va nudi ciy dinh sinh truong.

- Cay lay lai su ting truong va chirc ning sinh truéng binh thuong cua dinh
sinh truéng.

- Su ra ré in vitro cta chdi non.

- Trong cay vao chau hay vuon wom
1.2.1.1. Giai dogn I: Trich lay dinh sinh truéng va nudi cay.

Thu thap mau c6 chira dinh sinh truéng tir cac cdy me da nhiém virus.

Tién hanh khir tring miu c6 chira dinh sinh trudng.

Tach Pinh sinh truéng dudi kinh hién vi soi n6i va nudi cay trén méi trudng
thach. Pay 13 mot cong doan khé bai vi dinh sinh trudng cé kich thude rat bé nén
chung ta can c6 cac dung cu tach chuyén dung.

Céac mo c6 kich thuéc Imm khong duge xem 1a dinh sinh truéng ma xem
nhu 14 choi than.
1.2.1.2. Giai dogn II: Cay lay lai sy ting trudng va chirc ning cta dinh sinh
truong.

Trong giai doan nay van dé dam bao vét seo vira cat ra dé lay dinh sinh
truong va ldy lai strc ting trudng ctia mo phan sinh 13 rit quan trong.
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O giai doan ndy dinh sinh truéng can lay lai chirc ning phat trién binh
thuong cia minh do Ia can c¢6 su hién dién cia céc 14 nguyén thuy. Vi vay, lua
chon méi trudng nudi ciy thich hop hop cho dinh sinh trudng tai sinh sinh 13 rat
quan trong.
1.2.1.1. Giai doan 3: Raré

Yéu t6 tao ré cho cay hoac chdi dé tao cay hoan chinh va chun bi dua cayra
ngoai trong 13 mot yéu t6 rat can thiét va nd anh huodng rat 16n dén san pham nhan
gidng.

Mot khi cac diéu kién nudi cdy khong thuan loi thi sy ra 1& ctia cac chdi hay
cac cum chdi tai sinh tir dinh sinh truéng 1a khé khan.

Moi truong nuoi céy cho su ra ré cay tai sinh tir dinh sinh trudng sé thuan loi
hon khi trong méi trudng nudi cdy cd bod sung cac chat PHST thudc nhém auxin.
1.2.1.1. Giai doan IV: Trong cay con vao chau hay vuon wvom.

Pay 1a mot giai doan tuong ddi don gian ddi voi hau hét cac loai ciy trong.
Can trong va cham soc dung theo cac quy trinh bién phap k¥ thuat thong dung.
1.2.2. Méi truong nudi cdy.

- Thanh phan khoang da lugng, vi luong dong vai tro rat 16n ma dic biét 1a
cac chat diéu hoa sinh truong co tinh quyét dinh dén su tai sinh cay cta dinh sinh
trudng.

- Tuy theo loai dinh sinh truéng ma ching ta chon cac loai méi truong khéc
nhau va ndng d6 cua cic chat diéu hoa ting truong ciing thay doi theo loai, theo
hién trang dinh sinh trudng.

- Hién nay, mdi truong dugce st dung nhiéu nhat dé nudi cdy dinh sinh
truéng 1a moi truong MS.

- Ngoai ra d6 pH ctia moi truong nudi cdy ciing 13 yéu t6 ¢6 anh huong quyét
dinh dén su tai sinh cua dinh sinh trudng.

1.2.3. Cdc vdn dé vé ky thudt.

Trong nudi ciy dinh sinh truéng dé lam sach bénh virus thi thuong gap
nhitng kho khan sau:

- Do dinh sinh trudng c6 kich thudc bé nén viéc tach dugc dinh sinh trudng
nguyén ven va khong bi ton thuong 1 rat khé.

- M6i trudng nudi cy dé tai sinh cay tir dinh sinh trudng 14 phai thich hop.
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- Kha ning tai sinh cdy sach bénh virus tir dinh sinh trudng ciia cdy nhiém
bénh virus la thap.

- Céc diéu kién vat 1y hoa phai thoa man dé dinh sinh trudng tai sinh cay
cling nhu can ¢6 cac dung cu — thiét bi chuyén dung.

1.3. Tao cay sach bénh bing phuong phap nuéi ciy dinh sinh trudng.
1.3.1. Xu ly nhiét:

La mot phuong phap hiéu qua dé khdng ché hoat dong ctia mot sé loai virus
man cam v6i nhiét do. Qua trinh xtr 1y nhiét & nhiét do tir 34 — 36°C trong thoi gian
tr 4 — 6 tuan bang hé thong dén hay mdt loai thiét chuyén dung.

1.3.2. Kiém tra virus.

C6 ba phuong phap kiém tra virus co ban:

- Phuwong phdp huyét thanh hoc hay Elisa: Phuong phap nay doi hoi vé
chuyén mon cao va chi phi cao nhung do chinh xac 1a rat cao. Xac dinh dugc cu
thé ting loai virus gay hai.

- Phwong phdp bang cdy chi thi: Cay ca doc duge, cdy hoa nit 4o va cay
thudc 1a. Phuong phéap nay dé thuc hién hon nhung chi xac dinh & marc do cay co
bi nhiém virus hay khong chir khong xac dinh dugc cu thé tung loai virus.

- Phuong phdp bang cdm quan: day 1a phuong xac dinh dwa vao biéu hién
bén ngoai cua cay. Phuong phdp nay dé thuc hién nhung d6 chinh xac 1a khong
Ccao.
1.3.3.Quy trinh nudi cdy dinh sinh truéng dé lam sach bénh virus.

