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Chuong 1. KHAI QUAT VE CONG NGHE TE BAO THUC VAT
1.1. Giéi thiéu chung

Cong nghé té bao thuc vat 1a mot trong nhitng cong nghé quan trong cua cong
nghé sinh hoc, n6 12 nén tang dé nghién ctru va 4p dung cac cong nghé khéc trong linh
vuc cong ngh¢ sinh hoc nong nghi€p. Hién nay, tor nhitng thanh tyu cua cong nghé
sinh hoc trong nuéi cdy mé té bao, nudi cay hat phan va c6 thé ing dung rat nhidu vao
Iinh vuc tréng trot, nhu:

- Nhan nhanh vé tinh cdc giéng cdy quy: tir mot mau nudi cdy nguoi ta c6 thé tao ra
hang triéu cdy con nhu nhau néu da thoi gian cdy chuyén. Tuy nhién, hé sb cdy
chuyén phu thudc tuy gidng, cang cdy chuyén nhiéu 1an cang tao nhiéu bién di. Vi du,
cac nha khoa hoc da két luan tir mot choi dira dua vao nudi cay trong 6ng nghiém co6
thé nhan ra hang triéu cy dira gidng; tir mot chdi chudi dua vao nudi cdy cé thé nhan
ra 2.000 cay chudi giéng, néu qua s6 nay sé& co ty 1é bién di cao.

- Cai luong gidng cdy trong bang nudi cdy dinh sinh truong (meristerm): dé phuc
trang nhitng gidng cay quy da nhiém virus nguoi ta c6 thé nudi ciy dinh sinh truéng
dé nhan nhanh. Qua mot s6 1an nudi cay theo kiéu nay sé& tao ra dugc nhiing cay hoan
toan sach bénh tir cdy da nhiém virus.

- Tao dong don boi tir nudi cdy bao phin va nudi cay té bao hat phan: Nguoi ta da ing
dung ki thudt nudi cay bao phan va hat phan dé tao nhiing cdy don boi tir bao phan
hozc hat phan, sau d6 ludng boi hod va tao thanh dong dong hop tir. Ki thuat nay da
thanh coéng nhiéu & nhiing cay ho ca.

- Khic phuc lai xa bang cach thu phan trong dng nghiém nho ki thuit nuéi ciy phoi:
Nho nudi ciy trong dng nghiém da khac phuc tinh bat hop giao tir trudc va sau khi thy
tinh d6i véi lai gifta cac cAy khac nhau kha xa vé mit di truyén.

- Lai v6 tinh con goi 1a dung nap té bao tran (Protoplast): Nho ki thuat nudi cdy mo té
bao thuc vat ma ngudi ta d tao thanh ciy lai tir 2 giéng khac nhau kha xa vé mat di
truyén bang cach dung cac enzim dé hoa tan mang té bao rdi cho cac té bao tran
(khong con mang) vao nudi cdy chung trong moi trudng nhan tao va chung phat trién
thanh khdi mo seo (callus), tir d6 chuyén khdi callus ndy sang cac mdi truong phan
hoa chirc ning té bao va dé nudi cay thanh cdy lai.

So lwgc lich sir phdt trién

Niam 1665, Robert Hooke quan sat thay té bao séng dudi kinh hién vi va dua ra
khai niém "té bao - Cell". Anton Van Leuwen Hoek (1632-1723) thiét ké kinh hién vi
khuyéch dai duoc 270 1an, 14n dau tién quan sat thiy vi khuén, té bao tinh tring trong
tinh dich nguoi va dong vat. Nam 1838, Matthias Schleiden va Theodore Schwann dé



xudng hoc thuyét co ban cua sinh hoc goi 1a Hoc thuyét té bao:
+ Moi co thé séng duoc cu tao boi mot hodc nhiéu té bao.

+ T¢ bao la don vi cau truc va chirc nang co ban cua co thé song, 1a hinh thirc nho nhat
cua su song.

+ Té bao chi duoc tao ra tir t& bao ton tai trude do.

Nam 1875, Oscar Hertwig chitng minh bang quan sat trén kinh hién vi rang sy
thu thai 1a do su hop nhét cua nhan tinh tring va nhan trimg. Sau d6, Hermann P.,
Schneider F.A va Butschli O. ¢4 mé ta chinh xac qué trinh phan chia t& bao. Nim
1883, Wilhelm Roux 1an dau tién 1y giai vé phan bao giam nhiém & co quan sinh duc.
Tt mot té bao thuc vat nudi céy in vitro c6 thé tai sinh thanh mot co thé séng hoan
chinh. Kha ning nay cua té bao thuc vat duoc goi la tinh toan nang. Nam 1902,
Haberlandt 1an dau tién thi nghiém nudi cdy mo cdy mot 14 mam nhung khong thanh
cong. Nam 1934, Kogl lan dau tién xac dinh duoc vai tro cua IAA, 1 hoocmon thuc
vat dau tién thudc nhoém auxin c6 kha ning kich thich su ting truéng va phéan chia té
bao. Nam 1939, ba nha khoa hoc Gautheret, Nobecourt va White da déng thoi nuodi
cdy mo seo thanh cong trong thodi gian dai tir mo thuong ting (cambium) & ca rdt va
thudc 14, mo seo c¢6 kha niang sinh truong lién tuc. Nam 1941, Overbeek va cs da sir
dung nudc dira trong nudi cay phdi non & ciy ca rét Datura. Nam 1955, Miller va cs
da phat minh cdu triic va sinh tong hop cia kinetin - mot cytokinin dong vai trd quan
trong trong phan bao va phan hoa chdi & md nudi cay. Pén nim 1957, Skoog va
Miller da khdam phd vai trd cua ty 1é nong do cac chit auxin: cytokinin trong mdi
truong ddi véi sy phat sinh co quan (& hodc chdi). Khi ty 18 auxin/ cytokinin (vi du:
noéng do6 IAA/ néng d6 kinetin) nhé hon 1 va cang nho, md co6 xu huéng tao choi.
Nguoc lai khi ndng do IAA/ ndng do kinetin 16n hon 1 va cang 16n, mé c¢6 xu hudng
tao ré. Ty 1& ndéng d6 auxin va cytokinin thich hop s& kich thich phan hoa ca chdi va
1é, tao cdy hoan chinh.

Nam 1949, Limmasets va Cornuet da phat hién rang virus phan b6 khong dong
nhat trén ciy va thudng khong thay c6 virus ¢ ving dinh sinh truéng. Nam 1952,
Morel va Martin di tao ra ciy sach bénh virus cta 6 giéng khoai tay tir nudi cdy dinh
sinh truong. Ngay nay, k¥ thudt ndy véi mot so cai tién da tro thanh phuong phap loai
trr bénh virus dugc dung rong rai ddi vé6i nhiéu loai cay tréng khac nhau. Nam 1952,
Morel va Martin 1an dau tién thyc hién vi ghép in vitro thanh cong. K thudt vi ghép
sau d6 da dugc ung dung rong rai trong tao ngudn gidng sach bénh virus va twong tu
virus ¢ nhiéu cay trong nhan giéng bang phuwong phap vo tinh khac nhau, dic biét 1a
tao giéng cay an qua sach bénh. Nam 1960, Morel da thyuc hién budc ngoat cach mang
trong s dung k¥ thuat nuoi cdy dinh sinh truong trong nhan nhanh cac loai dia lan
Cymbidium, mé dau cong nghiép vi nhan giéng thuc vat.



Nam 1960, Cocking 1an dau tién st dung enzym phan giai thanh té bao va da
tao ra sb luong 16n té bao tran. K¥ thuat nay sau d6 da dugc hoan thién dé tach nuoi té
bao trin & nhiéu cdy trong khac nhau. Nam 1971, Takebe va cs di tai sinh duoc ciy tir
té bao tran mo thit 14 (mesophill cell) & thude 14. Nam 1972, Carlson va cs 1an dau tién
thue hién lai té bao soma giita cac loai, tao dugc cay tir dung hop té bao tran cua 2 loai
thude 14 Nicotiana glauca va N. langsdorfii. Nam 1978, Melchers va cs tao dugc cay
lai soma "Ca chua Thudc 14" bang lai xa té bio tran cta 2 cAy nay. Dén nay, viéc tai
sinh cdy hoan chinh tir t& bao tran hodc tir lai t& bao trin di thanh cong & nhiéu loai
thuc vat.

Nam 1964, Guha va Maheshwari 1an dau tién thanh cong trong tao dugc cay
don boi tir nudi ciy bao phin cua ciy ca Datura. Ky thudt nay sau d6 di duoc nhiéu
tac gia phat trién va tng dung rong rai trong tao dong don béi (1x), dong thuin nhi boi
kép (2x), ¢6 dinh uu thé lai (nudi cdy bao phan hoic hat phan ctia dong lai F1 dé tao
giong thuan mang tinh trang uu thé lai).

Niam 1959, Tulecke va Nickell d3 thir nghiém san xuét sinh khéi mé thyc vat
quy md 16n (134 1it) bang nudi cdy chim. Nam 1977, Noguchi va cs d nubi cay té bao
thudc 14 trong bioreactor dung tich 16n 20,000 lit. Nam 1978, Tabata va cs da nuoi té
bao cay thude & quy mo cong nghiép phuc vu san xuat shikonin. Ho di chon loc dugc
dong té bao cho san luong cic san pham thir cap (shikonin) cao hon. Nam 1985,
Flores va Filner 1an dau tién san xuat chat trao d6i thi cip tir nhan nudi ré to o
Hyoscyamus muticus. Nhirng ré nay san xut nhiéu hoat chit hyoscyamine hon ciy tu
nhién. Hién nay, cong nghé nudi cay té bao va mo (vi dy, mé ré cia nhan sam) trong
cac bioreactor dung tich 16n di duoc thuong mai hoa & muc cong nghiép dé san xut
sinh duoc.

Niam 1981, trén co s& quan sat cac bién di xay ra rat phd bién trong nudi ciy
mo va té bao v4i phod bién di va tan sb bién di cao, Larkin va Scowcroft di dua ra
thuat ngit "bién di dong soma" (Somaclonal Variation) dé chi cac thay do6i di truyén
tinh trang xay ra do nudi cdy mé va té bao in vitro. Tir cac dong té bao hodc ciy bién
di di truyén 6n dinh c6 thé nhan nhanh, tao ra cac dong va giong dot bién co ning
suit, ham luong hoat chét hitu ich cao, khang mét s6 cac diéu kién bat lgi nhu bénh,
man, han,....

1.2. Hoc thuyét té bao

Niam 1662, Robert Hooke di thiét ké kinh hién vi don gian dau tién va quan sat
duoc cAu trac cua miéng bAc ban bao gé)m nhiéu hat nho, ong goi cac hat nho do la té
bao (cells). Nam 1675, Anton Van Leeuwenhoek xac nhan co thé dong vat ciing bao
gdm cac té bao. Ong quan sat dudi kinh hién vi thdy méau dong vat c6 chira cac hong
cdu va ong goi d6 1a cac té bao mau. Nhung mii dén nim 1838, Matthias Jacob



Schleiden (nha thyc vat hoc) va 1839, Theodor Schwann (nha dong vat hoc) mdi
chinh thirc xay dung hoc thuyét té bao. Schleiden va Schwann khing dinh ring: Mdi
co thé dong thuc vat déu bao gém nhiing thé ton tai hoan toan doc lap, riéng 1€ va tach
biét, d6 chinh 14 té bao. Co thé ndi Schleiden va Schwann 13 hai 6ng t6 cta hoc thuyét
té bao. Tuy nhién, c4 hai 6ng khong phai 13 cac tac gia dau tién phat biéu mot nguyén
tac nao d6, ma chi 1a dién dat nguyén tic ay ro rang va hién nhién t6i mic nd dugc
phé bién rong rai va cubi cung da dugc da sb cac nha sinh hoc thoi éy thira nhan.

1.2.1. Tinh todn nang ciia té bao (cell totipotency).

Haberlandt (1902) 1a nguoi du tién dé& xudng ra phuong phap nudi cay té bao
thuc vat dé ching minh cho tinh toan ning cua té bao. Theo 6ng mdi mot t& bao bat
ky ctia mdt co thé sinh vat da bao déu c6 kha ning tiém tang dé phat trién thanh mot
c4 thé hoan chinh.Nhu vy mdi té bao riéng r& ciia mot co thé da bao déu chira day du
toan bo luong thong tin di truyén can thiét cua ca sinh vat do va néu gip diéu kién
thich hop thi mdi té bao c6 thé phat trién thanh mot co thé sinh vat hoan chinh. Hon
50 nam sau, cac nha thyc nghiém vé nudi céy mé va té bao thuc vat mai dat duoc
thanh twu chimg minh cho kha ning ton tai va phat trién doc 1ap cua té bao. Tinh toan
thé cua té bao thuc vat da duoc tung budc ching minh. No6i bat 1a céac cong trinh:
Miller va Skoog (1953) tao dugc r& tir manh mo cat tir than cay thudc 14, Reinert va
Steward (1958) da tao dugc phdi va cay ca rot hoan chinh tir té bao don nudi cay trong
dung dich, Cocking (1960) tach duoc té bao tran va Takebe (1971) tai sinh dugc cay
hoan chinh tir nudi cay té bao tran cua 14 cay thudc 1a. K¥ thuét tao dong (cloning) céc
té bao don duoc phan lap trong diéu kién in vitro di chirg minh mot thyc té rang cac
té bao soma, dudi cac diéu kién thich hop, c6 thé phan hoa dé phat trién thanh mot co
thé thyc vat hoan chinh. Sy phat trién ctia mot co thé trudng thanh tur té bao don (hop
tir) 1a két qua cua su hop nhit sy phan chia va phan hoa té bao. Dé biéu hién tinh toan
thé, cac t& bao phan hoa dau tién trai qua giai doan phan phan hoa (dedifferentiation)
va sau d6 1a giai doan tai phan hoa (redifferentiation). Hién tugng té bao truéng thanh
trg lai trang thai phan sinh va tao ra mo callus khong phan hoa (undifferentiation)
duoc goi 1a phan phan hoa, trong khi kha ning dé cac té bao phan phan héa tao thanh
cdy hoan chinh (whole plant) hodc cac co quan thuc vat duoc goi 1a tai phan héa. O
dong vat, su phan hoa la khong thé dao nguoc tr¢ lai. Nhu vay, sy phan hoa té bao 1a
két qua co ban cua su phat trién ¢ nhitng co thé bic cao, né thudng duoc goi la
cytodifferentiation.

1.2.3. Thé bji va gen

Gen quyét dinh céc tinh trang ¢ thyc vat. Co tinh trang tuong ing v&i mot gen
nhung ciing ¢ nhiéu tinh trang lién quan dén nhiéu gen, cac tinh trang d6 goi 1a tinh
trang don gen va tinh trang da gen.



Hai gen nam trén mot vi tri nhat dinh trén nhiém sic thé tuong dong goi 13 allen. Tuy
cung tham gia quyét dinh mét tinh trang nhung mdi allen qui dinh mét dic diém riéng.
Vi du mau hoa, mét allen c6 thé mang thong tin di truyén cho hoa mau d6 , allen kia
cho hoa mau tréng.Tru’(‘)'ng hop nay ta co6 ca thé di hop tu vé tinh trang mau hoa, néu
ca 2 allen déu mang thong tin di truyén cho mau do thi ta c6 ca thé dong hop tir. Dbi
véi ca thé di hop tir, mot allen co thé 1a allen trdi, allen con lai 12 allen 13n. Allen trdi
quyét dinh tinh trang. Co6 truong hop troi hoan toan va trdi khéng hoan toan. Troi
khong hoan toan khi td hop 2 allen s& cho tinh trang trung gian.

Thé bdi 1a danh tir chi sb bo nhiém sic thé cd trong té bao, md, ca thé thuc vat
v6i qui dinh chung 1a ¢ céac té bao sinh san c6 1 bd nhiém sic thé duge goi la thé don
boi. Hop tir, san pham dung hop cua 2 giao tir don boi, c6 thé 1 nhi bdi v6i s6 nhiém
sdc thé 2n. TAt ca cac té bao soma hinh thanh do sy phan chia hop tir déu 1a nhi boi.
Trén thyc té co thé tim thay cung luc nhidu mic boi thé khac nhau ¢ cac mo khéac
nhau cia co thé thuc vat.(4n, 8n) Dola hién tuwong da boi hoa do ndi giam phan.
Khoang mot nira thuc vat bat cao & muc da boi thé. S6 nhiém sic thé co ban cua loai
1a X (13 s6 don bdi nho nhét trong diy da boi), cac ca thé c6 X nhiém sic thé duoc goi
1a thé nhat boi dé phan biét voi thé don boi.

Vidu : cay lua mi c6 2n=42 . Trén thyc té n6 1a thé luc boi 6X, trong do s6 nhiém séc
thé co ban ciia loai 1a X=7. Thé don boi cuia ciy lia c6 n=3X=21 nhiém sic thé.