Qua trinh nudi cdy dinh sinh truong dé lam sach bénh virus trén ciy trong
dugc tom luge qua so do 5.1.
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Cay bi nhiém virus
Xt 1y nhiét tir 34 — 36°C (4 — 6 tuén)

Tach va nuoi cay dinh sinh truong

] Kiém tra virus—» Nhiém Virus

l

Loai bd

v
Tai sinh choi

v

Nhan nhanh chdi
Chdi ra ré in vitro.
l
Chuyén cy ra gia thé vaon wom (Ex vitro)
Kiém tra virus 1an 2 (néu can).
Thiét 1ap vuon ciy gidng me

Nhan giénglcéy me sach bénh

Ciy gidng San xuit thwong phim

So d6 5.1. Quy trinh lam sach bénh virus bang kj thudt nudi cdy mé té bao

Chii y: C6 ba phwong phdp kiém tra virus:

+ Bang phuong phap Elisa (Huyét thanh hoc)

+ Bang phuong phap cay chi thi (ciy hoa nat 4o, ciy ca doc dugc va
cay thudc 14).
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+ Bang phuong phap cam quan (triéu chimg bén ngoai).
2. Phwong phap nhén gidng bang cach tao mo seo (callus).
2.1. Gi61 thiéu.

Chung ta c6 thé hinh dung viéc tmg dung ctia nudi ciy callus theo so do sau :

Mau cdy — callus — phat sinh co quan — Nhan nhanh — Ra & in vitro—EX vitro
l Chon dong + gay d6t bién bang nhiéu phuong phap khac nhau
Huyén phu té bao

|

Protoplast (t& bao tran) — phat sinh phdi soma — ........

'

Lai va dung hop té bao tran

Hinh 5. 2. Callus .

Niam 1950 mét sd nha khoa hoc nhu White, Gautheret, Hilderbrandt, Reinert
d3 nghién ctu thanh cong viéc nudi cdy callus, nudi cdy huyén phu té bao va
nghién ctru sinh 1y sinh trudng cling nhu 14 sy biét hoa té bao trén nhiéu dbi tuong
khac nhau.
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Ngay nay thi phuong phap nuéi cy callus trd nén rat thinh hanh trong céc
huéng nghién ctru co ban vé di truyén va chon gidng.

Vi du: Nghién cttu qua trinh phat sinh phoi, phat sinh co quan, phuong phap
lai soma va nghién ctru nhitng qu4 trinh hinh thanh v6 té bao ciing nhu nghién ctu
nhimng anh huéng ciia chat DHST va ty 1é ciia chat DHST 1én qua trinh biét hoa té
bao.

2.2. Khai niém vé qu4 trinh tai sinh

- Qua trinh tai sinh: nguyén 1y co ban cua qua trinh tai sinh do Kohlenback
1977 va Street dua ra, c6 thé tom tic nguyén Iy nhu sau: Qud trinh tdi sinh la mot
qud trinh biéu hién tinh toan thé cia té bao, qud trinh d6 lam cho té bao va mé cé
thé phdt trién thanh co quan hoan chinh. Qua trinh nay bao gdm hai giai doan
2.2.1. Giai doan I: Giai doan phan biét hoa:

Pay 1a giai doan 1am cho céc té bao va cac mod da chuyén héa mat tinh dinh
huéng va mat tinh chuyén mon hoa ciia n6 dé tro lai trang thai ban dau tuong tu
nhu nhing té bao phoi.

Nhitng té bao da biét hoa thi thong thudng ¢ nhan nho va khdng bao 16n.
Pén giai doan phan biét hoa thi nhiing té bao nay tro thanh khéng c6 khong bao.
Va trong té bao chi c6 nhan va chat nguyén sinh va nhan luc nay thuong Ién hon so
véi khi biét hoa.

Qué trinh phan biét héa c6 thé do nhiéu yéu té tac dong ma dic biét 13
hormon thuc vat, gém hormon néi sinh va hormon ngoai sinh. Thong thudng thi dé
cho qua trinh phéan biét hoa xay ra & hau hét cac ddi twong thi hormon bo sung chu
yéu vao mdi truong nudi cdy va ré rang nhat 1a nhom hormon auxin, dic biét 1a
chat 2,4-D con cac hormon khac thuéc nhom auxin chi dap ting d6i v6i nhimg loai
thuc vat nhay cam vai auxin.

2.2.1. Giai doan II: Giai doan tdi biét hoa:

L& qué trinh xuat phét tir nhiing té bao da phan biét hoa dé tiép tuc phan hoa
thanh co thé hoan chinh bao gom: than, &, 14. ..

Thong thuong trong giai doan phan biét hoa nay thi nguoi ta khong su dung
2,4- D ma thuong str dung cac loai auxin khéac phéi hop vai cytokinine véi mot ty
I& nhat dinh hoic c6 loai chi can bo sung nhom cytokinine 1a di dé thuc hién qua
trinh tai biét hod té bao.
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Két qua caa qué trinh phan biét hoa té bao 1a tir chdi va ré co thé hinh thanh
phéi, sau d6 tir phdi c6 thé hinh thanh cay con hoan chinh.
2.3. Giai doan cam trng tao Callus

Callus thudong duoc tao ra do su xao tron qué trinh phan chia cua té bao.
Thudng qua trinh ndy trude tién déu phai trai qua giai doan phan biét hoa.

Vi du té bao nhu md vo, 16i, nhu mé thit 14. Con dbi vai céc té bao tuong
tang hay té bao md phan sinh thi khong can trdi qua giai doan phan biét hoa boi vi
ban than no 1a nhiing té bao chua phan hoa do d6 nd co thé truc tiép bi phan tng dé
phat sinh cay.

Cac loai cay hai 14 mam thuong d& phan chia khi trong méi truong co su
hién dién cua auxin. Cling c6 trudong hop callus dugc tao ra ma khong céd sy hién
dién cua auxin ngoai sinh.

Vi du nhu cay co, day leo,..

Péi voi cac cdy mot 14 mam thi sy tao callus thudng doi hoi phai c6 auxin

Nhitng callus tao ra trén mau cay in vitro 1a két qua cua su dap ung giira
hormon noi sinh va hormon ngoai sinh ngay trén cac té bao nam & cac vét thuong.