1.2.4. Thé bao tir va thé giao ti

Thé bao tir gdm c6 hop tir va tat ca cac té bao san sinh tir hop tir ké ca hat phan
trong tli phan va nodn. Thé giao tir gdm c6 hat phan dd nay mam va tat ca céac té bao
do n6 san sinh ra, bao gdm céc giao tir. Khi 2 giao tir khac giéng dung hop, thé bao tir
2n duoc tai lap. O thyuc vat bic cao, thé giao tir thudng khong quéa 3 té bao trong do 2
té bao la cac giao tir.

O thuc vat bac cao, thé giao tir ( trong cac truong hop dic biét, co thé phat trién
thanh bao tir don bdi) chira n nhiém sic thé. Thé bao tr don bdi c6 thé ra hoa nhung
cac bao tir hinh thanh khong c6 stic song. Tao thé bao tir don boi va nhiing cdy don
boi kép 12 muc dich ctia nudi ciy thi phan va hat phan.

1.2.5. Sinh san hivu tinh va sinh san vo tinh

Sinh san vo tinh 1a hién tuong 1 co thé tao ra cac co thé méi tir mot phﬁn co
quan sinh dudng cta minh, khong hé c6 su tham cua cic yéu té quy dinh gidi tinh, co
thé con sinh ra hoan toan giéng hét co thé me. Sinh san vé tinh co rat nhiéu hinh thiec.
O sinh vat don bao co phan doi té bao. Mot sd co thé da bao bac thap thi mot té bao
sinh dudng phéan chia tao ra mot nhanh méi va sau d6 tach ra khoi co thé chinh nhu &
thily tirc chang han, ciing c6 thé mot mau ctia co thé me dirt ra roi né moc ra mot co



thé khac kiéu nhu tao lam. Mot sb khac thi c6 hian mot loai té bao sinh san riéng
nhung ma van hoan toan khong c6 tinh chit gidi tinh gi ca ma chi 1a tir co thé me tao
ra ma thoi. P6 chinh 13 hién twong sinh san vo tinh bang bao tir. Bao tr & cic co thé
don bao c6 thé 1a khi moi truong bat loi thi chung ty rat nude ra khoi té bao, tro thanh
dang tiém sinh doi thoi co dé séng lai. O sinh vat da bao thi tui dung cac té bao goi la
bao tir vo tinh. Pén mua sinh san ching s& phat tan cac té bao d6 ra moi trudong xung
quanh. Khi gip diéu kién thuan loi thi mdi bao tir tao ra mot co thé méi. O thuc vat thi
khac, no ton tai ca hai kiéu sinh san v6 tinh va hitu tinh. Sinh san vé tinh & day ciing 1a
tr mot phén ctia co thé me tach ra va tao ra mot co thé méi.

Sinh san hitu tinh phai c6 sy tham gia cta cac yéu to quy dinh gi6i tinh, bao
gom duc va cai. Cac yéu td nay co thé ¢ trén cing mot co thé hay khac co thé, ban
chat cta cac yéu t6 d6 1a do cac nhiém sic thé gi6i tinh quy dinh. Sinh san hiru tinh
cling c¢6 nhiéu kiéu. Kiéu so khai nhét 1a tiép hop, 1 hién twong hai té bao duc, cai
trao d6i nhan cho nhau. Sau d6 1a sinh san hitu tinh bang bao tir nhu & réu, duong xi,...
Lén t&i nhitng 16p & trén thi 1a thy tinh véi sy tham gia clia cac giao tir duc va cai, mdi
loai giao tir nam & céc té bao khac nhau.

1.3 Céu tric té bao thue vat

Hinh anh té bao thuc vat dugc minh hoa & hinh 1.1. Mot té bao don thuc vat
thudng c6 duong kinh khoang tir 20-40 pm va dai 100-200 um. Céu trGic chinh cia
té bao thuc vat tuong ty cac té bao dic trung cua eukaryote. Tuy nhién, té bao
thuc vat c6 mot sé dic diém riéng biét nhu thanh té bao day, khong bao 16n va o luc
lap. Té bao thuc vat duoc boc chung quanh bai thanh té bao. Lop ngoai cua thanh té
bao chira pectin dé giup no lién két vai cac té bao bén canh. Lép trong cua thanh té
bao 1a mang té bao. Mang té bao hoan toan khac voi thanh té bao vé hinh dang, thanh
phan va chirc ning. Trong khi thanh té bao ctng rin, cé cu trac twong dbi day thi
mang té bao chat lai mong (khoang 75 A° ) va mém déo. Mang té bao bao gém protein
va lipid trong khi thanh té bao 1a carbohydrate tw nhién. Thanh té bao c6 chuc ning
nang d& cho cay trong khi mang té bao diéu hoa sy van chuyén cac chat di vao va ra
khoi té bao. Khong bao (vacuole) ¢ vai tro tiép nhan cac chat thai cia su trao ddichat
hodc cac chat thir cAp cua thyuc vat. O cac té bao non khong bao thuong nho va nhiéu.
Khi té bao 16n dan va gia hon thi khong bao cling mé rong 1én va két thanh mot khéi.
O cac té bao thuc vat truong thanh, khong bao co thé chiém t&i 90% thé tich té bao.
Khong bao duoc boc chung quanh boi mang huyét twong (plasma). Thanh phan chinh
ctia cac khong bao 10n 1a nude chira cac chat hoa tan nhu cac ion vo co, cdc amino
acid, cac acid hitu co, cac sac to hoa tan trong nudc (anthocyanin) va cac chat khong
hoa tan ¢ dang tinh thé va hinh kim. Ngoai ra, khong bao ciing chira cac protein nhur



cac hydrolyse, catalase va photphatase. Phan bao tan mudn dé cap dén lipid ¢ chung
quanh tt ca cac cdu tric ndi giita nhan va mang té bao. Luc lap (chloroplast) 1a vi tri
ctia quang hop trong té bao thyc vat, né chira chlorophyll 13 sic t6 luyc phan ung
v6i anh sang dé san xuét cac carbohydrate. Nhan (nuclear) 1a trung tam diéu khién
ctia té bao chira DNA dé phién ma va dich ma thanh protein. Cac protein tong hop
duoc sap xép va dong goi trong céac tai cia bd may Golgi. Noi sinh chat (endoplasmic
reticulum) 13 mang ludi cua cac dng nho ndi lién cac phan khac nhau cua té bao.
Ribosome duoc tip trung trén bé mit cia mang ludi ndi sinh chat va tham gia vao
hoat dong sinh téng hop protein. Ty thé (mitochondrion) chira vat liéu di truyén va

nhiéu enzyme quan trong trong su trao doi chat cua té bao.

Chét nhidm sic
NHAN Nhan con (Hach nhan) . | Ludi ndi sinh
Mang nhan >\ chét cé hat
Pr Ludi ndi sinh
chét nhan

Trung thé

. ' </‘
. ___— Ribosomes
A =
_———— Khéng bao
{ "~ Mang khéng

B Microfilaments

- Intermediate , BO XUONG
. filaments cUATE BAO
#" b Microtubules

Ty thé
Peroxisome
Mang sinh chit

“Lap thé

Vich W bio / N Not in plant cells:
/ Plasmodesmata Lysosomes
Vich té bao cia Centrioles
té bao lan can Flagella (in some plant sperm)

Hinh 1.1. Céu trac té bao thuc vat

1.4. M6i truwd'ng nudi cay
Maic du nhu cau dinh dudng cta cac loai mo nudi cay la rat khac nhau nhung

moi truong nuodi cay mo thuc vat dac trung chira cac thanh phan sau:

- Cdc nguyén té da lwong. Bao gdbm cac loai mudi cua nitrogen, potassium, calcium,
phosphorus, magnesium va sulfur. Pay 1a su nguyén t6 chinh can thiét cho sinh

truong cua thuc vat bac cao.

- Cdc nguyén t6 vi lwong. Bao gdm céac loai mudi cua sat, k&m, mangan, boron,

copper, molybdenum va cobalt & dang vét.



- Cdc phu gia hitu co. Mot lugng nho cac loai vitamin (myo-inositol, thiamine,
nicotinic acid, pyridoxine, riboflavin...), cdc amino acid (thuong cho phép bo qua
nhung trong mot sé trudng hop dic biét thi co thé dung), va cac phu gia hitu co khong

xéac dinh khac (malt, dich chiét nAm men, dich thuy phén casein, nuéc dira...).

- Cdc chit kich thich sinh trwéng thwe vit. Thanh phan phu gia quan trong nhét
quyét dinh két qua nudi cdy 1a cic chit didu hoa sinh truéng. Cac auxin (IAA
va cac dang tuong tu dugc tong hop nhdn tao nhu 2,4-D , NAA |, IBA | ...), va cic
cytokinin (zeatin, 2i-P va cac dang twong tu dugc tong hop nhan tao nhu kinetin, BA
...) 1 nhitng nhom chét kich thich sinh trudng va phat sinh hinh thai chu yéu trong

nudi cay mo va co quan cua thyc vat.

- Nguén carbon. Thuong st dung sucrose 1am ngudn carbon thay cho ngudn carbon
duoc thuc vat ¢ dinh tir khi quyén bang quang hop. Trong da s6 cac thi nghiém nudi
cdy, t& bao thuc vat di mat kha ning quang hop. Glucose ciing thuong dugc dua
vao moi truong va cho hi€u qua tuong duong sucrose, trong khi fructose cho hi¢u

qua kém hon.

- Cdc tic nhdn lam rin (tao gel) méi trwong. Thuong sit dung 13 agar, mot loai
polysaccharide thu duoc tir mét s6 loai tao thudc nganh tao do (Rhodophyta). Mot sd
hop chit khéc ciing dugc thir nghiém thanh cong nhu alginate, phytagel, methacel va
gel-rite. Murasghige va Skoog (1962) da xay dung moi truong dinh dudng co ban
(goi 12 mdi trudng MS) thich hop cho hau hét cac thi nghiém nudi cay té bao thuc vat.

Thanh phan méi trudng nudi cdy duge trinh bay ¢ bang 1.1.



Thanh phin Noéng dé Thanh phdn Néng do

(mg/L) (mg/'L)
1. Cdc nguyén 16 da FeSO4. TH20 278
lugng 370 Na:EDTA 2H:0 37.3
MgS0s.7H20
KH:POs 170 3. Ngudn carbon
KNO3 1900 Sucrose 30000
NHaNOs 1650
CaCl2 2H20 440

. PN 4. Cdc phu gia hifu co
2. Cac nguyen tovi pHE

luong - Cac vitamin 0.5
HiBOs 6.2 Thiamine HCI -
MnSO4 4H20 223 Pyridoxine HCI 0.5
ZnS0s TH20 8.6 Nicotinic acid 0.5
Na:MoO4 2H:20 0.25 myo-inositol 100
CuS0s.5H20 0,025

CoCl2.6H20 0,025 - Cdc chét khdc

KI 0,83 Glycine ’

Bang 1.1. Thanh phan moéi trudng Murashige va Skoog (1962)
CAU HOI ON TAP
1. Tém tit so luge lich sir phat trién ctia cong nghé sinh hoc néi chung va cong nghé
té bao thue vat noi riéng

2. Trinh bay tinh toan ning cua té bao (cell totipotency).
3. So sanh hinh thirc sinh san hiru tinh va sinh san vo tinh ¢ thuc vat
4. Mb td cau tric € bao thuc vat

5. Phén tich vai tro cua cac yéu to cau thanh méi trudng nudi cay mo, t€ bao thuc vat



Chuong 2. THU NHAN VA NUOI CAY PHOI IN VITRO

2.1.Pho6i soma

Dugc hinh thanh khong thong qua qué trinh tao m6 seo dugc goi la phoi vo
tinh, té bao phdi v tinh c6 thé dugc tao ra tryc tiép va nhan sinh khéi bang hé théng
nudi cay thich hop. Nhirng té bao phoi vo tinh nay c6 kha ning tai sinh thanh cay hoan
chinh hodc dugc dung 1am nguyén liéu san xuit hat gidng nhan tao v&i 16p bao
alginate. Phdi vo tinh duoc xem nhu ky thuat mang lai nhiéu hiéu qué cao trong nhan
giong cay trong.
2.1.1. Sw phadt sinh phoi soma

Nhitng té bao trong phoi hop tir biéu hién duoc gen can thiét cho chuong trinh
phat trién phoi. Giai doan truéc khi hinh thanh té bao phdi soma dugc goi 1a té bao
tién phoi. Té bao tién phoi phan chia dé hé théng té bao phdi truc tiép goi 1a sy phat
sinh té bao phéi truc tiép.

C6 nhiéu té bao phat sinh té bao phdi khoéng can chét kich thich sinh trudng,
nhiéu té bao cAn Auxin dé tién hanh phan bao truéc khi phat sinh té bao phoi. C6
nhiéu té bao hinh thanh phéi tir mé seo, trong truong hop niy su phat sinh phoi soma
duoc tién hanh gian tiép.

Hai danh tir t bao tién phoi PEDC ( Preembryogenic determined cell) va té bao
phat sinh phoi IEDC ( induced embryogenic determined cell) dung dé phéan loai mo,
nhung thuc chat 13 1 qua trinh tiép ndi nhau, két thic sy phat trién 13 sy hé thong
nhitng té bao phdi (EC- Embryogenic cell).

Nhiing té bao & nhitng md ¢6 quan hé véi su sinh san nhu hat phan, chdi mam c6
kha ning hé thong té bao phdi dé dang hon nhimng té bao ¢ nhitng mo trudng thanh.
Khi mé ¢ chtra té bao phoi, kich thich su phéan chia té bao trong giai doan nay 1a can
thiét dé duy tri tinh trang phdi va hinh thanh té bao phoi soma.

Té bao sinh phoi co thé hé théng ¢ nhiing té bao binh thuong dugc nudi ciy trén
moi truong ¢ auxin va ¢ thé khong co cytokinin. Luong cytokinin co trong té bao
cao thuong phat sinh phéi thap. Khi mot té bao phdi dugce thu nhén, sy cd mit cia
auxin s& gy ton hai dén sy pt bt ctia phoi. Nhitng nhan t6 khac ah dén su pt ciia phoi
nhu ti 1¢ dam amonium va nitrate trong méi trudng va pH thap .. Hay su lap di lap lai
chu ki phét sinh phoi c6 thé bi pha v& do sy giam hay bo han auxin ra khoi moi
truong.

Su hinh thanh phoi thong qua 2 con duong PEDC va IEDC. Con duong PEDC



l4 con duong phat sinh phoi khong qua qua trinh tao mé seo va IDEC 1a con duong
thong qua qua trinh tao mé seo.
C6 2 budc dan dén sy hé théng phoi:

1. Su biét hoa cua té bao c6 kha ning phat sinh phoi

2. Sy phat trién ciia nhitng té bao phoi mai hé thng.
Nhu vay c6 hai méi trudng can thiét cho nudi ciy phoi:

1. Mbi trudng can cho su phat sinh té bao phdi

2. Méi truong can cho su phat trién nhiing t& bao nay thanh nhiing té bao c6 kha
nang phat sinh phoi.

Budc 1 can c6 mit auxin va budc 2 phai giam thap hay khong c6 mit ciia auxin.
C6 hai yéu t6 quan trong trong phat sinh phdi: Auxin va nitrogen.

Phiét sinh phoi soma 1a kiéu mau cua tinh toan thé, cé thé khao sat toan b tién

trinh biét hod cua té bao cling nhu co ché thé hién tinh toan nang cua té bao thuc vat.

2.1.2. Thiét ldp hé théng phdt sinh phéi dong nhdt va hiéu sudt cao

Mot hé thong thich hop da duoc thiét 1ap cho muc dich nghién ctru trén qua
viéc dung té bao dung dich huyén phu ca rét. Nhitng cum té bao phoi dugc chon loc
sau khi loc qua ludi dé loai bo nhitng cum té bao to va dugc ly tdm trong dung dich
Ficoll va duoc cdy chuyén sang moi truong khong c6 auxin va co zeatin (10-7M).
Phét sinh phoi
dong nhat xay ra tir nhitng cum té bao c6 tan suat khoang 90% phat sinh phoi. Hé
thong nay cho thay thich hop dé nghién ciru tién trinh phat sinh phdi tir nhitng cum té
bao c6 kha ning phét sinh phoi, duoc goi 1a nhitng cum té bao giai doan 1. Tuy nhién
tir nhitng cum té bao nay c6 thé biét hod tao phdi trong mdi trudng c6 auxin va khong
c6 chat nao khac, phat sinh phoi c6 thé ghi nhan dugc théng qua xac dinh nhimg cum
té bao c6 kha niang phat sinh phoi ¢ giai doan 1. Nhu vay tién trinh hinh thanh nhiing
cum té bao giai doan 1 tir nhiing té bao don rat quan trong dé phan tich tién trinh phat
sinh phoi. Mot hé thong duoc yéu cau 13 co tan sudt phat sinh phdi cao tir nhing té
bao don.