Hau hét cac mau ciy cua cy ¢ thé st dung duoc dé tao callus nhu thén, 14,
ré, cac t6 chuc du trit, cac md qua va cac bo phan cua hoa (bau, nodn, trang, dai,..)

Céc callus sau khi duoc tao thanh cé thé cay chuyén lién tuc tir 3 -4 tuan mot
lan dé nhan sinh khéi caa n6 trong mot thoi gian nhat dinh theo dinh huéng nubi
cay.

Hau hét cac nghién cau nudi cdy callus déu sir dung moi truong co ban 13
moi truong MS va bo sung thém mot sb chat kich thich sinh trudng nhom auxin,
nhém cytokinine

Trong truong hop méi khéi dau nudi cay callus trén mot d6i tugng nao dé
thi chung ta nén to chic thanh nhiéu nghiém thirc khac nhau giita ty 1& auxin va
cytokinine
2.4. Bién dong di truyén trong nudi cay callus

Trong qué trinh nudi cdy callus thi thuong nguoi ta st dung 2,4-D vi vay vé
nguyén tic do mé seo (callus) c6 téc do phan chia té bao rat nhanh ma dic diém di
truyén caa cac cdy con tai sinh khong 6n dinh. Nhiéu tac gia da két luan ring co su
thay d6i vé so lugng nhiém sic the.
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Thudng cac cay con ¢ dang di boi va da boi va nhitng bién doi di truyén
nay cang tang 1én khi sb 1an cay chuyén callus cang nhiéu. Vi vay, nhimg ciy duoc
tai sinh tir callus thuong ¢ s6 luong nhiém séc thé khac vai cdy me. Chinh vi vay
phuong phap nudi cdy callus dugc tng dung theo mot huéng khéac (chon, tao
gidng) chir khdng phai str dung dé nhan nhanh céc gidng cay trong.

Dai da sb cac trudong hop thi st dung phuong phap nudi cdy mo seo dé tao
cac giéng cay trong dot bién hay chon loc cac dong dot bién thong qua cac phuong
phap nudi cay khéac nhau ma tir callus ngudi ta co thé bd sung cac hop chit gay dot
bién vao moi truong nudi cay hay sir dung buc xa gamma, sau d6 tién hanh chon
loc dé xac dinh cac giéng cay trong dot bién phuc vu cho cong tac gibng cay trong.
2.5. Mot s vi du nhan gidéng thong qua phuwong phap nudi cdy callus.

2.5.1. Phwrong phdp nuéi cdy tao callus tir cii cdy Carot.

Qua trinh nuéi cdy tao mé seo tir cu cay ca rot duogce tién hanh theo céc budc
chinh sau:

Thu hoach cu Carét va chon gidng, chon mau.

Khir tring bé mat bang céch rira dudi voi nudc may va si dung céc chat khir
trung nhu HgCl12 1%, Javen 2%, NaClO 5%, Hypochlorite Calcium 3%,.. trong
vong 15 phat.

Sau d6 cit ngang cu cardt bang dao cat. Cu Ca rét co hai phan: phan 16i
(chtra nhiéu nuéc) va phan vo. Sir dung mot sé dung cu khac dé tach phan I3i ra
khoi phan vé va cho phan 15i 1én dia pettri. Tiép theo ching ta cat phan 16i nay
thanh nhitng lat cat mong khoang 2 — 3mm.

Tiép theo chiing ta dung panh dé cdy cdc mau trén 1én mdi trudng MS thach
c6 bd sung chat BPHST, cu thé 1a 0.1mg/l 2,4-D + 0.5mg/IKinetine + 0,1mg/l IAA
hay méi trudng B5 (Garmborg) ¢é bd sung 1 mg/l 2,4-D (1ppm).

Sau mot thoi gian thi mau cay xuat hién siii callus va tir cac callus nay tién
hanh nhiéu ky thuat nudi ciy khac nhau dé tai sinh cdy hoan chinh bing céch thay
d6i ty 18 giita auxin/cytokinine trong méi trudng nudi cay. Thoi gian cay chuyén
nhiéu 1an hay it Ia tuy thudc vao dinh huéng nudi cay.

2.5.2. Phirong phdp nudi cdy callus tir Mia.

Pbi v6i cay Mia thi nguoi ta 1dy ndn mia dé 1am vat liéu nudi cay. Do ndn

mia c6 nhiéu 14 bao quanh nén thoi gian khir tring c6 thé kéo dai hon so véi khir
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tring mau cdy cdy Cardt. Ngoai ra, trong qua trinh xur Iy mu (ndn mia) can bd
sung thém vai giot Tween 20%.

Sau d6 rira lai bang nudc cat vo trung nhidu lan.

Tiép theo tién hanh tach bt cac 14 bén ngoai, sau d6 cat ngang tao thanh cac
khoang méu (day khoang 0.5 — lcm) va cét doc khoang mau nay thanh 4 phan.

Cubi cung 1a cdy cac mau nho nay vao cac binh tam giac c6 chira moi trudng
nudi cay MS c¢6 bd sung 2 mg/1 2.4-D.

Sau khoang 4 -5 tuan thi mau ciy xuét hién sui callus c6 mau trang. Tiép
theo 13 cAy chuyén nhiéu 1an dé ting sinh khdi mau ciy di tao callus.

Cubi ciing chuyén mau cay sang méi truong cé ty 1é auxin/cytokinine hop 1y
dé tai tao cay hoan chinh dé dua ra vuon wom
3. Phwong phap nhén gidng biang nudi cay lat méng.

Pbi voi nhiéu loai cay trong thi dé nhan giéng nguoi ta sir dung nhimg lat
mong duoc cat tur nhirng mo6 con non nhu doan than non, thit qua non, cu,...

Nhiéu thi nghiém cho thay trong phwong phap nay cho két qua rat tot. Mot
trong nhitg trudng hop nhu vay 1a d6i v6i vay hanh cia cay Hué tay (cdy hoa lys
Lilium longiflorum).