Nhirng té bao don c¢6 kich thude nho, tron va té bao chat dam dic duoc goi la
nhiing té bao giai doan 0, thu nhan dugc qua lgc, rdy. Nhiing té bao giai doan 0 duogc
nudi cay trén méi trudng c6 2,4 D (5.10-8M) trong 6 ngay va duoc chuyén sang moi
truong khong cé auxin, té bao phoi hinh thanh véi tan suat cao. Xir li té bao trudc véi
auxin cho thiy 1a can thiét va zeatin (10-6M), Manitol (10-3 M) va 02 cao (40%) c6
tac dung thic day phat sinh phoi. Hé thong nay 13 mot hé thong c6 hiéu qua cho phép

nghién ctru tién trinh phat sinh phdi soma tir nhitng té bao don. Nhimng té bao giai



doan 0 dugc nudi cay trén moi truong khong c6 auxin cho thay mat kha nang thé hi¢n
tinh toan thé, trong khi ngugc lai; nhiing t€ bao giai doan 0 dugc nudi cay trén moi
truong c6 auxin dugc cay chuyén sang moi truong khong cd auxin va biét hoa hinh

thanh phoi véi tan suat cao, thé hién dugc tinh toan thé.

2.2. Tinh bét hop ciia giao ti trwéc va sau khi thu tinh

2.2.1. Tinh bét hop ciia giao tir trwéc khi thu tinh

- Thu phan (pollination): La su tiép nhdn cac hat phin tir bao phin t&i num
nhuy dé thuc hién thy tinh ¢ hoa. O thuc vat hat kin ¢6 hai phwong thirc thu phan 1a
thu phén chéo va tu thu phén.

- Thu tinh (fertilization): O thuc vat, thy tinh 1a sy két hop cua hai giao tir duc va
cai (tinh trung va noan) thanh hop tr (phoi, bao tir hoac hat) 1a dic trung co ban cua
sinh san hiru tinh, sinh san ludng tinh. O thuc vat hat kin ¢6 phuong thure thu tinh kép.

Trong tu nhién qué trinh thu phan cua thyc vat thudng xay ra theo trinh ty sau:
hat phan chin roi 1én nam nhuy, ndy mam va tao ra éng phan. Ong phin xuyén doc
theo nhuy va tiép cn toi nodn. Lac ndy hai tinh tir don boi (1n) cua hat phan vao t6i
nodn va thuc hién qua trinh thu tinh kép: Mot tinh tir két hop véi té bao nodn don boi
tao thanh hop tir nhi boi (2n) sau phét trién thanh phdi, tinh tir con lai két hop voi té
bao ndi nhii nhi boi tao ra hgp bao ndi nhii tam boi (3n) dé nudi phoi.

Néu mét hat phan la (khac loai) roi 1én nam nhuy thi l4p tirc nhuy sé& tao ra mot
chat {rc ché sy phat trién ctia 6ng phan hodc 1am bién dang dng phan ngin can su thy
tinh. D6 chinh 1a tinh bat hop giao tir trude khi thy tinh.

2.2.2. Tinh bét hop giao tir sau khi thu tinh

Trong mdt s6 trudng hop khac, khi hat phan ctia loi la roi 1én nim nhuy, 6ng
phan van moc binh thuong va qua trinh thy tinh xdy ra, nhung hat khong phét trién
dugc. Nguyén nhan chu yéu 13 giita ndi nhii va phoi da hinh thanh mét co ché trc ché
su phat trién ciia phoi. Pay 1a trudng hop hay gap khi tién hanh lai xa (lai khac loai va
khac chi).

2.3. Thu phén in vitro

Tinh bat hop cua giao tir ¢6 thé khic phuc bang k§ thuat thu phan trong dng
nghiém. Piéu kién co ban 1a phai nudi cay thanh cong bau qua hay noan phan lap va
chu dong diéu khién qua trinh ndy mam ctia hat phan trong méi truong nudi cy vo
trung.

Thy phan va thu tinh ¢ di€u kién in vitro tao ra co hdi san xuat cac phoi lai gitra



cac loai thuc vat khong thé lai bang cic phuong phap giy gidng cdy trong truyén
thong.
Trong ty nhién, lai khac chi (intergeneric) va lai khac loai (interspecific) rat khé thanh
cong do c6 cac hang rao gy trd ngai cho sy sinh trudng ciia 6ng phan trén nim nhuy
hodc voi nhyy. Trong nhiing truong hop nhu thé ca voi nhuy hodc mot phan cia no 6
thé duoc tach ra va hat phén hodc duge dit trén bé mat vét cit bau qua hodc chuyén
qua 15 trén thanh voi nhuy dén bau qua. K¥ thuat nay dugc goi 1a thu phan bén trong
bau (intraovarian pollination) va duoc ing dung thanh cong & nhiéu loai nhu Papaver
somniferum, Eschscholtzia californica, Argemone mexicana va A. ochroleuca. Mot
huéng khac nham vugt qua cic hang rao dé dng phan sinh trudng 1a thy phan tryc tiép
cac noan in vitro (in vitro ovular pollination) hodc cac noan dugc tach cung gia noan
(placenta) goi 1a thu phan gia noan in vitro (in vitro placental pollination). Thu phan
gia nodn ciing da duoc tng dung thanh cong dé vuot qua tinh tu bat hop (self-in
compatibility) & Petunia axillaris. Cac k¥ thuat khac duoc phat trién nham loai bé céac
hang rao cua giai doan tién hop tir dé thu tinh, bao gdm: thy phan ny (bud pollination),
thu phan gdc (stub pollination), xir 1y nhiét voi nhuy, chiéu xa va thy phan t6 hop.

Phat trién hat thong qua thu phén in vitro cac nodn tran dugc mo ta nhu 1a “thu
tinh trong dng nghiém” (test-tube fertilisation), trong khi qué trinh tao hat nho thu
phan nim nhuy cta nhuy hoa hoan chinh nuéi cdy in vitro dugc xem nhu 13 “thy phén
in vitro” (in vitro pollination). O hai qué trinh ndy, sy thy tinh cta tring xuat hién bén
trong nodn boi cac giao tir dwoc phan phdi nho dng phan. Nguogce lai, hién tuong “thy
tinh trong 6ng nghiém” & cac hé théng dong vat doi hoi sy dung hop in vitro clia cac
trung tach ro1 nho cac tinh tir boi tu do (free floating sperms) con goi 1a giao tur duc.
Thuec té, cac giao tir duc ¢ thuc vat khong boi tu do ma duoc phan phdi nhd dng phan.
Thuat ngit chung “thu phén in vitro” dugc dung cho thy phin noin (ovular
pollination-gan hat phan vao cic nodn tach roi), thu phdn bau qua (ovarian
pollination-gan hat phdn vao cic bau tach rodi), thu phin gid nodn (placental
pollination-gan hat phan vao cac noan dinh trén gid nodn) va thy phin nim nhuy
(stigmatic pollination-gan hat phin vao num nhuy) duéi cac diéu kién in vitro.

Thu phan trong dng nghiém nghia 1a thuc hién qué trinh tao hop tr khong phu
thudc vao co thé me. Cong viée ndy bao gém cac budc sau:

- Kich thich hat phan nay mam.

- Kich thich sinh trudong dng phan.

- Nuoi noan va thu tinh noan.

- Nuéi hop tir thanh hat.

Mot thoi gian dai phuwong phép thu phén in vitro chi thanh cong & mot sé ddi



tuong thudc ho thude phién (Papaveraceae), ho cAm chudng (Caryophyllaceae) va ho
ca (Solanaceae). O cac ho nay do bau qua chira nhiéu noan nén tuong dbi dé nuoi cay.

O ho Hoa thao (Poaceae) bau qua chi c6 mot noan rat kho nudi cdy, dong thoi hat
phan ciing kho kich thich nay mam. Tuy nhién, sau gan mudi ndm tap trung nghién
ctru ngudi ta cling d thu dugc mot sé két qua trén cac ddi tugng hoa thao; Sladkas va
Havel (1976) budc dau nghién ctru trén cdy ngd (Zea mays); Nitzsche va Hennig
(1976) nudi thanh cong bau quéa ctia Lobium thu phan véi Festuca; Glunewald (1976)
thu phén invitro thanh cong noan dai mach bﬁng hat phén cua mach den (Hordeum) va
[Ga mi (Triticum).

2.3.1. Phwong phdp thu phin in vitro

2.3.1.1. Nguyén li¢u

Anther—

micropyle
intugements
synergids
EGG

polar nuclel

ovule
ovary -

antipodals

funiculus

— Receptascly

Hinh 2.1. C4u tao cta hoa, bau qua va phoi
Céc bau qua (ovaries) c6 nhiéu nodn (ovules) 12 nguyén liéu thuc nghiém tét nhat. O
cac loai thudc ho Solanaceae (Nicotiana tabcum, N. alata, N. rustica, Petunia hybrida),
ho Papaveraceae (Papaver somniferum, Eschscholtzia californica, Argemone
mexicana) va ho Caryophyllaceae (Melandrium album, M. rubrum, Agrostemma
githago, Dianthus caryophyllus), gid noan dugc bao phu boi hang tram noan. Do ¢6
mdt sd lugng 16n nodn khong bi ton thuong khi phan 1ap gia noan, nén di gop phan
vao thanh cong trong thu phan in vitro ctia ching va sy phat trién co ban cua hat. Mot
nguyén liéu khong thé thay thé khac 13 hat phan (pollen), can phéi tao ra su sinh
truong tot cia 6ng phan trong nudi cdy, su ndy mam cta hat phan in vitro c6 thé gip
kho khin & mét sé ho nhung c6 thé khic phuc bang cich ngdm nodn (vi dy: Brassica
oleracea) mot ngay trude khi thu phan trong CaCl2 1% 1a nhan t6 thich hop cho sinh
truong ctia 6ng phan.
Mot sb van dé quan trong khong thé bo qua trong thu phan trong 6ng nghiém la:

tudi bao phan, cach giai phau bao phan, sy ndy mam cua Ong phan trong noan, kha



ning sdng sot ctia nodn va sy thy tinh bén trong tai phdi. Sy xAm nhap hoan toan cia
6ng phan vao 16 nodn ¢ thé quan sat dugc bang kinh hién vi.
2.3.1.2. Khur trung nguyén li¢u

Céc nu hoa chi str dung cho nudi cay trudc khi bao phan & giai doan nirt ra. Cac
nhuy hoa (pistils) sau khi loai bo dai va trang hoa, hodc cac bau qua riéng ré, duoc
khir tring so bo bang cach rira nhanh véi EtOH 70%, khir tring bé mit bang cac tac
nhan thich hop, va cudi ciing rira sach bang nudc cat vo trung. Bau qua sau d6 duoc
boc vo can than bang dao md, forcep, hodc kim dé 16 phan nodn gin vao gia noan. Gia
nodn hoan toan, hoic mot phan cua ndé c¢6 mang nodn, dugce dung trong thy phin gia
nodn. Dé thuc hién thu phén nim nhyy in vitro, cac nhuy dugc tach ro1 va khir trung

can than bé mit bang dung dich khir tring va sau d6 thim khé nam nhuy.

(\ Antherenkultur Getreide ]
73] KON
e VARevortehandung
== —» .41 e—— m s
Krewungs vL8- 10 ;
som [ Bilte ot
3 Aiheren
Soonderpfine
adum )9 -8

——— e,
.
(\q_'_/ iyt s
| |

| 145 Lum

|
e L =
‘_I b\ \ /‘ :_ 3 W u. 'Crso‘-

- 4 -—

Lok Fonbehandung

der hagiosden Plangen

Jopeehagione, fedie hagiooe PL W Katuy Embrysid
Plarce s pontan dogpehap Plance Regeraraton

Hinh 2.2. Qui trinh nudi cdy bao phan cdy lia

Phén 1ap hat phan ¢ diéu kién vo tring, bao phan duogc loai bo khéi nu hoa hoic cac
hoa da mé dugc giit trong cac dia petri co gidy loc vo triung cho t&i khi nirt ra, cac hat
phén sau do dugc dat trong cac noan nudi céy, gia noan hoac num nhuy tuy thude vao
ban chat thi nghiém. Noéi chung, hat phén duoc dat truc tiép 1én bo phan nhuy nudi céy
t6t hon khi dan trai trén méi truong chung quanh noan.
2.3.1.3. Nuédi cdy nodn va bau qua

- Noan. Sinh truéng ctia dng phan gan trén nodn tran (bare ovules) thuong bi trc

ché bdi sy c6 mat cua nude trén bé mat cia noan. Mang nudce nay phai dugce lam kho



bang gidy loc va sau do, nodn kho rdo duoc phi bang hat phan. Cac hat phét trién tir
cac nodn c6 phoi hinh ciu hoic phoi gia c6 thé dé dang phan biét, mot sé két qua da
dat dugc & Gynandrophat sinhis gynandra, Impatiens balsamina, Nicotiana tabacum
va Allium cepa. Tuy nhién, cac noan sau khi thu phan in vitro mang hop tir don bao
(single-celled zygote) can cac diéu kién sinh truong phirc tap hon. K¥ thuat cho céac
nodn tu thu phan hodc thu phin chéo 13 gidng nhau. Trong sy phét trién & cac giai
doan phat sinh phéi tiép theo thi noan ty thu phan thudng duoc giir trén gid noin cho
to1 khi tao thanh hat, trong khi nguoc lai noan thu phén chéo can gia noan chi tir 6-8
ngay nudi cdy dau tién. Sau d6, chung c6 thé dugc chuyén t6i méi trudng nudi khong
cd gia noan.

- Bau qua. K¥ thuét nudi ciy bau qua dugc phat trién bai Nitsch (1951), 6ng da

nuoi thanh cong bau qua tach tir cac hoa thu phan in vitro dé phat trién thanh qua chin
(Cucumis va Lycopersicum). Cac qua nay mang hat c6 thé nady mam dugc nhung
ching c6 kich thuéc nho hon cac qua phat trién ¢ diéu kién ty nhién. Cac tac gia khac
cling da nudi cdy thanh cong cic noan tach roi tir mot sd loai (Linaria macroccana,
Tropaeolum majus, Iberis amara, Hyoscyamus niger) trén méi truong chia mudi
khoang va sucrose.
B6 sung vitamin B vao moéi trudng gitp qua dat kich thudc binh thuong va cac hat c6
thé nay mam duoc. Cac méi trudng nudi cay ngay cang giau dinh dudng hon do bd
sung IAA hodc nudc dira, tham chi cho qua c6 kich thudce 16n hon cac qua hinh thanh
trong diéu kién in vivo (Anethum graveolens).

Thanh phan bao hoa nhu may hoa va 14 bac ¢6 vai trd quan trong trong sy phat
trién clia qua va phoi ¢ ciy mot 14 mam. Cac bau qua tach roi sém sau khi di thu phan
ctia Triticum aestivum va T. spelta chi phat trién trong qua trinh nu6i cay khi bao hoa
duoc duy tri nguyén ven. Néu thiéu nhén t6 ndy, sy tong hop DNA va kéo dai té bao
clia cac té bao phoi lia mach c6 thé xay ra nhung su phan chia té bao khong xuat hién.
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Hinh 2.3 Qui trinh nhan nhanh giéng cay rimg bang nudi cay phoi tir hat
2.3.2. Cdc nhan té anh hwéng sw hinh thanh hat sau khi thu phén in vitro
2.3.2.1. Trang thdi sinh Iy ciia mau vit

Trang thai sinh 1y ctia nhuy ¢ thoi diém tach roi nodn anh huéng dén sy hinh
thanh hat sau khi thy phén in vitro. B& mit noan hodc nim nhuy (trong thy phan nim
nhuy) 4m uét c6 thé anh huong x4u dén nay mam cia hat phan hodc phét trién cta
6ng phan va tiép theo d6 1a hinh thanh hat kém. Su nay mam cta hat phan trén nim
nhuy va su sinh truong cta dng phan doc theo voi nhuy c6 anh hudng dén sy tong hop
c4c protein, 13 cac nhan t6 d6i khi c6 thé trc ché hoan toan dng phan trong bau qua. Do
d6, can phai xac dinh by phan nao cua nhuy ton tai hang rao ngan can. Pé cai thién
kha ning thu phan in vitro, mirc do bt hop phai dugc giam xudng bang cach tach bo
phan tong hop cac protein e ché va thu phén tryc tiép phan con lai ciia nhuy dudi cac
diéu kién thi nghiém.

Thoi gian tdch noan khéi nhuy anh huong dén su hinh thanh hat sau khi thu phén
in vitro. Cac noan dugc tach ra sau khi nd hoa tir 1-2 ngay cho kha nang hinh thanh
hat cao hon khi tich nodn vao ngdy ra hoa. O ngd va bong, thu phan in vitro sau khi
xudt hién rau to tir 3-4 ngay cho két qua tao hat tot hon.

2.3.2.2. Moi truong nuoi ccfy



Maheshwari (1958) da nuéi cdy thanh cong noan trén méi truong dinh dudng
bao gdm mudi khoang theo Nitsch, vitamin theo White , va 5% sucrose. Nodn cia
Papaver rhoeas va P. somniferum dugc tich 6 ngdy sau khi thy phan (DAP- days after
pollination) va thu duoc hop tir hodc tién phoi co hai té bao (two-celled proembryo)
chtra mot vai nhan noi nhii (endosperm nuclei). Sinh trudng ctia phdi ¢ giai doan dau
thap hon nhung ngay sau d6 & giai doan hinh cau sinh truéng nhanh hon va dat kich
thude 0,93 mm so v6i 0,65 mm cia phdi in vivo. B6 sung kinetin va CH 1a can thiét
dé kich thich sinh truéng ban dau cta phoi. Mot sé nodn cua hoa lan (orchids) duoc
phan 1ap tir cdc bau qua da thu phdn sinh truong tt trén dung dich don gian co
sucrose 10%, nhung nodn cuia Zephyranthes (mang mot hop tor va mdt nhan ndi nhii
s0 cip) can bd sung nude dira hodc casamino acid vao moi trudong Nitsch. O Trifolium
repens, nodn (1-2 DAP) phat trién thanh hat truong thanh chi khi moi truong nudi ciy
duoc bod sung dich chiét cac loai qua non nhu dua chudt hoac dua héu.

Trong nudi ciy in vitro cac noan da duoc thu phan & hau hét cac loai thi moi
truong Nitsch c¢6 cai bién duge st dung rong rai. Tuy nhién, méi trudng Steward va
Hsu (S-H) thich hop hon cho nudi cay cac thé lai ciing loai hodc khac loai sau khi thu
tinh c&c nodn non . Mdi truong nudi cdy chira IAA 10 pg/L hodc kinetin 0,1 pg/L lam
tang s6 lugng hat duoc tao thanh tir noan. Nong do cao hon cua kinetin thuong gay tc
ché.

Ngudn nitrogen (hdn hgp cac amino acid hoan chinh) khong anh hudng dén tan sé thu
tinh cta cac bau qua cua ngd dugc thy phan in vitro, nhung can thiét cho sy sinh
truong va phat trién tbi thich ciia hat .

Ap lyc ttham thau cta méi trudng cling anh hudng dén sy phat trién ciia nodn
tach roi, nodn chira cdc phdi hinh ciu phat trién thanh hat truong thanh trén moi
truong chira sucrose tir 4-10%, nhung cac noan non da duogc thu tinh c6 mdt hop tir va
mot vai nhan ndi nhii, hodc cac nodn vira méi thu tinh can 6% va 8% sucrose.
2.3.2.3. Diéu kién nuéi cdy

No6i chung, nhiét d6 va 4nh sang c6 anh hudng dén qua trinh thu tinh trong 6ng
nghi¢m. Thong thudong budc mot cia qua trinh nay xay ra & nhi¢t do phong va khong
can sy chiéu sang dac bi¢t. Chi ¢ giai doan sau, nudi céy bau qua can duoc duy tri ¢
22-260C va cac diéu kién thich hop khac c6 loi cho phat sinh phéi. Sau khi thu phan
trong Ong nghiém mot vai ngay, mot sé nodn mo rong, va 6ng phan chui hoan toan
vao trong tdi phoi, ca phoi 14n nodi nhii déu phat trién. Hién twong nay c6 thé xac minh

bang cac thi nghiém té bao-phéi hoc (cytoembryology).



Bang 2.1. Mbi trudng Nitsch-sir dung phd bién trong nuéi cdy cac noan thu phan

in vitro
Thanh phin Nong do Thanh phin Néng da
mgL) mgT)

CaNO; 500 FeC,0.H,5H,0 10
KNO, 125 Glycine 75
KH,PO, 125 Ca-phntothenate 023
MgS0, 7TH,0 125 Pyridoxine HCI 025
CuS0,5H,0 0,025 Thiamine HC1 025
Na,MoO, 0,025 Niacin 125
ZnS0,TH,0 0.3 Sucrose 50000
MnSO,4H,0 3 Agar 7000
H,BO; 03

2.3.2.4. Kiéu gen

Phan tmg cta bau qua in vitro trong mdi lién quan v6i su hinh thanh hat tuy
thudc vao ting loai. Hat phan cua cac loai ho cai kho nay mam trong nudi cay va
ngudi ta phai cai tién ky thuat nudi cdy cho phu hop bang cach nhung nodn cia
Brassica oleracea trong dung dich CaCI2 1%, sau d6 gieo ching trén mét 16p gelatin
10% mong (10 pm) roi thu phan véi hat phan. Lép gelatin mong dugce bao quan trong
dia petri c6 phu gidy loc gan vao nap hop. Sau 24 gid nudi, nodn duoc thu tinh va
chuyén 1én mai truong Nitsch ¢6 agar cho t&i khi tao hat.
2.3.3. Ung dung ciia thu phén in vitro

Puoc ung dung it nhat ¢ 3 linh vuc: vuot qua su tu bat hop (self-in
compability), vuot qua sy bat hop khi lai (cross-inudi cdyompability) cta cic giao tir
va san xuét thé don bdi thong qua trinh san (parthenogenesis).

Céc loai Petunia axillaris va P. hybrida 13 ty bat hop. Hat phan nay mam tét trén
nhuy duoc ty thu phdn nhung ton tai mdt hang rao ngin can & trong bau qua di can
tr& sy phat trién ciia 6ng phan, 1am cho 6ng phan khong thé thu tinh véi noan. Cac
hang rao trong cac taxon nay c6 thé dugc vuot qua bang sy thu phan in vitro va sy
hinh thanh hat xuat hién binh thuong. O loai P. axillaris tinh bat hop ciing c6 thé vuot
qua nho sy thu phan nu hoa in vivo (in vivo bud pollination).

Nubi cay thanh cong cac noan dugc thu phan in vitro da tang kha nang san xuat



cic thé lai. Lai cung loai (intraspecific), khac loai (interspecific), khac chi
(intergeneric) va khac ho (interfamilia) cling da duoc tién hanh thong qua sy thu phan
gia nodn va noan in vitro. Mot ing dung khac ciia thy phan in vitro 1a san xuét cac thé
don boi ciia Mimulus luteus cv. Tigrinus grandiflorus bang cach thu phan cac noan
tach toi ctia né voi Torenia fournieri. Thé don boi ctia M. luteus phat trién bang trinh
san. Sy phat trién bang trinh san nhu thé cia cac thé don boi trong nudi cay tir cac
noan duoc thu phén nhung khong thu tinh da dugc thong bao & cac loai Hordeum
vulgare, Nicotiana tabacum va Triticum aestivum.

2.4. Nhan gidng ciy trong qua nudi ciy phat sinh phéi
2.4.1. Cdc kiéu nuéi cdy phéi
2.4.1.1. Nudi cdy phéi non

Kiéu nudi cdy nay dugc dung chii yéu cho cac phdi non co6 ngudn goc tir cac
hat lai hodc hat non khong thé nay mam. Tach cac phoi nhu thé 1 rat khé khan va moi
truong nudi cdy ching rat phic tap. Co hoi thanh coéng cia loai nudi cdy nay phu
thudc rat 16n vao giai doan phat trién ctia phoi phén lap.
2.4.1.2. Nudi cdy phéi trieong thanh

Céac phoi truong thanh dugc tach ra tir cac hat chin va nudi ciy, chi yéu dé
tranh su @ ché trong hat d6i véi su nay mam. Kiéu nudi cdy nay tuong d6i dé dang vi
phoi chi can méi truong dinh dudng don gian chira mudi khoang, duong va agar dé
sinh trudng va phat trién.

Dé thu dugc phdi ¢ tudi dic biét, thi sy thu phdn nhan tao cac hoa 14 rat can thiét
va nguoi ta c6 kha ning xay dung mbi quan hé gitta cac giai doan sinh truong khéc
nhau cta sy phét trién phdi voi DAP.

2.4.2. Ky thudt nuéi cdy
2.4.2.1. Khir triing bé mt

Phoi cuia thue vat ¢ hat thudng phat trién bén trong noin duoc bao boc bai bau
qua. Von o ching d3 ton tai san mot mdi truong vo tring do d6 khir tring bé mat phoi
la khong can thiét trir khi vo hat bi ton thuong hodc xuit hién sy nhiém hé théng. Vi
thé cac hat trudng thanh, noan nguyén ven, hodc qua dugc khir trung bé mat va céc
phdi vd tring tach khoi cac md chung quanh. Khir tring bé mit dwoc tién hanh bang
cach ngam nguyén liéu vao trong dung dich khir trung thuong mai c¢6 hypochlorite
(Clorox 5-10%, sodium hoac calcium hypochlorite 0,45%) trong 5-10 phuat hoac EtOH
(70-75%) trong 5 phdat.
Nong d6 thap cua cac chat hoat dich (surfactant) nhu Tween 20, Tween 80, Teepol,

hoic Mannoxol dugc bd sung vao dung dich khtr tring 1am ting tinh thim cta mo.



Déi voi hat ngd, va cac phoi tach roi: ngdm trong EtOH 70% cong vé6i 5-10 phat khir
trung bang sodium hypochlorite 2,6%.
2.4.2.2. Phan lap phoi

Phén 1ap phoi phai thyc hién ¢ diéu kién v6 trung dudi laminar (laminar air
flow hood). Phéi truong thanh phéan 1ap twong ddi d& bang cach giai phau hat. Ngdm
hat c6 vé cung (Iris, Cyclamen) trong nudc tir mot vai gio' dén mot vai ngay trude khi
khir tring dé giai phau nd duoc dé dang hon. Phan 1ap cac phdi nho hon hodc phoi
non doi héi giai phéu phai dac biét can than néu ching dugc boc trong ndi nhil dang
long. Trong truong hop nhu thé cin md rdnh & dau 16 nodn cua nodn non va giy ap
luc gdy & dau dbi dién dé thu dugc phoi thong qua ranh nit.
2.4.2.3. Moi truong dinh duong

Nhu cau dinh dudng cua phdi trong qua trinh phat trién in vivo chia lam hai
pha: pha di dudng (heterotrophic phase)-pha sém, & pha nay phdi nhan chat dinh
dudng tir ndi nhil va pha tu dudng (autotrophic phase)-pha mudn, & pha nay phoi cod
kha ning tong hop cac chat can thiét cho sinh truéng cia ching. Giai doan phdi
chuyén tir trang thai di dudng sang trang thai ty dudng khac nhau ty loai.

Thanh phan méi truong cho sinh trudng cia phdi non hodc chua truong thanh
khéc véi phoi truong thanh. Monnier (1976), da xay dung phuong phap cho phép phat
trién hoan chinh phéi non & Caphét sinhella (giai doan hinh cau sém) cho dén khi nay
mam ma khong can chuyén chiing khéi vi tri nudi cdy dau tién trong dia petri. Theo
hudng nay, Khong va cs (1983) ciing thu dugc sy sinh trudng lién tuc cua cac phoi

chua truong thanh ¢ laa.

£%a pen
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Hinh 2.4. Phuong phap nudi cay phoi non cho dén khi nay mam ma khong can chuyén
ching khoi vi tri nudi cay dau tién trong dia petri.
a. Mubi khoang
Céc chat dinh dudng ctia méi truong MS, B5 va White ¢6 cai bién nhat dinh dugc



sit dung cho hau hét cc thi nghiém nudi cay phoi. Chang han, méi trudng nudi cy
phdi ctia Caphat sinhella c6 ndng do potassium cao hon (b6 sung 350 mg/L KCl) va
ndng do calcium (CaCl2) gap d6i, ndng d6 cuia NH4ANO3 va Fe-EDTA giam gan mot
nira, con ndng d6 cac mudi vi luong theo MS 1a gip doi.

b. Ngudn carbon

Sucrose 1a ngudn carbon chu yéu duoc sir dung dé cung cap ning lugng cho phoi
nudi cdy in vitro. Trong nudi cdy phdi ciia mot sé loai (vi du: ngd) c6 thé can bd sung
maltose, lactose, raffinose, hodc mannitol. Mot sb loai thuéc ho Rosaceae va cac loai
lai thudc chi Lilium bd sung glucose t6 ra ¢6 uu thé hon sucrose. Phoi ciia Heracleum
spondylum sinh truéng hiéu qua trén moi truong chira glucose, fructose, galactose,
mannose, hoic mannitol. Glucose ciing can thiét cho sinh truéng cia r& & phoi Ginkgo
truong thanh.

Glucose va sucrose ngodi vai trd dinh dudng, con c¢6 kha nang duy tri ap suét
tham thau ciia moi trudng (phai luu ¥ dén tudi phoi). Phoi truong thanh sinh truong
khé tot & nong d6 sucrose thap nhung cac phdi non hon thudong doi hoi nong do cia
carbonhydrate cao hon. Noi chung, cic nong do khic nhau cua sucrose ding trong
nudi ciy phoi phu thudc vao loai va kich thudc/tudi cua phoi.

c. Nguon nitrogen

Phoi c6 mot hé thong enzyme rat tot c6 thé bién doi nitrite thanh nitrate va sau d6
thanh amonium. Amonium nitrate ¢6 uu thé quan trong hon so voi KNO3, NaNO3 va
(NH4)2HPO4. Su c6 mit ciia ion NH4+ rat can thiét cho sinh truong va phan hoa cia
phoi.

Céc amino acid khac nhau va cac amide cua chiing da dugc thir nghi€ém cho nuéi
ciy phoi. Mot s6 tac gia cho rang asparagine ting kha ning sinh truong ciia phoi,
nhung nhiing tac gia khac lai thay glutamine 1a nguén nitrogen ¢ uu thé sinh truong
cho phéi ciia mot sd loai (vi du: Caphét sinhella bursa-pastoris, Arabidophét sinhis
thaliana, Reseda odorata) con asparagine lai irc ché manh sy sinh truéng cta ching.
Céc amino acid khéc c6 tac dung kich thich hodc trc ché.

Dich thity phan casein (CH), mot phirc hop amino acid, dugc st dung rong rii dé
bd sung vao cac mdi truong nudi cay phdi. Nong do CH tbi wu cho Hoderum vulgare
khoang 500 mg/L, trong khi phéi Datura tatula sinh truéng ¢ ndong d6 CH 50 mg/L.
Céc amino acid, CH va cac amide c6 thé dugc khir tring bang autoclave va cung véi
cac chat dinh dudng cua moi truong.

d. Dich chiét thuc vat tu nhién
Néu méi truong duge b sung thém nude dira khong khir tring bang autoclave,

cac phoi nay s€ tang chiéu dai nhung khong c¢6 dau hiéu ndy mam som. Nhiéu tac gia



goi ¥ rang sy c6 mat ctia “nhan té phoi” (embryo factor) trong ndi nhii dang long cua
nude dira co thé thay thé cho sy thiéu hut duong, amino acid, cdc hormone sinh
truong va cac chat khac trong moi trudng nudi cdy. Nude dira c6 hiéu qua kich thich
sinh truong ctia phoi non tach roi ciia mia dudng, lta mach, ca chua, ca rdt va cac loai
duong xi.

Céc dich chiét ty nhién tir cdc phan ctia md & céac loai thuc vat c6 thé kich thich
sinh truong phoi va e ché nay mam som cta phoi laa mach chua truong thanh bang
cach bo sung vao mdi truong nudi cay dich chiét chudi, dich chiét qua cha 1a, dich
thity phan IGa mi-gluten va dich chiét ca chua. Céac dich chiét nay cé hiéu qua twong tur
nudc dua.

Dich chiét ciia Datura va Sechium ciing c6 hiéu qua nhu nudc dira, nhung dich chiét
tir hat Lupinus lai ¢6 hiéu qua gap doi.

Nguoi ta di cd ging thay thé cac “nhéan t6 phdi” clia nude dira bang cac hoa chat
x4c dinh. Dé kich thich su sinh trudng cua tién phoi lua mach, nudc dira co thé duoc
thay thé bang madi truong White giau phosphate bo sung thém hai amino acid chinh 1a
glutamine va alanine va nim amino acid khac c6 vai trd nhu 1a ngudn cung cip
nitrogen, & pH 4,5. Ty 1é song st ctia phoi tang 1én khi nong do ciia KCI, KNO3 va
cac thanh phéan hitu co nhat dinh tang 1én tir 5-10 lan.

e. Cac chat diéu khién sinh truong

Auxin va cytokinin khong duogc st dung nhiéu trong nudi cay phoi do chiing cam
g tao callus. O nong do rat thap (0,01 mg/L) GA kich thich phat sinh phoi ctia phoi
non laa mach ma khong can cam tng ndy mam sém, va kich thich sinh truéng & céc
phdi tach roi dang hinh tim cua Phaseolus. Ciing c6 mot s6 két qua cho rang ABA ¢6
hi€u qua tuong ty trén phdi lua mach va Phaseolus.

f. pH moi truong

Céc phoi tach roi sinh trudng tot trén moi trudng c6 pH 5,0-7,5. Pay 1a pham vi
pH cua dich nodn (6,0). No6i chung pH méi truong duge didu chinh 0,5 don vi cao hon
gia tri pH mong mudn dé bu dap cho su thay d6i khong thé diéu chinh trong qua trinh
khtr trung.

g. biéu kién nudi cay

N6i chung nhiét d6 25 + 20C thich hop cho sinh truéng va nay mam cuia phoi.
Mot doi khi nhiét do t6i wu cho nudi cdy phéi c6 thé khac nhau giita cac genotype
trong cung mot loai. Céc loai Zamia, Phaseolus, bong thich hop vdi nhiét do Am (27-
300C), trong khi nhiét d6 nudi cdy phdi ctia cac loai lai & Brassica, ltia, lta mach thich
hop tu 17-220C.