Phuong phap nudi ciy cay hoa Lys bao gdm cac budc sau:

+ Vat liéu nudi ciy 1a nhitng cii hoa Lys da thanh thuc va duoc thu tir nhiing
cay khoé manh khong co cac triéu chimg nhiém virus.

+ Xir Iy mau: sau khi rira sach ca hoa Lys bang xa bot va tiép tuc tach cac
vay cu & 16p ngoai. Sau d6 tién hanh khir tring bang Hypochlorite Calcium 5%,
HgCl, 0.1% hay mot chat khir tring bt ky thuong dung trong k¥ thudt nudi cay
mo.

+ Tiép theo tién hanh tach va cat mau. Mdi vay cit duoc cat thanh nhiéu 14t
mong day 1 — 3mm (cit theo chiu ngang) va cdy vao mdi trudng voi tu thé vay
nam ngira (mat trong clia vay huéng 1én trén).

* Luu y:

Can chua y tu thé ciia miu ciy khi nudi cay anh hudng rat 16n dén kha ning
tai sinh cay con cua lat cat.

Mbi miu duge cdy vao mot dng nghiém hodc cdy tir 8 — 10miu/1binh tam
glac.
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C6 thé dung cac moi trudng c6 thanh phan khoang da lugng véi mic do
dinh dudng khac nhau nhu MS, White, B5, Knuson C, tham chi ¢4 moi truong
Knop nhung tét nhat 1a méi truong MS.

Tat ca cac mdi trudng néu trén déu can phai bd sung vi luong Heller,
vitamine Morel, 100mg/I Inositol, 20g dudng /1 14 thuan lgi nhat cho qua trinh tai
sinh va sinh trudng cia cay Lys.

Yéu cau vé nhiét do nuoi céy latr 18 — ZOOC, cuong do chiéu sang tu 2500 —
3000lux, thoi gian chiéu sang 1 16gio/24gio.

15 ngay sau khi nudi cdy thi mau cay chuyén dan sang mau lyc va trén mau
cdy bat dau xuat hién cac khoi u. Nhitng khéi u ndy 16n dan va sau khoang 5 tuan
thi tir chiing hinh thanh cac cu dang li ti va cudi cing nhiing ci ndy phat trién
thanh cay hoan chinh.

C6 nhiéu truong hop cac té bao cta khoi u phat trién thanh cum chdi thi c6
thé tién hanh tach va céy chuyén nhiéu 1an nhitng cum choi nay dé tao ra mot sd
lugng 16n cay con.

Mudn ting nhanh kha ning nhan cum choi thi cdn bd sung vao méi trudng
nudi cdy 2.0mg/1 2,4-D hodc mdt trong cac t6 hop cac chat DPHST sau:

+1.0mg/l 2,4-D + 15% dich chiét chubi xanh

+ 1.0mg/l 2,4-D + 0.5mg/IBA

+ 2.0mg/l IAA + 0.5mg/l BA.

Viéc cdy chuyén ciing c6 thé thuc hién voi cac vay hanh 13y tir cac cay con
tai sinh trong ng nghiém.

Sau khoang 2 thang chiing ta c6 thé thu dugc cac ciy con hoan chinh dé dem
ra trong ngoai vudn wom.

Gi4 thé dé trong cay con la gidu mun va dugc trong trong diéu kién che néing
50%, hang ngay can phai tudi dung dich Knop 50%.

Ngoai ra can ap dung ché do phong trir sdu bénh thich hop.

Sau 2 -3 thé hé trong ngoai dong s& thu dugc cac cii giong gbc dung dé san
xuat hoa thuong pham.

4. Phwong phap nhéin giong biang nudi ciy dot don than.

Phuong phap nudi cdy ndy st dung mau cay la cac chdi ngon hoic choi bén

c6 mang mot doan than ngan. Chdi nay sé duoc kich thich dé tang truong, ra ré va
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tao cdy hoan chinh sau mot thoi gian nudi cay nhat dinh. Pay 1a phuong phép tu
nhién nhat trong nhitng phuong phap nhan giéng vé tinh in vitro.

Nhitng chdi dugc thu tir chdi ngon va cac nach 14, sau do cay trén moi
truong thich hop va cac diéu kién khéc thi mau cdy sé& tang truong binh thuong dé
trg thanh mot chdi mai. Choi méi ting truong s& mang nhiéu 14 va cac chdi bén &
cac nach 1a lai tiép tuc duoc cit va céy chuyén dén khi dat s6 luong chdi non can
thiét thi chiing ta chuyén sang méi trudng cam Gng ra ré dé tao cay hoan chinh. Sau
cung 1a chuyén ciy ra trong ngoai vuon wom.

Véi phuong phap nudi cdy nay khong can st dung nhom chat diéu hoa sinh
truong cytokinine. Tuy nhién, khi 4p dung phuong phap nudi cay nay c6 mot sb
diém can luu ¥ sau:

+ Phuong phap nay khong thé 4p dung véi nhiing cdy c6 14 xép theo dang
hoa hong (ddng tién, dau tay,...)

+ Phuong phap khong nén ap dung dbi véi nhitng c6 kha ning bi nhiém cao
ma nén stir dung phuong phap nudi cay choi bat dinh.

+ Pé giam kha nang bi nhiém thi nén chon nhiing choéi non con khép kin va
néu mau cay da nhiém bén trong thi tét nhat 1a sir dung phuong phép nuéi ciy dinh
sinh trudng.

+ Tdc d6 nhan gidng phu thudc vao sb luong chdi c6 san. Néu sé luong choi
it thi téc d6 nhan giéng s& cham va nguoc lai.

+ C4c chdi duogc tré hoa, dic biét dbi véi cay than gd.

+ Su tao ré trén cac chdi da trudng thanh kho thyc hién vi vay can phai tré
hoa choi dé c6 thé cam tmg dugc sy ra ré.