Trude day, nhiéu tic gia cho rang anh sang khong anh hudng nhiéu dén sinh



trudng ctia phoi in vitro, nhung nhitng nghién ciru gan day khi nudi cdy phodi chua
truong thanh cua lta mach, lanh, loai lai Aegilopst x Hordeum, va cac ca thé lai khac
loai ctia Allium lai tién hanh trong tbi truéc khi chuyén ching sang diéu kién sang dé
nay mam.
Céc phdi so cAp dang hinh tim cta cac loai Ilex man cam voi anh sang. Céc phoi thir
cap rat khé sinh truong di hoat dong khi chung dugc tach roi va nudi ¢ diéu kién
chiéu sang 4.000 lux hodc hon trong 4 gid chiéu sang trong sudt 4 ngay nudi dau tién.
Nhiéu tac gia cho rang nudi trong toi ¢ giai doan ban dau (bdn ngay) 1a rat can thiét
theo d6 chiing c6 thé sinh trudng t6i giai doan trudong thanh tham chi duéi diéu kién
chiéu sang lién tuc.
2.4.3. Mét s6 kho khan trong nuéi cdy phoi
2.4.3.1. Moi truong dinh duwong
Cac méi truong dinh dudng dang sir dung hién nay thuong co ap suat tham

thau thap hon dich nodn dugc nudi ciy trén méi truong do. Rat cd thé moi truong
khong hoan toan thich hop. Vi vay, nguoi ta da tim cach sit dung dich chiét xuét tir
nodi nhii dé dua ra mot cong thire méi trudng thich hop hon, chang han:

- Moi truong dinh dudng.

- NOi nhii khoé.

- Phéi lai.

Noi nhil khoe c6 thé cung cap cho phoi lai nhitng chét can thiét. Cay cho noi nhii
c6 thé 1a nhitng loai khac nhau cua ciing mét chi.
2.4.3.2. Phat sinh callus

Khi nudi phéi non cuia to hop lai: Hordedum vulgare x Secale cerale, nguoi ta

da thdy phoi phat trién thanh khdi callus. Diéu nay chi c6 thé giai thich dugc rang moi
tuong tac gitta phoi va moi truong dinh dudng khong binh thuong nhu gitra phoi va
ndi nhil. Du sau d6 co thé tai sinh dugc cdy hoan chinh tir khdi callus thi cay tai sinh
cling s& mang nhiéu thay doi vi callus thuong khong on dinh vé mat di truyén .

Ternovsky va cs (1976) dat duoc mot két qua 1y thu 1a thu duoc cay thude 14 co
tinh chéng chiu méi khi nudi phéi tir hat lai khéng nay mam.

2.5. Nudi cdy té bao phdi tAm (nucellar)

Rangaswamy (1959) 1a ngudi dau tién cong bd nudi cdy mo phoi tim- nucellar
& Citrus. Khi nudi cdy trén méi trudng bd sung casein, té bao nucellar C. microcarpa
d3 tao mo seo, phan hod manh thanh “pseudobulbils” (dang gia cii) va tir d6 phat trién
thanh cay (Rangaswamy, 1959). Randhawa va cong su (1960) ciing tao phoi thanh
cong ¢ cay ¢c6 mui don phdi C. grandis, C. limon va C. reticulata X C. sinensis. Khong



gidng nhu C. microcarpa va C. reticulata, nhiing cdy con c¢6 ngudn goc nucellar di
hinh thanh phdi mét cach truc tiép. Bitter va cong su (1963) dd mé rong nhitng nghién
clru nay sang cac cay co mui khong hat, cac cay don phodi va da phoi nhu C. temple,
C. reticulata, C. limon (chanh Meyer), C. maxima, C. sinensis (Robertson navel), C.
latipes va C. latifolia (chanh khong hat).
2.5.1. Sw phdt trién ciia phoi nucellar
O mot sd giéng Citrus, ngoai phoi hitu tinh con ¢ cac phdi khong sinh ra tir té
bao tai phoi ma tir nhitng té bao soma ctia phoi tim (nucellus) 1a 16p té bao bao quanh
t0i phoi clia hat non. Sau khi té bao trimg nam trong ti phoi duoc thy tinh va phan
chia 1an thtr nhat, & phoi tim c6 mot s6 t& bao 16n v6i nhan to va nguyén sinh chat
dam dac. Mot sb té bao nay bat dau phan chia, tao khdi nhé r6i dan dan hinh thanh
phdi vo tinh. Phoi vo tinh phat trién song song véi phoi hiru tinh va con dugc goi la
phdéi nucellar (Toxopeus, 1930).
Phoi nucellar phat trién bang phan bao nguyén phan binh thuong cua té bao nucellus,
khong c6 su tham gia cia té bao sinh duc va khong xdy ra phan bao giam nhiém nhu
té bao me. Vi vay, nhitng cAy con phat trién tir phoi nucellar thudng giong hét véi cay
me vé cdu tric di truyén. Sy sinh san vo tinh ndy c6 y nghia quan trong d6i véi tién
hoa, chon va tao giéng cdy c6 mui.
2.5.2. Nudi cdy té bao nucellar va sw hinh thanh phéi tiv nucellar trong diéu kién in
vitro
Céc budc chuan bi nudi ciy mo té bao phdi tam - nucellar in vitro nhu sau:

1. Bao kin nu hoa vao ngay hoa né dé tranh su pha tap di truyén ctia miu cay.
2. Khir duc va thy phan véi phan ciia cam ba 14 (P. trifoliata). Ly do ciia viéc thu

phén c¢6 kiém soat nay la tao ra sy danh dau khac biét dé nhan biét sau nay. Vi

tat ca cdy con tir hop tir (phoi hitu tinh) s& mang 14 ba thuy giéng cay me, khac

v6i nhiing cay c6 ngudn gdc nucellar.
3. Thu hat tir qua non & nhiing thoi diém khac nhau (tuan) dé xac dinh giai doan

thich hop nhat cho nuéi cdy. Viéc lua chon thoi gian thu mau thay doi tuy

theo timg gidng.
4. Sau khi xac dinh thoi diém t6i wu nhét, hai nhitg qua dang phat trién, rira sach,

khir tring bé mit bang hypoclorit canxi trong 10-15 phit, rira lai bang nudc

cat vo trung ba lan.
5. Cat d6i qua trong diéu kién vo trung. Tach hat non, bo vé lua, léy phén con lai

cua hat dem nuo1 céy hodc cét hat non theo chiéu doc va quan sat dudi kinh

hién vi soi ndi. Loai bé phoi hop tir va ndi nhii. Gap nucellus va dit vao moi

truong nudi cay.



6. Mbi truong nudi ciy té bao nucellar 1a moi truong co ban MS bd sung thém
auxin, cytokinin va cac phu gia khac nhu casein hydrolysate hay dich chiét
malt néu can, tuy thudc vao loai dugc nudi cay (Bang 16).

7. Mau cdy dugc gitr trong diéu kién nhiét do 25 C, do am 50-60% va ché do anh

sang 16h sang/ 8h tdi trong anh sang khuéch tan (1000 - 1500 lux).

8. Khi mo seo hinh thanh, cdy chuyén sang méi trudng (Murashige va Tucker,
1969). Thoi gian gitta cac 1an cy chuyén 13 3- 4 tuan/ lan.

9. Cac chdi hinh thanh s& duoc cay chuyén sang méi truong chira axit gibberellic
(1- 5 mg/l).

10. Bé kich thich sy hinh thanh ré, c6 thé nudi choi trong méi trudng 16ng thong
qua cau gidy loc.

11. Cay chuyén ciy con c6 r& phat trién tot ra bau (chau) véi hdn hop dat vo tring

va che tai nhya dé giir am.

12. Tuy thudc vao su phat trién clia cdy, cdy chuyén cdy con ra nha kinh va dam

bao do am cao trong 4 - 7 ngady va dan dan bé tii nhya gitr m ra.

2.6. Chon tao gidng sach bénh tir phéi vo tinh (trwong hop ciy in qua cé mui
Citrus)
2.6.1.Hién twong da phéi va itng dung trong chon tao giong sach bénh

Pa phoi 14 hién twong co tir hai phdi trd 1én trong mot hat, & Citrus c6 hai kiéu
da phoi:
- Nhiéu phéi vo tinh hinh thanh tir 16p té bao nucellar ctia noan ciy me;
- Hai hodc nhiéu phoi hiru tinh hinh thanh do sy phan chia mot trirng da thu tinh
(hién tuong da phoi cung trimg) hodc do ¢ nhiéu trimg cing duge thy tinh trong mot
noan (da phoi khac trung).
2.6.2.Phéi v6 tinh

Phoi vo tinh 13 phdi duoc hinh thanh tir té bao soma cta nucellar (khong co su
tham gia cua gidm phan va thu tinh gifra cac giao tu duc, cai). Do vay, cay tur phoi vo
tinh giéng hét v6i cdy me vé cdu trac di truyén va céc tinh trang sinh hoc khac (trir
truong hop c6 bién di té bao soma). Phoi vo tinh con goi 12 phdi soma (somatic
embryo), hay phdi sinh dudng (vegetative embryo), ¢ cdy c¢6 mui con goi l1a phodi
nucellar hay phoi tam.



Hinh 2.5 Hinh dang hat phan ctia mot sd loai cay trong.

Hon 200 loai cay trong dd duoc nhan gidng bang phdi vo tinh (Nishimura cs, 1993).
Phoi vé tinh dugc tai sinh tir cac t& bao mé seo phoi hod in vitro. Phdi v tinh sau khi
1am kho c6 thé bao quan 1au dai va cho ndy mam vao thoi vu thich hop. Hat nhan tao

c6 thé hinh thanh tir phoi vo tinh va gieo bang may gieo hat. Nhan gidng mot s6 ciy 14
nhon nhu thong tir hat nhan tao da dat quy mo cong nghiép (Attree and Fowke, 1993).

Nhan giong bang phoi vo tinh c6 cac vu diém chinh sau:

- Hé s6 nhan giéng cao. Cac md va té bao sinh dudng nudi cdy in vitro co thé tao ra
phdi vo tinh mot cach truc tiép hodc thong qua giai doan trung gian 13 mé seo. Té bao
md seo c6 thé phan chia theo cip sé nhan va khi phin hod thanh phdi v6 tinh sé tao ra
s6 lugng phdi vo tinh khong 10 trong thdi gian ngan. Vi du, & ca phé nguoi ta c6 thé
tao dugc 600.000 phoi vo tinh tir 1 gram sinh khéi ban dau trong vai thang véi ty 18 tai
sinh cay tir phoi vo tinh dat 47% (Ducos cs, 1993).

- Phoi vo tinh chra mot lugng chét dinh dudng twong tuw v6i ndi nhii cua phdi hitu
tinh, ¢c6 mam chop ré va choéi dinh, do vdy co thé ndy mam truc tiép thanh cay
(Ammirrato, 1983).

- Kha ning cong nghiép hoa va ty dong hoa qua trinh nhan gidng quy mé 16n, dic biét
la nhan gidng bang bioreactor (Takayama and Akita , 1994).

Céc yéu to di truyén, dic tinh ciia mo nudi ciy, thanh phan méi trudng va cac yéu

t6 hod 1y khac nhau cé tac dong manh mé 1én qué trinh phan hoa té bao thanh phoi vo



tinh. Thidiazuron 1a mdt chét c6 hoat tinh cuc manh ddi véi tao phoi vo tinh & mot )
cay trong, dic biét 1a cay 1am nghiép va cdy an qua (Huetteman va Preece, 1993), ciy
ché (Sandal cs., 2001). K¥ thuat tao phoi vo tinh da dugc ap dung thanh cong trong
nhan nhanh hang loat cdy tréng, vi du: nhan giéng xoan 4n P9 (Azadirach thaindica
A. Jus.) (Murthy and Saxena, 1998), thong (Garin cs.,1998), du du (Jordan and
Velozo, 1996; Castllo cs, 1998), loa kén (Tribulato ¢s.1997)...

2.6.3. Phoi hitu tinh

Phoi duogc tao ra do thy tinh gitra t& bao trimg va giao tir duc (do lai hoic tu
thu). Phoi hiru tinh c6 cac tén goi phodi sinh san (generative), phoi hop tur (zygotic) hay
phoi giao tir (gametic). Tén thong dung hién nay 1a phoi hop ti.

Hién twong da phéi & cdy c6 mai di dwgc nhiéu tac gia nghién ctu. S6 phéi
trung binh trén mot hat phu thudc chit ché vao giéng (genotype) va diéu kién nudi
cdy. Do vy, cac giéng cdy c6 muii duoc chia thanh giéng don phoi va giong da phoi.
Céc gidng da phoi cling rat khac nhau, & mot vai giéng hau hét hat ¢6 tir hai phoi tro
1én, nhung & da sé gidng chi c6 mot ty 1& nho hat 1a da phoi. Cac phoi trong cling mot
hat da phoi thuong c6 kich thudce va hinh dang 14 mam rat khac nhau. S6 luong phoi
trung binh trén mot hat thuong 16n hon nhiéu so véi sd cdy nay mam tir mot hat. Cay
thuong hinh thanh tir cac phoi 16n hon.

Nhiéu thi nghiém cho thdy phoi v tinh trong hat tuy khong hinh thanh do thu
tinh nhung su thu phan van c6 ¥ nghia kich thich hinh thanh phéi v6 tinh. Trong mot
s6 truong hop, & cac gidng bat ty hoa hop, c6 thy phan nhung do dng phan khong moc
dugc nén thu tinh khong xay ra. Két qua 1a vai hat 1ép duoc tao thanh. Cac hat 1ép nay
c6 thé duoc tao ra tir 16p té bao nucellar do sy kich thich ctia 6ng phan va do khong co
thu tinh nén nodi nhil hat khong phat trién dan dén 1ép (Nagai va Tanikawa, 1928).
Trong nudi ciy in vitro, cac phdi vo tinh ciia hat 1ép c6 thé dé dang tai sinh thanh cay.
Frost va Soost (1968) di tong hop nghién ctru vé hién tugng da phdi trén 53 giéng cay
c6 mui khac nhau va cho biét da phoi 1a hién twong pho bién & da sé gidng va loai cay
c6 mui, riéng ¢ 11 giéng thudc nhom budi pumelo khong thay hién twong da phoi.
Tinh da pho1 dugc xem nhu mdt dac diém phan bi¢t budi pummelo vé1 nhom budi
grapefruit. Trong nhém quyt C. reticulata, rat nhidu gidng bao gdm Ponkan,
Satsuma... ¢4 nhiéu phoi va ty 1& phoi vo tinh cao. Gidng quyt King (ngudn gdc chau 4
- mdt dang cam Sanh) cé ty 1& hat da phoi va ty 16 cay tir phdi vo tinh thap, gidng
Kunenbo tuwong ty gidng King (c6 ngudn goc tir Nhat Ban) lai c6 ty 18 da phéi cao
(Tanaka, 1954) hay giéng Kinnow va Kara (giéng King 14 b hodc me cta hai gidng
nay) lai c6 rat nhiéu phoi trong hat va ty 1& cAy moc tir phoi hitu tinh rat thap, tham chi

khong c6 phéi hitu tinh. Giéng Wilking va Kinubi cay (gidng King 13 bd hodc me cua



2 gidng nay) lai 1a gidng don phdi va khong c6 phoi vo tinh. Gibng Temple va
Clementine (1a 2 giéng lai khong rd b me) ciing 1a giéng don phoi va chi ¢6 phoi hiru
tinh. R4t nhidu gidng quyt 1a don phdi (monoembryonic). Trong nhém cam C.
sinensis, s phdi trong hat thudng trung binh hodc cao. S& phdi vo tinh thudng kha
cao & da sd cac gidng, khong co giébng don phodi & nhom nay. Cac gidng budi quy &
nude ta chii yéu thuoc nhém pummelo don phoi.
2.6.4.Sw twong tac giiva phoi voé tinh va phoi hitu tinh

Trong cling mot hat co thé c6 dén tir 1 dén 3, d6i khi 4 phdi tham chi 7 phéi,
nhung s6 phoi nay mam thanh cay con thuong thip. Trong qué trinh phat trién, phoi
vO tinh va phoi hitu tinh c6 thé canh tranh voi nhau. Pbi v6i nhicu giéng, mot hat
thudng nay mam thanh mot dén vai cay tir phoi vo tinh, trong khi d6 khong thiy phoi
hitu tinh tai sinh thanh cay. Phoi hitu tinh té ra yéu hon so v&i phoi vo tinh. Két qua 1a
tat ca cac cay moc tur hat déu 1a phoi vo tinh. Nguoc lai, nhiéu khi hat da phéi nhung
lai khong c6 phoi vo tinh. Khi tién hanh thi nghiém lai ba giéng don phdi Clementine,
Wilking va Siamese v&i phan hoa ciia giéng cam ba 14, trong d6 tinh trang 14 ba ché 1a
tinh trang troi, Ozsan va Cameron (1963) da nhan dugc nhiéu hat da phdi, nhung tat
ca cac phoi déu hitu tinh (mang tinh trang trdi ctia cam ba 14). Trong rat nhiéu truong
hop, hai hodc ba phéi trong cting mot hat déu 1a phéi hitu tinh.
2.6.5. Nhitng ddc tinh co bdn ciia cay tir phoi vé tinh
- Gidng cay me ban dau vé mit di truyén va cac dic tinh ndng hoc khac. Phoi vo
tinh bao ton moi dic tinh wu thé lai cta cay me néu me c6 vu thé lai cao.
- Khong mang theo cac bénh virus cht yéu ma cay me nhiém phai. Do vay, ciy tir
phéi vo tinh gﬁn nhu sach bénh hoan toan. Cho dén nay, rat it loai bénh virus lay
truyén qua hat, & cdy c6 mui chi thay c6 hai loai bénh virus, d6 13 blind pocket va chay
gém (concave gum) c6 kha ning truyén qua hat (Tucker, 1993). Trong thuc tién san
Xudt, tao cdy tir phoi v tinh van 1a mot phuong phap truyén théng co gi tri trong tao
gidng sach bénh ¢ cdy c6 mui.
2.6.6. Cic phwong phdp nhin biét cdy tiv phéi vé tinh
1. C6 su giébng hét nhau giita cdy con va cAy me ngay ca trong cac trudng hop sau:

+ Cay me la cay lai di hop tr

+ Cay me duoc thu phin chéo véi mot gidng cho phin khac

+ Cay me la giéng tam bo1, 1éch boi...
2. Khi so sanh cac cay con tir mot dong lai F1 (lai v&i bd me khac nhau), khong
thdy c6 su phan ly tinh trang hodc bién ddi di truyén rat it trong quan thé cay F2:
+ Khong thiy c6 dic tinh trdi & cdy con khi lai cAy me mang gen lin véi ciy b mang

gen trdi (gen chi thi). Vi dy, trong trudng hop bd 14 cam ba 14 mang gen troi 1a 14 c6



ba ché lai voi cac cady me khac nhau, con sinh ra khong co6 tinh trang 14 ba ché s€ 1a
cay tur phoi vo tinh.
+ C6 hién tugng hitu thu cao khong binh thuong & cac cay 1éch boi (aneuploid), cay
tam boi hodc ciy lai xa khac loai. Cac cAy nay thong thuong 13 bat duc, khong tao
duogc hat bang con dudng hitu tinh do cac giao tir duc va cai déu vo sinh.
3. Dé phan biét phoi vo tinh hodc cay tir phoi vo tinh, ngay nay ngudi ta sir dung
cac phuong phép sinh hod va sinh hoc phan tr khac nhau nhu phan tich isozyme, chi
thi phan tir (DNA-hybridization, DNA-fingerprinting...), dé thu duoc két qua nhanh,
nhay va chinh xac.
2.6.7. Nghién ciru hat nhdn tao

Murashige 1a nguoi dau tién dé xuat khai niém hat nhén tao tai Hoi thao quéc té
lan thir IV vé Nudi cdy mo va té bao nim 1978.
Hat nhan tao (artificial seed) la mdt khai ni¢ém kha rong. Hat nhan tao chu yéu duoc
tao ra tir phoi v tinh voi cau tric twong tu nhu phdi hiru tinh. Tuy nhién, hat nhan tao
c6 thé 1 chéi mam, choi dinh, d6t 14, ci siéu nho, protocorm (¢ phong lan) dugc boc
bang mang nhan tao v&i kha nang luu giit, bao quan va nay mam thanh cay hoan chinh
trong diéu kién thich hop (Ara cs., 2000; Brischia cs., 2002; Kosky cs., 2002). Mang
nhan tao dugc lam bang cic chat chiét ty nhién tir rong bién (agar, caragreenan,
alginate), cay trong, chat gom (chat dinh) cta hat hodc sinh khéi vi sinh nhu dextran,
gellan gum.
Dich long cua cac chét trén duoc 1am cung hoa khi tron hodc nhé giot vao dung moi
dién ly thich hop ciia sulphéat dong, chlorit canxi hodc amonium chlorit. B4 sung mot
sO chéat khoang, chat kich thich sinh truéng, cac chat diét ndim khuan... vao mé song
bén trong mang c6 thé mang lai két qua t6t (Wendy Shu,2001). Thém polyethylene
glycol (PEG), mét sd chét diéu hoa sinh truong GA3, zeatin vao mdi trudng nudi cay
da lam tang dang ké phan hoa phoi, s6 lugng va chat luong phdi hat nhan tao & mot sb
cay trong (Jones and Van Staden, 2001; Fiegert cs., 2000).
Cac budc co ban trong tao hat nhan tao tir phoi vo tinh:
- Tao mo6 seo phoi hod (somatic embryogenic callus)
- Nudi va nhan cum té bao dich 1ong (Suspension - huyén phu té bao) trong binh tam
giac hodc bioreactor
- Loc 14y cac cum té bao phoi hoa nho hay cum té bao tién phéi, c6 kich thudc dong
nhit bang ludi loc (Loc bo cac cum qua 16n hodc qua nhé bang cac mat ludi khac
nhau)
- Pua céc cum té bao vao moi trudng chin ctia phoi (Phoi phat trién, tich luy cac chat

dy trit va thuin thuc)



- Lam khé, boc bang mang nhan tao

- Bdo quan hat nhan tao

- Lam cho hat nhén tao nidy mam.

Nguoi ta thdy rang phoi vo tinh cling trai qua cac giai doan phat trién nhu phoi hiru
tinh: bat dau tir khdi té bao hinh cau, chuyén sang dang hinh tim, hinh thuy 16i (hinh
thudn dai c6 rinh), sau d6 xuat hién dang 14 mam, tich luy cac chat twong ty ndi nhi,
dat trong lugng kho khoang 1-2 mg/ phoi (Lai and McKersie, 1994). Ty 1¢ phoi nay
mam phu thudc vao mot sé yéu té nhu chat lwong phdi, ndng d6 sodium alginate;
ndng d6 chat khoang trong vo boc nhan tao, thuong 13 cac chat khoang véi thanh phan
va ham lugng hoat chat nhu & moi truong nudi cdy; thoi gian xu 1y hat trong dung
dich CaCl2... (Castillo cs., 1998).

Hinh 3. Hat nhan tao cay ca phé

Trong viéc san xuét cac hat nhan tao thong qua phoi vo tinh tir nudi cay dich long, thi
ndi phan tmg sinh hoc (bioreactor) 1a thiét bi khong thé thay thé duoc. Do phdi vo
tinh cling c6 thé ndy mam va phat trién thanh ciy hoan chinh, nén k¥ thuat hat nhan

tao da dugc nghién ctru va ing dung thanh cong ¢ nhiéu nudc.

C6 nhiéu loai polymer tu nhién da dugc thir nghiém dung cho céng nghé phoi vo tinh,
trong do alginate dugc coi 1a tdt nhat. Alginate 1a mdt polymer sinh hoc, duoc chiét tir



rong bién ma chii yéu 1 cac loai thudc chi Sargassum. Aliginate do cac phén tur
manuronic acid gin véi nhau tao thanh, giéng nhu cac phan tr glucose tao nén
cellulose. Pic diém quan trong nhét cua alginate 1a ching & dang hoa tan trong nuéc
khi két hop vo1 céac ion hoa tri mQt (monovalent) nhu: Na+, K+, NH4,... va lap tac
chuyén sang dang khong tan trong nudc khi két hop véi cac ion héa tri hai (divalent)
hodc da hoa tri (polyvalent) nhu: Ca2+, Mg2+, Al3+,... Néu nhé mot giot dung dich
sodium alginate vao dung dich CaCl2 thi sodium alginate & phan dién tich ngoai ctia
giot s& chuyén hoa ngay thanh calcium alginate va tao nén mot mang khong tham

nudc. Cac vién alginate dugc hinh thanh.
*Nghién ctru 40 bao hat nhén tao

Nhirng nghién ctru hat giéng nhan tao bit dau 1985, Drew (1979) tao hat c6 chtra phoi
bang nhiéu giot va tai sinh thanh cdy khi dua vao moéi trudng khong cé carbohydrate,
Kitto (1981) bao phoi hay timg cum té bao. Redenbang (1986) thanh cong khi dung
céc gia thé hoa tan trong nude nhu Ca-alginate hay Na-alginate dé tao hat.

Dung hé thong SEM hay tia X nghién ctru cau tao ciia hat ty nhién cho thay c6 3 10p:
16p nhu md gidu, 16p chiu 4p lyc va 16p nhu md mém. Ba 16p nay duoc cau tao boi K,
Ca ,S va Pl Nhiéu chét liéu d3 duoc nghién ctru dé co thé tao ra 16p vo hat tuong tu

nhu trong tu nhién.
* Bao hat va lam kho6 hat nhan tao

C6 nhiéu may co gidi co thé bao hat 10 hat/gidy, s& c6 nhiéu cai tién khi san xuét trén
qui md 16n. Hién tai ngudi ta nho hat bang tay. Na- alginate dugc 1am tan trong nudc
v6i nong do 2-4 %, dung pipet nho giot vao dung dich CaCl2 (2,5%) sé& sinh ra phan

g trao d6i ion Na-Ca.
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Hinh.2.6 Qui trinh bao hat bang Na- alginate

Sau d6 hat hinh thanh va dii d6 cing thich hop rdi chuyén qua ngam trong nudc lam
ctng hat va ngin chin phan tng. Dung Ca-alginate thi thudng hat ludn 4m wét bé mat,
hién nay nguoi ta dung 1 loai polymer Elavax 4360 dé bao clmg 16p alginate. Giai
doan ké tiép 1a 1am kho hat dé giip hat nhan tao dé dang ton trit va nay mam khi can
thiét. Nguoi ta dat hat cdy caroot trén khay cochta 25% polyoxyethylene dé 1am mat
nudc, khi lam wét lai thi hat dugc tai sinh va phat trién thanh cay hoan chinh.

* Ton trlr va ndy mam hat nhan tao

Chua phét hién dugc phuong phép hoan chinh nhat, thuong dugc ton trit trong lanh,
nhung véi thoi gian dai thi kha ning ndy mam giam dang ké. Co bao cao cho thiy ton

trit 6 thang trong parafilm thi hat nay mam vdi ti 1¢ cao.

Hinh 2.7 Nhén giéng cdy thong bang hat gidng nhan tao



Hat giéng cay ca rét, dugc lam kho va ton trit trong 40C, w= 67%, trong sudt thoi
gian hai thang ton trit hat khong nay mam, sau hai thang dua ra diéu kién binh thuong

hat nay mam gan 100%

Hau hét kha nang ndy mam cta hat déu thap do:

- Phéi duoc nudi cdy kéo dai trong dung dich 16ng, té bao mat kha ning tai sinh.
- Vat liéu dung dé tao v6 bao c6 kha ning trao ddi khi va cung cip dinh dudng.
* Heé thong cay chuyén hat nhan tao

Ngay nay hau hét cac hé thong tai sinh phoi déu yéu cau nhitng bude trung gian trude
khi tai sinh thanh cy hoan chinh va cdy chuyén ra rudng. Speigel (1984) phat trién
mot hé thdng nudi cay tai sinh Citrus doi hoi phai phai nudi cdy chuyén nhiéu lan tir
moi trudng Agar sang moi trudng 1ong. Sau khi dat chiéu cao thich hop s& cdy chuyén
vao trong 6ng nghiém va dugc dit trén 1 cau gidy dé tiép tuc phat trién trude khi
chuyén ra dat. Nhu vay phai mat 16-18 tuan dé tir phoi soma phat trién thanh ciy dat

yéu cau nudi cay trén vuon uom.
2.6.8. Cong nghé bioreactor va tao phéi hat nhén tao trong nhin giong cong nghiép

Cong nghé bioreactor di duoc ing dung trong san xuat té bao quy mo 1én dé
chiét rat dugc chat chong ung thu. Cac bioreactor quy mo trén 20.000 lit dd duoc sir
dung trong san xudt cong nghiép ¢ mot sd nudc (Robert and Shuler, 1997). Hai nha
khoa hoc Nhat Ban Takayama va Misawa 13 nhiing nguoi ddu tién cong bd viée sir
dung bioreactor vao nhan giéng thuc vat. K§ thut nhan gidng nay sau d6 da duogc ap
dung cho hang loat cdy trong nhu khoai tay, Lilium (loa kén), Gladiolus (lay on),
Anthurium (hong mon), Dioscorea (ci mai), Asparagus (ming tdy), ca phé va nhiéu
ciy khac trong bioreactor dung tich tir 1 dén 2.000 lit. Bioreactor c6 thé Gmg dung dé
nhan nhanh phéi vo tinh, chdi, cu, than ngém v.v.. (Takayama and Akita ,1994), vi du
nhan cii siéu nho khoai tay, nhan ci giong loa kén ¢ Nhat Ban (Akita and Takayama
1988), nhan giéng c6 ngot v4i cong suit khoang 200.000 chdi cay trong bioreactor
500 lit (Takayama and Akita ,1994). Bén canh d6, bioreactor di duogc str dung dé nhan
nhanh hoa lan hd diép Phalaenopshis thong qua cac thé cdu truc (protocorm- like
body) tao ra tir manh 14 (Young cs., 2000; Datta cs.,1999).
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Hinh 2.8 Mot s6 dang Biorector

C6 thé no6i nhan giébng bang phdi vo tinh, hat nhan tao két hop véi cong nghé
bioreactor c6 kha ning tao ra so lugng ciy gidng vo han tir mot cAy ban dau, dap Gng

san xuat thuong mai.
CAU HOI ON TAP
1. Trinh bay qué trinh phat sinh phdi soma

2. Néu cac giai phap thiét 1ap hé thong phat sinh phoi dong nhat va hiéu suat cao
3. Phan tich tinh bat hop clia giao tir trudc va sau khi thu tinh

4. Trinh bay phuong phap thu phén in vitro

5. Phan tich tac dong ctia cac nhan t6 anh hudng sy hinh thanh hat sau khi thy phan in
vitro

6. Trinh bay k¥ thuat nhan giéng cay trong qua nudi cdy phat sinh phoi

7. Phan tich cac khé khan trong nudi cdy phoi

8. Toém tat k¥ thuat nudi cay té bao phdi tim

9. Trinh bay cic phuong phap chinh tng dung trong chon tao gidng cay c6 mui sach
bénh tir phoi vo tinh



Chuong 3. NHAN GIONG VO TINH IN VITRO

3. 1. Sinh sén vo tinh va hiru tinh

3.1.1 Nhén giong theo céu triic tw nhién ciia thwe vit

1. Dang can hanh (bull) 14 duoc xap xép chong 1én nhau, bén ngoai ¢ 16p 14 bao vé, 1a
la nhu mé dy trir day va xdp. Dang can hanh thudng duge thiy ¢ ho hoa tulip, ho
hanh...

2. Dang gid (corm) : nhu mé du trit 16n, diy c6 cdu tao giébng nhu cin hanh, nim duéi
gbc than, dang gio thudng duoc thiy ¢ hoa gladiolus.

3. Dang cu (thizome): diy c6 cu tao nhu than r& nam chim dudi mat dét, phia trén 1a
vom ting trudng chira chdi than dang nay thudng duogc thiy ¢ ho hoa iris.

4. Than bo (stolom): nhanh hay thdn méng manh, thudng 1a dang than bo, chép ngon
12 mot cay hoan chinh thiy & ciy dau tay.

5. Dang can hanh nho (bulbil): giéng nhu cin hanh, tron ndm & nach 14 thay ¢ hoa lily.
3.1.2. Nhén giong theo phwong thirc néng hoc

1. Gidm canh

2. Chiét canh

3. Ghép hay thap canh

3.2. Muc dich ciia nhén giong invitro

3.2.1. Uu diém ciia vi nhin giong

- Pua ra san phém nhanh hon: Tor mot cay wu viét bat ky déu co thé tao ra mot quﬁn
thé co do d@)ng déu cao voi sb luong khong han ché, phuc vu san Xuét thuong mai, du
cdy d6 1a di hop vé mat di truyén.