Phuong phap nudi cdy bang d6t than d3 duogc thuc hién thanh cong trén
nhiéu dbi tuong cay tréng nhu cay khoai tay, 1€, ca chua, dua chudt, ca tim ...

N6i chung, phuong phap nay rat co6 hiéu qua trong viéc nhan gidng nhimg
cdy c6 tinh uu thé ngon manh va khong thé nhan giéng bang chdi bat dinh.

Pé kéo dai cac doan than dot nguoi ta thudng cho vao méi trudng nudi cay
mot ham nhét dinh cua chat Gibberelin.
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So do 5.3. Phuwong phdp nhén giong bang dot than.

5. Phwong phap nhéin giong bang nudi ciy chdi bén

Vé nguyén tic, phuong phap nay giéng nhu phuong phap nuéi ciy dbt don
than. Diéu khac nhau 16n nhat 1a trong phuong phép nudi cdy dbt don than cé su
kéo dai choi, than va thuong khong can dén nhom chat DPHST cytokinine dé phat
trién. Trong khi d6 thi phuong phap nudi cay choi bén thi chdi ngon dugc ¢ 1ap va
cac choi bén tir cac nach 14 phat trién dudi anh huong cia nhom chét cytokinine
V6i nong do tuong ddi cao.Vai trd cua cytokinine ldc nay 1a han ché tinh uu thé
ngon dé cho cac choi bén c6 thé phat trién.

Céc choi bén nay duge tiép tuc chuyén sang méi truong nudi cdy mdi co bd
sung cytokinine thi cac choi bén lai tiép tuc tao ra cac chdi bén méi. Sau do, cac
chdi nay duoc chuyén sang moi trudng nudi cay cam ung ra ré dé tao ciy hoan
chinh va dua ra ngoai trdng & vuon wom (ex vitro).

Thue té, ca hai phwong phap nay thuong dugc 4p dung chung: dau tién chdi
tang truong binh thudng sau d6 bod sung cytokinine vao méi truong nudi ciy dé
cam ng sy hinh thanh cac chdi bén.

Phuong phap ndy c6 ¥ nghia rat quan trong trong thuc té vi:
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+ Phuong phap nay don gian hon so véi cac phuwong phap nhan giéng khéc.

+ Toc do nhan gidong cao.

+ San pham 6n dinh vé& mat di truyén.

+ Cay con tang trudng rat tot.

6. Thuc hanh: K§ thuat co ban va pha ché méi trudng nudi ciy

6.1. Ky thuat vo trung
- Dung cu thuy tinh

Bdng 5.1: Thoi gian khir tring dung cu thuy tinh bang nhiét va nhiét dé khir tring

Nhiét do (°C) Thoi gian Khir trung
(phat)
160 45
170 18
180 7,5
190 1,5

- Nut ddy: Hap khtr tring cing véi cac dung cu thuy tinh 1210C, latm.

Khong khir tring kho, gay chay ddi véi niit bong va bién dang véi niit nhura.

- Moi truong

Badng 5.2: Thoi gian khir trimg dung dich va cdc méi truong long bang néi hdp

(autoclave) ¢ 121°C, latm

Thé tich méi truong ( ml)

Thoi gian hap khir trung (

phat)
<50 15
75 20
250 - 500 25
1000 30

- Khur trung mo thuc vat

77



Bdng 5.3: Hod chdt khir triing, nong dd, thoi gian xir 1y va hiéu qua thuc nghiém.

Téac nhan vo tring | Nong dd % [Thoi gian xir ly (phit) | Hiéu qua
Calci hypochlorit 9-10 5-30 Rét tot
Natri hypochlorit 2 530 Rét tot

Hydro peroxid 10— 12 5-15 Tét
Nué6c Brom 1-2 2-10 Rét tot
HgCl, 01-1 2-10 Trung binh
Chat khang sinh 4 — 50 mg/I 30 - 60 Kha t6t

Trong thoi gian xur 1y, md cdy phai ngap hoan toan trong dung dich diét
khuan.

Pbi véi cac bd phan co nhiéu bui cat, trude khi xir Iy nén rira can than bang nudc
xa phong bot va rira sach lai bang nuéc may. Khi xir 1y xong, md cay duoc rira
nhiéu 1an bang nudc cat vo trung (t6i thiéu 1a 3 1an).

Khit triimg noi thao tdc cdy va dung cu cdy.

San va tuong lau chui thuong xuyén, trude khi dua vao sir dung, phong cay
can dugc xir 1y hoi formol. Péong kin ctra phong cay trong 24h, bo formaldehyde di
va khir hoi formaldehyde con thtra bang dung dich NH3 25% ciing trong 24h.

Khtr tring trude ta ciy bang cach lau sach bing con 700. Bat dén UV khir
tring phong cay 30 phat trudc khi sir dung.

Cac dung cu mang vao phong cay déu vo tring trudc: tir 40 choang, mu vai,
khau trang ctia ngudi cdy dén dao, kéo, kep (forceps), gidy loc, binh dung nuéc
cat...

Trén ban cay thuong xuyén c6 mot dén con dé sir dung trong khi cdy va mot
cbe dung con 96° dé nhung cac dung cu 1am viée. Trude khi cdy, ngudi ciy can ria
tay bang xa phong va lau k¥ dén khuy tay bang con 96°.

Céc dung cu bﬁng kim loai nhu kep céy, dao mé, que céy vong, kim miii
nhon c6 thé duoc khtr tring bang cach dét dudi ngon Iira dén con. Nhitng dung cu
nay trudc hét phai dugc nhing vao con tuyét dbi réi méi dét. Nhé dé rao di cac
giot con thira rdi méi dua vao ngon lira dén con.
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Khi m¢ ndp chai hodc nap ong nghi€ém moi truong nudi cay, thi dung ngon tay

ké Gt va ngoén tay Gt cAm 14y ndp gon, va khong cham tay vao bé mit bén trong cia

nap gon cling nhu khong tha ndp gon xuong bat cr bé mat nao cho dén khi gan no trd

lai chai moi truong.

6.2. Pha ché moi trudng.

6.2.1. Pha ché Thanh phan méi truong dinh duéng

Bdng 5.4. Thanh phan méi truong dinh duéng

Nudc cat

buong, Acid amin, Vitamin (B1, B6, H,
PP...)

CAc chét diéu hoa sinh truéng thuc vat

Da lugng NP K Ca Mg S

Chit hitu co

Auxin, Cytokinin,Gibberellin...

Chét vo co

Viluong Fe Zn B Co N Mn Cu Al Mo I

Céc hop chéat khong biét rd thanh phan

Nudc dua, nude khoai tdy, nudc chudi,

casein,hydrolysalt, trypton, pepton...

6.2.2. Pha ché Thanh phan muéi khodng co ban ciia méi truong MS

Bdng 5.5. Thanh phan muéi khodng co bdn ciia méi truong MS

(Murashige va Skoog, 1962)

SKOOG | SKOOG I SKOOG IlI
FeSO,.7H,
NH;NO; 1650 mg/L O 27,8 mg/L I 0,83 mg/L
MnSO4.4H2 NazMOO4.2H2
KNO; 1900 mg/L O 22,3mg/L O 0,25 mg/L
MgS0,.7H,0 370 mg/L  |znsQ,.7H, 8.6 mg/L  |CoC,.6H,O 0,025 mg/L
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CaCIZ.ZHzo
Na2EDTA

440 mg/L
37,3 mg/L

6.2.3. Pha ché Thanh phan vitamin ciia Morel (Morel ’sVitamin)
Bang 5.6. Thanh phan vitamin ciia Morel (Morel ’sVitamin)

Pirydoxine Biotin Meso- | Nicotinic acid [Thiamin HCI| Pantotate
(B6) (H) inositol (P.P) (B1) Calci
Img/L | 0,01 mg/L | 100 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L

6.2.4. Céach pha cac dung dich me (stock)

- Stock da lwong MS : SKOOG 1 (x10)
(Pha thanh 1Lvéi nong do str dung khi pha 1L méi truong MS 1a 100ml/L)

Thanh phin Khoi lwong
NH;NO; 16500 mg
KNO; 19000 mg
KH,PO, 1700 mg
MgSO,.7H,0 3700 mg
CaCl,.2H,0 4400 mg

Can va dung nudc cat hoa tan 1an lugt tng chét trong bécher cho tan hoan toan.
Dung dng dong 1L diéu chinh cho du 1 lit
- Stock sit MS: SKOOG II (x100): Pha thanh 200ml v&i ndng do sir dung khi pha 1lit
moi truong MS 1a 2ml/1)
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Thanh phan Khéi luong
Na,EDTA 3730 mg
FeS0,.7H,0 2780 mg

Can va hoa tan timg chét bang 100mL nudc cat trong mdi bécher riéng.

Pit 2 bécher dung dich 1én bép va gia nhiét cho dung dich 4m 1én vira ¢ hoi
néng boc 1én 1a dugc.

Khuay déu va d6 dung dich Na2EDTA vao dng dong 200 ml, rdi cho tir tir dung
dich FeSO4 vao, vira cho vira khuay déu. D€ ngudi r61 cho vao binh t61 bdo quan trong
ta lanh.

- Stock vi lwong MS:
SKOOG 111 (x100)

Trudc tién can chuan bi cac stock con:

Thanh phan Khéi luong Thé tich dd
Kl 8300mg 100ml
Na,M00,.2H,0 2500mg 100ml
CuS0,.5H,0 250mg 100ml
CoCl,.6H,0 250 mg 100ml

Can 3 chat dau tién va hoa tan voi nuéc cit trong ting becher riéng.Cho ting
dung dich theo thir ty vao éng dong 500ml.

Sau d6 hut 1ml dung dich trong stock con cua 4 chét tiép theo cho vao éng dong,
vira cho vira khudy déu va thém nudc cat cho du 500ml.
- SKOOG 111 (x100): Pha thanh 500ml v&i nong do st dung khi pha 1lit méi trudng
MS la 5ml/I
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Thanh phan Khéi lugng
MnSQO,.4H,0 2230 mg
H3BO, 620 mg
ZnS0,.7H,0O 860 mg
Kl 83 mg/1 ml
Na,Mo00,.2H,0 25 mg/1 ml
CuS0,.5H,0 2,5 mg/1 ml
CoCl,.6H 2,5 mg/1 mi
Thanh phdn vitamin
- Pha cac stock con
Dung dich Phuwong phap

Pirydoxine (B6) (10mg/ml)

Can 1000mg B6 hoa tan véi nudc cat cho du
100ml

Biotin (H) (Lmg/ml)

Can 100mg biotin hoa tan v&i nude cat cho du
100 ml

Nicotinic Acid (P.P) (10mg/ml)

Can 1000 mg nicotinic acid hoa tan v&i nude
cat cho du 100ml

Thiamin-HCI (B1) (10mg/ml)

Can 1000 mg B1 hoa tan v&i nude cat cho du
100 ml

Pantotate-Ca (10mg/ml)

Can 1000 mg Pantotate-Ca hoa tan v6i nudc cit
cho du 100mi

Thanh phan cdc chat diéu hoa sinh truéng thuc vt (tinh theo mg)

Dung dich cic chat Phuong phéap thuc hién

Cén 100 mg Benzylaminopurine (BAP) hoa tan trong
Dung dich BAP (Img/ml)  [5ml NaOH 1N.
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Cdc dung dich chdt diéu hoa sinh truéng thuce vit (tinh bang mol/l)

Cho thém nudc cat cho di 100 ml.

MObi ml dung dich c6 chira 1mg BAP.

Dung dich IAA (Img/ml)  [Can 100mg Indolacetic acid (IAA) hoa tan trong 5ml
NaOH 1N.

Cho thém nudc cat cho du 100ml.