- Nhan nhanh véi hé sé nhan gidng cao: Trong hau hét cac trudng hop, cong nghé vi
nhan giong dap ung toc do nhan nhanh cao, tir 1 cdy trong vong 1-2 nam cé thé tao
thanh hang tri¢u cay.

- San pham ciy giéng dong nhat: Vi nhan giéng vé co ban 1a cong nghé nhan dong.
No tao ra quan thé c6 do déu cao du xuat phat tir cdy me co kiéu gen di hop hay dong
hop.

- Tiét kiém khong gian: Vi hé thong san xuit hoan toan trong phong thi nghiém,
khong phu thudc vao thoi tiét va cac vat liéu khai dau c6 kich thude nho. Mat do cay
tao ra trén mot don vi dién tich 16n hon rt nhidu so v&i san xuét trén déng rudong va

trong nha kinh theo phwong phap truyén thong.



- Nang cao chat luong ciy gidng: Nudi cdy mo 1a mot phuong phap hiru hiéu dé loai
trir virus, nAm khuan khoi cac cdy gidng di nhiém bénh. Cay gidng sach bénh tao ra
bang cdy mo thuong ting ning suat 15 - 30% so vé6i gidng goc.

- Kha ning tiép thi san pham t6t hon va nhanh hon: Cac dang san pham khac nhau c6
thé tao ra tir h¢ thong vi nhan gidng nhu cdy con in vitro (trong 6ng nghiém) hoic
trong bau dat. Cac cay giéng co thé dugc ban & dang ciy, ci bi hay 14 than cu.

- Loi thé vé van chuyén: Cac cay con kich thudc nhé c6 thé van chuyén di xa dé dang
va thuan loi, déng thot cay con tao ra trong diéu kién vo trung dugc xac nhan 1a sach
bénh. Do vay, bao ddm an toan, dap img cac qui dinh vé vé sinh thuc vat quéc té.

- San xudt quanh nam: Qu4 trinh san xuét ¢ thé tién hanh vao bat ky thoi gian nao,
khong phu thuoc mua vu.

3.2.2. Han ché ciia vi nhén giong

- Han ché vé chung loai san pham: Trong diéu kién k¥ thuat hién nay, khong phai tat
ca cay trong déu dugc nhan giéng thwong pham bang vi nhan gidng. Nhiéu ciy trong
c6 gia tri kinh té hodc quy hiém van chua thé nhan nhanh dé dap ung nhu cau thuong
mai hodc bao quan ngudn gen. Nhiéu van dé 1y thuyét lién quan dén nudi cay va tai
sinh té bao thuc vat in vitro van chua dugc giai dap.

- Chi phi san xuat cao: Vi nhan giong doi héi nhiéu lao dong k¥ thuat thanh thao. Do
d6, gia thanh san pham con kha cao so voi cac phuong phap truyén théng nhu chiét,
ghép va nhan giéng bang hat.

- Hién tuong san pham bi bién doi kiéu hinh: Cay con nudi cdy mé c6 thé sai khac véi
cay me ban dau do hién tuong bién di té bao soma. Két qua 13 cay con khong giit duoc
cac dic tinh quy cta cdy me. Ty 18 bién di thuong thip & giai doan dau nhan giéng,
nhung sau d6 c6 chiéu hudng ting 1én khi nudi cdy kéo dai va ting ham luong cac
chét kich thich sinh trudng. Hién tuong bién di nay can duoc luu y khéc phuc nham

dam bao san xuat hang tri¢u cay giong dong nhat veé mat di truyén.

3.3. Cac phwong phép nhén giéng invitro
3.3.1.Nuéi ciy mé phan sinh dinh hay dinh phan sinh
3.3.1.1. Pinh sinh truong



Hinh 3.1. Pinh sinh truong

Mo phan sinh dinh chira nhitng té bao dinh sinh truéng va duoc bao boc bdi mot 16p
v6 bé mit c6 ciu tao cutin han ché thap nhat qua trinh thoat nude va 16p cutin nay bao
boc ca chdi dinh.

O thyuc vat, sy hinh thanh céc co quan bat dau trong cdc mo phan sinh dinh, cac mo
nay phan héa ngay tir nhitng giai doan phat trién dau cua phoi va giir lai trong sudt doi
sng cua cdy. Piéu ndy xay ra 13 do mo phan sinh ¢ sy phan hoa cia nhitng té bao
khoi sinh. Tat ca nhitng té bao con lai xuit phat tir nhitng t& bao khai sinh. M6 phan
sinh ¢6 thé tich tuong ddi 6n dinh, nén céc té bao sinh ra tir t& bao khai sinh sau mot
vai 1an phan chia s& roi khoi mé phan sinh.

Qua trinh sinh trudéng ctia dinh sinh truong chia lam 3 giai doan

- Giai doan phoi sinh: trong cac diém sinh truong xay ra su hinh thanh mam co quan
va sy phan chia ddu tién cta né thanh cac mo riéng biét.Giai doan dai ra do su sinh
truong nhanh chong, mam co quan dat kich thuéc tdi da va c6 hinh dang nhét dinh.
Két thuc sy phan hoa té bao, bit ddu sy phan hoa gd. Cac thanh té bao khong con kha
ning sinh trudng. Trude hét cac u 16i dan duoc tao thanh goi 14 u 14. Thé tich u 14 16n
rat nhanh va kéo theo né mot phan Ién ciia dinh sinh truong. Dan dan u 16i chuyén
thanh mam 14. Mam 1a phat trién nhanh theo chiéu dai. Sy sinh truéng tién hanh
khong dong déu nén 14 mam cong dan 1én phia dinh. Sau khi 1a méi tach ra xay ra sy
phan chia té bao két qua 1a thé tich dinh sinh trudng duoc phuc hdi nhanh chong va sy
hinh thanh 14 lai bat dau.

O mbi nach 1a déu c6 chdi nach. Choi nach thue chat khong khac dinh sinh trudng. Do
hién twong wu thé ngon nén cac chdi nach khong phat trién nhung khi dugc danh thirc
va bat dau sinh truéng ching cé cau tao ddy dii nhu than chinh.

Mo dinh sinh trudng 1a mo duy nhét sach virus. Do dé day 1a mdt vat liéu nudi cdy mo
té bao duoc s dung trong tao giéng cdy sach bénh. Do kich thudc qua nho nén ky
thuat nudi cdy mo dinh sinh truéng thuong duoc tién hanh dudi kinh lip hay bao gom
ca choi dinh.



3.3.1.2. Nuéi cay dinh sinh truong

Limmasets va Cornuet (1949) da phat hién ring & céc cdy nhiém bénh virus,
virus phan b6 khong dong nhat trén cdy va thuong khong thiy ching & ving dinh sinh
truong. Phat hién d6 1a co so d& Morel va Martin (1952) ching minh gia thuyét trén
bang cach tao duoc cay sach bénh virus tir 6 gidng khoai tiy qua nudi cdy dinh sinh
truong.
Nam 1960, Morel da thuc hién budc ngodt khi &p dung thanh cong k¥ thuat nay trong
nhan nhanh céac loai dia lan Cymbidium thong qua protocorm. Sau do, viéc phat hién
ra cytokinin va méi truong nudi cdy mo cai tién (Murashige va Skoog, 1962) di tao
strc sdng méi dé ing dung nudi cdy dinh sinh truéng trong nhan giéng thuong mai &
thuc vat.
Ngay nay, k¥ thuat ndy cing v6i mot s6 cai tién da tro thanh phuong phép loai trir

bénh virus dugc str dung rong rai doi véi nhicu loai cay trong khac nhau.

3.3.1.3. Mdu mé thuec vit diing trong nudi cdy dinh sinh truéng

Két qua nudi ciy dinh sinh truong phu thudc vao vat lidu khoi dau, nguon goc
va kich thudc ctia mau. Dé dat dugc hiéu qua cao, can ldy mau nudi cay tir choi dang
sinh truong manh (Gupta va CS, 1981) hodc chdi ciia cAy méi ghép (Jones va cs,
1985). Nudi ciy dinh sinh truéng cdy non dé dang hon cy truong thanh, ty 1é ra ré
trong truong hop nay dat 83%, trong khi voi cy trudng thanh chi dat 63% (Vieitez va
cs, 1985). Piéu kién nudi ciy, thoi diém lay mau ciing anh huong rat 16n dén két qua
tai sinh cay tir dinh sinh truong. Mot s6 loai c6 wu thé choi dinh manh, nudi cdy dinh
sinh truong tir chdi dinh d& dang hon tir chdi nach, dbi véi mot sd loai khéc lai thu
duoc két qua nguoc lai.
Kich thudc mau nudi ciy cang 16n, ty 18 tai sinh va sng sot clia miu cang cao, tuy
nhién mau cang nho thi kha ning sach bénh virus lai cao hon. Do vay, kich thudc mau
nudi cay can phai xac dinh bang thuc nghiém d6i voi mdi loai. Miu nudi cay nho nhat
chi ¢6 chép sinh truong va 2 - 3 mam 14 s& 1a Iy tuong dé tao gibng sach bénh do mo
phan sinh dinh ndm ¢ chop dinh chdi, 14 trung tim hoat dong sinh truong, phan hoa va
phat trién cua thuc vat. Ngay dudi mo phan sinh nay 1a cac mam l4. Poi khi kich
thuéc mau 16n hon van dam bao sach bénh virus (Vine va Jones, 1969) song mot sb
truong hop khac lai d6i hoi mau nhé hon (Hunter va cs, 1984).
Phuong thirc nay st dung cac bo phan nho nhat cta dinh chdi hay dinh sinh trudéng
1am mAu vat nudi cdy. N6 bao gdbm mé phan sinh dinh va cic mam 14 non. Khai niém

mo phan sinh dinh (ngon) chi diing khi mau vat duoc tach tir dinh sinh trudng c6 kich



thude trong vong 0,1-0,15 mm tinh tir chdp sinh trudng. Trong thuc té mau vat dugc
tach voi kich thuéc nhu vay chi khi nao ngudi ta tién hanh nudi cdy véi muc dich 1am
sach virus cho cay trong. Thudng s& gip kho khin 16n trong viéc nudi thanh cong cac
mod phan sinh dinh riéng r& ¢ kich thudc nho nhu vay. Do d6, trong khudn khd nhan
gidng in vitro nguoi ta thuong nudi cdy ca dinh chdi hodc dinh sinh trudong. Pho bién
nhét & cac doi tuong nhu phong lan, dira, mia, chudi.... dinh sinh trudng dugc tach
v6i kich thude tir 5-10 mm, nghia 1a toan bd mé phan sinh dinh va mot phan mé xung
quanh.

Tuong quan gitta do 16n cta chdi nudi cdy, ty 1& séng va mac do on dinh vé mit di
truyén cua chdi dugc biéu hién nhu sau: Néu do 16n tang thi ty 1¢ song va tinh on dinh
tang, néu d6 16n giam thi ty 1 séng va tinh 6n dinh giam. Nhung xét vé hiéu qua kinh
té nudi cay (thé tich binh nudi, lwong dung dich méi trudng dinh dudng): Néu do 16n
tang thi hiéu qua kinh té giam, néu d6 16n giam thi hiéu qua kinh té ting. Do d0, phai
két hop hai hoa duoc cac yéu tb trén dé tim ra phuong thirc 1dy mau ti vu.

Mot dinh sinh trudng nudi cdy ¢ diéu kién thich hop s& tao mot hay nhiéu chdi va mdi
chdi s& phat trién thanh mot cay hoan chinh. Xét vé ngudn gbc cuia cac cy do co ba
kha nang:

- Cay phat trién tir chdi dinh (chdi ngon). - Cay phat trién tir ch6i nach pha ngu.

- Cay phat trién tir choi mdi phat sinh, vi du: nudi cdy doan tru dudi mam cua ciy
méing cau (Annona squamosa) s& cho xuat hién rat nhiéu mam trén moé nudi ciy, mot
s6 mam sau d6 s& phét trién thanh chdi va tré thanh ciy in vitro hoan chinh. Tuy
nhién, théng thuong kho phan biét duge choi pha ngi va chdi phat sinh méi. Céc
phuong thirc phat trién ciy hoan chinh tir dinh sinh truéng nudi cay nhu sau:

- Phat trién cay tryc tiép

Chu yéu & cac dbi tuong hai 14 mam (dicotyledon) nhu khoai tay, thude 14, cam chanh,

hoa cuc.... Vi du: Khoai tay (Solanum tuberosum):
Dinh sinh truéng — Chdi nach — Cay

- Phat trién cdy thong qua giai doan protocorm

Chu yéu gip ¢ cac dbi twong mot 14 mam (monocotyledon) nhu phong lan, dira, hug. ..
Cung mot luc dinh sinh truong tao hang loat protocorm (proembryo) va cac protocorm
nay c6 thé tiép tuc phan chia thanh cac protocorm mdi hodc phat trién thanh cay hoan
chinh. Bang phuong thirc nay trong mot thoi gian ngan ngudi ta c6 thé thu dugc hang

triéu ca the.



Dinh sinh treéng — Protocorm — Cay

Céac d6i tugng hoa lan di mang lai hiéu qua kinh té dic biét cao. Sau nhitng két qua
dau tién & chi Cymbidium ctia Morel (1966) nguoi ta d thu dugc két qua rat tot & 22
chi khac nhau ctia ho ndy. S¢ di nhan gidng vo tinh hoa lan dat duoc thanh cong 16n
va dugc Ung dung rong rai nhu vay la vi hoa lan c6 phuong thirc sinh san qua
protocorm.

Linh vuc tng dung méi day nhat ciing da bat dau c6 két qua 1a cc cdy an qua va cay
1am nghiép, trong d6 c6 cac cdy quy nhu ca phé, tao, 18, thong, bd dé... Tong sb co
trén 30 chi khac nhau d3 duoc nudi cdy thanh céng. Vi rang, cic ciy trong rimg va cic
cdy dn qua 13 nhitng cdy trong 1au nim nén moi chi phi ban dau trong nhan giéng in
vitro déu c6 thé chép nhan duoc.

3.3.1.4.Ghép choi dinh (shoot apex grafting) hay vi ghép

Phuong phap phé bién dé tao cay Citrus sach bénh 1a chon loc cay con co nguén géc
tir t& bao nucellar. Tuy nhién, nhitng ciy nay c6 giai doan chua thanh thuc kéo dai
trude khi budc vao giai doan sinh san. Viéc xur 1y nhiét dé loai trr bénh nhu exocortis
va xyloporosis thuong khong hiéu qua. Hién nay, vi ghép chdi 1a k§ thuat tao ciy sach
bénh dugc sir dung thanh cong & nhiéu phong thi nghiém. Murashige va cs (1972) la
nhitng nguoi dau tién tao duge cay Citrus sach bénh bang k¥ thuat vi ghép chdi dinh
in vitro. Sau d6, Navarro (1975) ciing str dung k¥ thuat nay trén nhiéu cdy Citrus khac
va thu dugc két qua kha quan.

K§ thuat vi ghép chdi bao gom cac bude sau:

1. Chuan bi gbc ghép va mit ghép trong 6ng nghiém: cay gbc ghép thuong
duoc dung trong vi ghép 1a Troyer citrange hodc mot vai gbc ghép khac co kha nang
tuong hop cao v6i mat ghép. Tach chdi dinh gdm dinh sinh trudong va 3 14 mam tir cac
cdy me (hinh), chdi dinh & dang ngu hodc dang dang sinh truong déu cé thé sir dung
duoc.

2. Ghép va cay ciy ghép vao 6ng nghiém: Hat dung lam gdc ghép duogc gieo
trong moi trudng 10ng, ghép choi dinh 1én doan than non ciia goc ghép.

3. Sau 4 - 6 tuan, chuyén cay ghép ra dat.

Hién nay phuong phép vi ghép chéi dinh dang dugce sir dung rong rai dé tao cac dong
Citrus sach bénh phuc vu cho nhan giéng thuong mai.

* Vi ghép két hop voi xir Iy nhiét hodc hoa chat

Murashige va cong su (1972) dung vi ghép dinh sinh truéng dé tao vat liéu sach bénh

¢ Citrus, cay con tai sinh da sach céc tdc nhan gay bénh micoplasma va exocortis.



Nam 1975, Navarro va cong sy da hoan thi¢n quy trinh vi ghép chdi dinh cay c6 mui
1n vitro. Bfmg k¥ thuat nay, khoang 90 loai cay c6 mui khac nhau dugc lam sach bénh
(Navarro va cs, 1988). Ky thuét vi ghép da loai trir duoc hang loat bénh khoi ngudn
gen cay c6 mui, vi du:

- Virus gy bénh tristeza, psorosis

- Stubborn spiroplasma

- Exocortis viroid

- Tac nhan gay bénh chay gom, cristacortis, impietratura

Quy trinh vi ghép:

- Gbc ghép duoc chuan bi tir hat nudi cdy in vitro trén mdi truong co ban MS ¢o 1%
agar. Troyer citrance thudong duoc dung lam gbe ghép, con gdc ghép Etrog citron
duogc ding dé ghép tat ca cac loai chanh.