MObi ml dung dich c6 chira 1mg IAA.

Dung dich IBA (Img/ml)  |C&n 100mg Indolebutyric acid (IBA) hoa tan trong 5ml
NaOH 1N.

Cho thém nude cat cho di 100ml.
MOdi ml dung dich c6 chira Img IBA
Dung dich Kinetin (1mg/ml) [Can 100mg Kinetin (KIN) hoa tan trong 5ml NaOH 1N.

Cho thém nude cit cho di 100ml.

Mbi ml dung dich c6 chira 1mg KIN.

Dung dich NAA (1mg/ml) |Can 100mg Naphthaleneacetic acid (NAA) hoa tan trong
5ml NaOH 1N.

Cho thém nudc cat cho di 100ml.

Mobi ml dung dich c6 chira 1mg NAA.

Dung dich 2,4-D (Img/ml) |Cén 100mg 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) hoa

tan trong 50ml ethanol 50%.

Cho thém nudc cat cho da 100ml.

Mobi ml dung dich c6 chtra 1mg 2,4-D.

- BAP c6 trong lugng phan tr (MW) 1a 225.26

- Hoa tan 225.26gr BAP trong 11 nudc cét tic ta co 11 dung dich BAPIM hay
Imol/
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Can 225.26 mg BAP hoa tan trong 11 nudc cit tic ta co 11 dung dich BAP 1mM hay
Immol/l.

Can 225.26x10-3 mg BAP hoa tan trong 1lit nudc cat tic ta co 11 dung dich BAP
1uM hay 1pmol/l Dung dich BAP ( MW 225.26) (10mM)

Cén 225.26 mg BAP hoa tan trong 5 ml NaOH IN. Cho thém nudc cit cho du
100
ml, tirc ta c6 100 ml dung dich BAP 10mM

Vi du: Cho 1ml dung dich BAP 10mM vao méi trudng MS dé pha dugc 11it moi
truong. Nhu vdy ta ¢ 11 moi truong MS ¢ chira 10uM BAP. Muén pha 1lit moi
truong MS c6 chira 1uM BAP, ta stir dung 0.1mL dung dich BAP 10 mM.

Tuong ty nhu vdy pha cho céc loai kich thich t6 con lai, biét:
IAA (MW 175.19)
IBA (MW 203.24)
Kinetin (MW 215.22)
NAA (MW 186.21)
2,4-D (MW 221.04)
Thuc hién pha cic moi trudng nudi cay sau:
Moi trudng nudi cdy phdi cam chanh.
Moi trudng nudi ciy dinh sinh trudng lan Dendrobium.
Moi truong khao sat sy biét hoa co quan tir 14 Saintpaulia.
Moi trudng tang sinh (mo sgo).
7. Nubi cay phdi cam chanh
7.1. Chuén bi
7. 1.1 Dung cu:

Binh tam giac

Becher

Ong nghiém + mdi truong
Kep inox

Dia petri vo trung
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7.1.2.

Dao cdy, dén con
Pipet thuy tinh
Binh dinh mtc, ng dong
Qua bdp cao su
Gidy cdy V0 tring
Thiét bi

Autoclave

Ta say

Ta ciy (laminar)
Tu lanh

Céan ky thua

May cét nudc 2 lan
May khuay tir

pH ké

Bép tir

7.1.3. Hod chat

Dung dich Skoog I, II va III cua moi truong MS

Stock vitamin Morel
Cdn 90%, 70%
Stock glycine
DPuong saccharose

Xa phong bot

Dung dich hypochloride calcium 10%

Nuoc cat vo trung

Agar

7.2. Céac budc tién hanh

7.2.1.Chudn bi méi trwong (thanh phan cho 1 1 méi truong)

2ml; Glycine: 2ml; Sucrose: 30g; pH :5,8; Agar:7g

Skoog | (MS):100ml, Skoog Il (MS): 2ml; Skoog Il (MS): 5ml; Vitamin Morel:
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7.2.2. Chudn bi nguyén vdt liéu thuc vit:
Cac hat cam chanh con nguyén ven, khong bi hu hai
7.2.3. Cac buoc thuc hién

Budce 1: Cho hat vao bécher c6 chira nudc xa phong loang, rira hat cho sach chét
nhdt bAm xung quanh hat

Budc 2: Rira hat cho sach xa phong bang nuéc cat. Ngam hat 2phit trong con
70%

Budc 3: Rira hat sach etanol bang nuéc cat. Sau d6 ngdm hat 10phat trong dung
dich hypochloride calcium 10%

Budc 4: Trong ti cdy vo tring, rira hat cho sach chat khir tring bang cach lac hat
trong nude cat vo trung (3 1an)

Budc 5: Tién hanh tach 4o hat bang kep va dao mé vo trang. Cho céac hat vira
tach b vo 4o vao dia petri vo tring c¢6 chta gidy thim vo trung va 1am am gidy thdm
bang mot it nudc cat vo trung.

Budc 6: Gieo hat: gieo 4-5 hat vao cac binh tam giac chira mdi trudng nudi ciy
da duoc hap khur trung.

Budc 7: Dy nip binh cay va ghi 1d ho tén, ngay cdy, s6 nhém, tén gidng va moi
truong
7.3. Bao cao thuc hanh

Tom tit phuong phap thuc hién nudi cdy mé hat cam chanh.

Thu duoc cic ciy con vo tring trong 6ng nghiém

Quan sat va ghi nhan thoi gian tang trudng cia cay con hoan chinh
8. Nudi cdy mo hoa hong
8.1. Chuan bi
8.2.1 Dung cu

Binh tam giéc;

Becher

Ong nghiém + mdi truong

Kep inox

Dia petri vo trung
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Dao cdy, dén con

Pipet thuy tinh

Binh dinh muc, ng dong

Qua bdp cao su

Gidy cdy vo tring
8.2.2. Hoa chdt va méi truong

Maéi truong MS bo sung 30g/l dudng, 100mg/l myo-inositol, vitamin MS, 8g/l
agar, va 1uM BA

Con 960 va 700

Nudc cit vo tring

Dung dich chlorine 10%

Xa phong bot

Than hoat tinh

Tween 20
8.2. Cac budc thyuc hién

Budc 1: Cach chon va thu nhan mau: thu ldy choi phét trién manh. Nhiing choi
co thé lay tir vuon, vuon wom hodc cay trong chau.

Budc 2: Loai bé 14

Buéc 3: Khir trung mau: khir tring 10-15 phut trong chlorine 10% (v/v) véi vai
giot tween 20 (2 giot/ 100ml dung dich). Rura sach v6i nude cat vo trung 3 lan.

Budc 4: Cit than thanh cac doan chira 1 chdi ngon hay 1-3 d6t than.

Budc 5: Cdy mau vao % mdi truong. Dé vai ngay (16-24 gio chiéu sang)

Khi ch6i moc 1én tir cic mam cao khoang lcm, tach 1y ching va cdy 1én moi
truong mai. Loai bo phan ngon ctia cac chodi s€ lam tang sy tao nhanh. Theo doi su thay
do1 ve chat luong chdi (tinh 6n dinh) khi s6 1an cay chuyén tang 1én. (C6 thé khao sat
thém sy anh hudng cua nong do BA 1én su tai sinh choi: 0, 1, 4 va 10 uM). Nhirng choi
cao khoang 2cm dugc dem ra ngoai moi truong trong.

8.3. Bao cao thuc hanh
Thao tac thuc hanh thi nghiém

Quan sat va ghi nhan két qua
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9. Bai tap: Khio sat tap nhiém
9.1. Ghi nhan céc két qua thi nghiém. Xac dinh nguyén nhan giy nhiém miu. Cac
nguyén nhan cé thé gay nhiém dbi voi:

Mau ciy; cac chat khir tring; ngudén mau cay; tap nhiém vi sinh tir bén trong mau
céy; su nhiém tir nguoi céy; ta céy; moi truong; dung cu
9.2. Phuong phap xt 1y va han ché tap nhiém

Panh gia anh huong cta sy tap nhiém 1én muac do thanh cong cia cong nghé nuodi
cdy md té bao.

Xem x&t lai thao tac thuc hién k¥ thuat nudi céy mo.
9. 3. Bao cao thuc hanh

Quan sat va ghi nhan tap nhiém mau.

SO lugng cay con dat yéu cau khong nhi€ém moéi nhom
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NQI DUNG GHI NHO BAI 5

M6 phéan sinh ngon chira nhitng té bao dinh sinh trudng, dugc bao boc bo1 mot
16p vo cutin dé han ché tdi da sy mat nudc

O thuc vat, sy hinh thanh mdi cic co quan bat dau tur trong cac md phan sinh
ngon, cac mod ndy duoc phan héa ngay tir nhitng giai doan phat trién dau tién cua phoi
va giir lai trong subt qua trinh sdng cta cdy. Piéu nay xay ra 1a do trong mo phan sinh
c6 su phan hoa cua cac té bao so khai va tit ca cac té bao con lai déu xuét phat tir cac té
bao so khoi.

Tai dinh sinh truéng thi qua trinh sinh tong hop ADn cua virus thuc vat khong
xay ra do mot co ché nio d6 ma hién nay van chua co két qua cong bd. Vi vay, dinh
sinh truong 13 mo duy nhét sach virus. Do d6, dinh sinh trudng dugc st dung dé nuoi
ciy tao cdy con sach bénh tir nhimg cdy me nhiém virus. Do dinh sinh truéng c6 kich
thuéc nho nén dinh sinh truéng phai duoc tach 1y dudi kinh hién vi soi noi.

Quaé trinh tai sinh: nguyén 1y co ban ctia qua trinh tai sinh do Kohlenback 1977
va Street dua ra, c6 thé tom tac nguyén 1y nhu sau: Qud trinh tdi sinh la mét qud trinh
biéu hién tinh toan thé cia té bao, qud trinh dé lam cho té bao va mé c6 thé phdt trién
thanh co quan hoan chinh

Nhitng té bao di biét hoa thi thong thuong c6 nhan nho va khdng bao 16n. Bén
giai doan phan biét hoa thi nhitng té bao nay tro thanh khong cé khong bao. Va trong té
bao chi c6 nhan va chat nguyén sinh va nhan lic nay thuong Ion hon so vai khi biét
hoa.

Phuong phap nudi cay nay sir dung mau cay la cac choi ngon hoac choi bén co
mang mot doan than ngan. Chdi nay s& duoc kich thich dé ting truong, ra ré va tao cay
hoan chinh sau mot thoi gian nudi cdy nhat dinh. Pay 1a phuong phap tu nhién nhat
trong nhitng phuwong phap nhan giéng v tinh in vitro.

Nhitng chdi duoc thu tir chdi ngon va cac nach 14, sau d6 cdy trén méi truong
thich hop va cac diéu kién khéc thi mau cay sé ting trudong binh thudng dé tro thanh
mot chdi méi. Chdi méi ting trudng s& mang nhiéu 14 va cac chdi bén & cac nach 14 lai
tiép tuc duoc cat va cay chuyén dén khi dat sé lugng choi non can thiét thi chung ta
chuyén sang moi truong cam tmg ra ré dé tao cay hoan chinh. Sau cung 1a chuyén cay
ra trong ngoai vudn wom.
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CAU HOI ON TAP

1. Trinh bay phuong phap nhan giéng bang nudi ciy dinh sinh trudng
2. Trinh bay phuong phap nhan gidng bang cach tao mo seo (callus).
3. Trinh bay phuong phap nhan gidng bing nudi cdy lat mong.

4. Trinh bay phuwong phap nhan gidng bang nudi cay dbt don than.

5. Trinh bay phuong phép nhin gidng bang nudi cdy chdi bén
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