- Cay gidng da nhiém bénh dung 1am mat ghép duoc chuan bi nhu sau: bo 14, giit cay
& nhiét 6 32° C tir 12-15 ngay. Sau dé, tach dinh sinh trudng kich thuée 0,1- 0,2 mm
tir chdi mai hinh thanh va vi ghép theo kiéu chit T 16n nguoc trén gdc ghép.

- Nuoi cay sau vi ghép trén moi truong MS c6 100 mg/l myo-inositol, duong 4%,
thiamin HCI 0,2 mg/l, pyridoxine HC1 1mg/l, nicotinic 1mg/l, dic biét sir dung nong
d6 dudng sucrose, cac vitamin B cao voi ham luong BA, IAA va GA3 khac nhau dé
kich thich bat chéi tir dinh sinh truong vi ghép. Ty 1& vi ghép thanh cong la 60-70% va
cdy chuyén ra dat da song 90%. Chuong trinh vi ghép tao giéng sach bénh & ciy co
mui da dugc trién khai ¢ hau hét cac nude.

Vé nguyén tic, vi ghép 13 nudi cay dinh sinh trudong, nhung thong qua dinh dudng tu
nhién cta goc ghép. Pinh sinh truong ding 1am miac ghép co kich thudc khoang tir
0,2-0,5 mm, duogc tach tir bup non dang sinh truéng manh cia cdy me truéng thanh,
gbc ghép 1a mam gia mGi nay mam tir hat ciia gidng hoang dai, toan bo cay ghép duoc
nudi dudng trong diéu kién 6ng nghiém voé trung. Phuong thic ndy thuong dung dé
tao ra cac giong cdy dn qua sach bénh virus nham cung cip mat ghép va canh chiét
dau dong 1am nguyén liéu nhan gidng cho san xuat dai tra. Phuong thitc nay cho phép
thu dugc cdy hoan toan sach bénh va mang dac diém di truyén cua cay me¢ cho mét
ghép.

3.3.2. Tdi sinh cdy hoan chinh tir cac bé phdn khac ciia cdy

3.3.2.1. Nuéi cdy choi bat dinh

Dinh chdi bat dinh méi c6 thé phat trién hodc truc tiép trén mau vét hodc gian tiép tir
md callus, ma mé callus nay hinh thanh trén bé mat vét cit ctia mau vat. Mot sb loai
mau vat dugc dung nhu sau:

- Poan than: thuoc 14, cam, chanh, ca chua, bap cai...



- Manh 14: thudc 14, ca chua, bép cdi, ca phé, ca cao...

- Cudng 1a: thay tién. ..

- Céc bd phan cua hoa: stp lo, lua my, thude 14...

- Nhanh cu: ho hanh, ho lay on, ho thuy tién...

- Poan mam: mang tay.

Sy phat sinh chdi bat dinh truc tiép bt dau bang cac té bao nhu mod nim 6 trong biéu
bi hodc ngay phia dudi bé mit ciia than; mot sé té bao niy try thanh mo phén sinh va
cac thi nho goi 13 thé phan sinh phat trién. Cac thé phéan sinh ndy rd rang c6 ngudn gbc
tir cac té bao don. Tuy nhién, chiéu hudng phan tmg cta thuc vat ciing tiiy thude vao
noéng d6 phytohormone. Nghién ciru sy tao chdéi & md nudi cay cua cdy linh sam
Douglas cho thiy cytokinin (BAP 5uM) can thiét cho su phat sinh chdi bat dinh,
nhung c6 ba kiéu phan tng khac nhau cé két qua tiy thudc vao nong do cua auxin
dugc cung cip. Nong d6 auxin thadp (NAA < 5uM ) chi c6 chdi phat trién. Khi ndng
d6 auxin cao hon (NAA > 5uM ) 14 mam tao ra ca callus va nhiéu chdi. Khi cung cap
chi riéng auxin (NAA = 5uM ) thi chi c6 callus dugc tao thanh.

Su phat trién cac chdi bat dinh gian tiép dau tién qua giai doan hinh thanh callus co s&
tir cac chdi duge tach trong nudi cdy. Cac chdi sau d6 phét trién tir ngoai vi mo callus
va khong c6 quan hé ban dau v&i cac mo c¢6 mach din ciia mau vat.

3.3.2.2. Nhdn giong théng qua giai doan callus

Trong nhan giéng in vitro néu tai sinh dugc cdy hoan chinh truc tiép tir mau vat nudi
ciy ban dau thi khong nhitng nhanh chéng thu duoc cdy ma cic cdy ciing kha dong
nhat vé mat di truyén. Tuy nhién, nhiéu truong hop mo nudi cay khong tai sinh cay
ngay ma phat trién thanh khdi callus. Té bao callus khi cdy chuyén nhiéu lan s& khong
6n dinh vé mat di truyén. D¢ tranh tinh trang d6 nhat thiét phai sir dung loai callus vira
phat sinh, tirc 13 callus so cip dé tai sinh cay thi hy vong s& thu dugc cay tai sinh dong
nhat. Thong qua giai doan callus con c6 thé thu duoc nhitng ca thé sach virus nhu
truong hop cua Kehr va Sehaffer (1976) thu dugc ¢ toi.



Hinh 3.2. Nhan giong thong qua giai doan tao mo seo

A. M6 seo cay toi sau 2 tudn nudi cly ~ B. M6 seo sau 4 tuan nudi cay

C. Tao chdi tir mé seo D. Cay tai sinh tir mo seo

E. Cu t6i thu duoc tir cdy con nudi cdy mo thong qua tao mo seo

3.3.3. Nhin giong thong qua phdt sinh phéi vé tinh

3.3.3.1. Phdi vé tinh

Nam 1958, Street va Reinert 1a hai tac gia dau tién mo ta sy hinh thanh phoi vo tinh tu
cac té bao don cua ca rot (Daucus carota). Dén nam 1977, Murashige cho rang phoi vo
tinh ¢ thé tré thanh mot bién phap nhan gidng in vitro. O mét sb loai, su phat sinh
phoi v6 tinh hinh thanh truc tiép tir nhitng phoi bat dinh nam trong phoi tim. Dén nay,
cong nghé phodi vo tinh dugce coi 1a cong nghé rat c6 trién vong cho ndng nghiép trong
thé ky 21.

Phoi v6 tinh 14 cac ca thé nhan giéng c6 cuc tinh bit ngudn tir cac t& bao soma. Chiing
rat giéng phoi hitu tinh & hinh thdi, qua trinh phat trién va sinh 1y, nhung do khong
phai 1 san pham cua su thy tinh gitta giao tir duc va giao tir cai, va vi viy khong c6
qué trinh tai to hop di truyén cac phdi vo tinh co ndi dung di truyén giong hét véi cac
té bao soma di sinh ra chiing.

O truong hop phéi hitu tinh, su két hop giao tir duc va cai cho ra hop tir (zygote). Hop
tir phan chia nhiéu 1an tao nén phoi hitu tinh c6 cdu tric hai cuc: ré va ngon. Khi hop
tir phat trién, mién sinh truéng ré va mién sinh truéng ngon cing phat trién va cudi

cung tao thanh cdy hoan chinh, qua céc giai doan phoi hoc nhu sau:



- Trudng hop cay hai 14 mam:
Dang cau — dang thuy 161 — dang c¢6 14 mam
- Trudng hop cdy mot 14 mam:
Dang cau — dang scutellar — dang diép tiéu

O rét nhiéu ciy, ngudi ta nhan thiy cac té bao dang phan chia vo t6 chirc di tao nén
callus khi nuéi cdy. Co thé thay d6i huéng phat trién cta chung dé tao ra cac phéi vo
tinh v&i cac budc phét sinh hinh thai rat gidng voi truong hop phdi hitu tinh. Diém
khac nhau co ban gitra phdi hiru tinh va phdi vo tinh 1a phoi hiru tinh ludn luon di kém
v6i ndi nhil 14 co quan dy trit nang lugng va chat dinh dudng phuc vu cho qua trinh
nay mam, con & phdi vo tinh hoan toan khong c6 ndi nhil. Kha ning tao phdi vo tinh
trong nuoi céy mo thyc vat, ngoai cac diéu kién vat 1y, hoa hoc thuan lgi cho su tao
phéi, con phu thude rat 16n vao loai, vao cac gidng, dong trong ciing mot loai.
3.3.4. Nhin giong trong cdc noi phén teng sinh hoc
Trude ddy, cac ndi phan ing sinh hoc hay con goi 1 ndi 1én men (fermentor) chil yéu
dugc dung cho cong ngh¢ vi sinh. Trén co s& cac thiét bi d6, véi mot sb cai tién, nhiéu
tac gia da nhan gidng thanh cong nhiéu loai phdi vo tinh va cac thé chdi, cum chdi
hodc cu nhd.
Phoi v tinh ca phé dugc san xuat thanh cong & Brasil trén cac ndi phan tng sinh hoc
dung tich tir 2-4 lit. Mdi mé c6 thé thu dugc 4-5 triéu phdi vo tinh ca phé. O
Indonesia, cum chdi dira duoc dua vao san xuét thanh cong voi ndi 1én men 10 lit.
Dich 1ong nudi cdy (mdi truong méi) duoc bom vao ndi va hit ra (mdi truong cii)
theo chu ky ngén, nho vay mo va té bao thuc vat c6 du oXy va chat dinh dudng dé
phat trién manh.
Phuong thirc nudi cdy ndy dugc goi 1a nudi cdy thé on dinh hoa tinh (chemostat
culture).
3.3.5. Hé thong hinh thanh chéi
Sy hinh thanh chdi ¢6 twong quan véi ham luong etylen va CO2. Chdi phat sinh nhiéu
nhat khi trong binh nudi cay tich liiy 5-8 m C2H4 va 10% CO2 trong 15 ngay nudi
cdy. khi 2 chat nay duoc phong thich ra khoi binh nudi cy thi qua trinh biét hoa bj tic
ché.Sau 15 ngay cac chat nay thoat ra ngoai thi ciing khong anh hudng dén qua trinh
biét hoa. Trong 10 ngay dau tién C2H4 va CO2 anh huéng dén qua trinh biét hoa phu
hop voi giai doan ting truong va phan chia té bao dan dén sy hinh thanh vom dinh
sinh truong.
Nhu vay tac dong kich thich cia C2H4 trong sy phat sinh hinh thai c6 su tac dong bd

sung cua qua trinh phan bao.



Sy tac dong twong hd cia C2H4 va CO2 cho thay qui ludt tic dong caa CO2:

Trong 10 ngay ddu CO2 kich thich qua trinh sinh tong hop C2H4

Sau 10 ngay c6 tac dong tuong phan vd1 C2H4

Sau cling CO2 tham gia vao qua trinh trao d6i chat. ti 1& tic dong C2H4/CO2 chi ¢6
hiéu qua khi ¢6 mat O2 va CO2 duy tri qua trinh trao d6i oxihéa & mo SF va SNF

( SF: shoot forming: chdi mam dugc nudi cay trén méi truong khong cé BA, phat sinh
chdi sau 3 ngay thi tién hanh phan chia té bao va khong phan chia trong khi trong moi
truong c¢6 BA thi sy hinh thanh chdi khong xay ra: NSF: non shoot forming)

Tom lai, ¢6 3 phuong thirc tao cdy con trong nhan giéng in vitro:

- Mau m9 truc tiép tao chdi va cay hoan chinh (So d6 3.1).

- Mau mé phat sinh callus va callus tao chdi (So d6 3.2).

- Mau mé phat sinh callus, callus phat trién phdi (hodc nudi ciy dich huyén phu té

bao phat sinh phoi) va tir phoi thu dugc cay hoan chinh (So d6 3.3).
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So d6 3.1. MAu mo truc tiép tao chdi va cay hoan chinh (thong qua

phuong thirc ting kha ning phat sinh chdi nach)
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So d6 3.3. MAu mo phét sinh callus, callus phat sinh phdi soma (hodc nudi cay dich

huyén phu té bao phat sinh phoi soma) va tir phoi thu duge cdy hoan chinh

3.4. Cac giai doan trong quy trinh nhén gidng vé tinh in vitro



3.4.1. Qud trinh sin xudt cdy cdy mé

Qua trinh vi nhan giéng thong thudng gdm nam giai doan chinh, mdi mot giai doan cé
nhiing yéu ciu riéng.

Giai doan 1: Chuan bj cay lam vat liéu goc

- Chon cay me dé lfiy mau, thuong 1a cay uu viét, khoe, c6 gia tri kinh té cao.

- Chon co quan dé 14y mau thuong 13 chdi non, doan than ¢ chdi ngi, hoa non, 1a

non v.v...

- M6 chon dé nudi céy thuong 1a cac mo c6 kha nang tai sinh cao, sach bénh, gilt dugc
cac dac tinh sinh hoc quy ctua cdy me va 6n dinh. Tuy diéu kién, giai doan nay co thé
kéo dai 3 - 6 thang.

Giai doan 2: Thiét 1ap hé thong nudi cdy vo tring

- Khtr tring bé mat mau vat va chuan bi moi truong nudi cay.

- Cay mau vo tring vao mdi truong nhan tao trong 6ng nghiém hodc binh nudi.

Giai doan nudi cdy nay goi I cdy mau in vitro.

- C4c mau nudi cdy néu khong bi nhiém khuan, ndm hoic virus s& dugc luu giit trong
phong véi diéu kién nhiét d6, anh sang phu hop. Sau mot thoi gian nhét dinh, tir mau
nuodi céiy bat dau xuat hién cac cum té bao hoidc co quan (chéi, cum chdi, ré) hodc phoi
v tinh c6 dic tinh gan nhu phoi hitu tinh. Giai doan 2 thudng yéu cau 2 - 12 thang
hodc it nhat 4 1an cy chuyén.

Pua miu vat tir bén ngoai vao nudi cdy vo tring phai dam bao nhiing yéu cau sau:

- Ty 1& nhiém thép.

- Ty 18 sdng cao.

- Tdc d6 sinh trudng nhanh.

Két qua budc cay gy nay phu thudc rat nhiéu vao cach ldy mau. Quan trong nhat van
la dinh sinh truéng, choi nach, sau d6 1a doan hoa tu, hoa, doan than, manh 14, ré. ..
Chon ding phuong phéap khir tring s& dua lai ty 18 séng cao va méi truong dinh dudng
thich hop sé& dat duoc téc do sinh truéng nhanh.

Giai doan 3: Nhan nhanh chéi

- Thanh phﬁn va diéu kién moi trudong phai dugc t5i wu héa nham dat muc dich nhan
nhanh.

- Quy trinh ciy chuyén dé nhan nhanh chdi khoang 1- 2 thang tiy loai cay. Hé s6 nhan
nhanh 14 2 - 8 1an/ 1 1an ciy chuyén. Nhin chung giai doan 3 thudng yéu cau 10- 36
thang va ciing khong nén kéo dai qua 1au. Vi dy tir dinh sinh truéng cua 1 cdy chudi
chon loc ban dau, ngudi ta chi nén nhan khoang 2000 - 3000 chdi sau 7 - 8 1an cdy

chuyén dé tranh bién di soma. Ddi v6i cac cay khac nhu mia, hoa ciic, phong lan sau 1



nam c6 thé nhan dugce trén 1 triéu chdi tir 1 cay me ban dau.

Nhirng kha ndng tao cay do la:

- Phét trién chdi nach.

- Tao phoi vo tinh.

- Tao dinh sinh truéng mai.

Trong giai doan nay can nghién ctru cic tac nhan kich thich phan héa co quan, dic
biét la chdi nhur:

- B6 sung to hop phytohormone méi (ting cytokinin giam auxin). Tang ty 1¢
auxin/cytokinin s& kich thich mé nudi cay tao ré va nguoc lai s& kich thich phat sinh
chdi.

- Tang cudng thoi gian chiéu sang 16 gid/ngady, tdi thiéu 1.000 lux. Trong thuc té
nghién ciru, ngudi ta nhan thay kho tach biét anh hudng cua chu ky chiéu sang khoi
anh hudng ciia cuong do chiéu sang. Anh sang tim la thanh phan quan trong kich thich
phan héa manh. Anh sang d6 c6 anh hudng giéng cytokinin (cytokinin-like effect), n6
tao nén sy tich lily cytokinin trong mo ctia mot s loai, chinh lwong cytokinin nay da
g6p phan kich thich qua trinh phét sinh co quan va tao chdi tir nhitng mé nudi ciy in
vitro.

- Bao dam ché do nhiét do trong khoang 20-300C. Trudng hop nhiing loai c6 ngudn
géc nhiét déi, nhiét do nuoi céy thich hgp vao khoang tir 32-350C. Nguoc lai, dbi voi
nhiing loai hoa & ving 6n d&i nhiét d6 thich hop cho qua trinh tao cum chdi phai <
300C.

Muc tiéu quan trong nhét cta giai doan nay 1a x4c dinh dugc phuong thirc nhan nhanh
nhat bang mdi truong dinh dudng va diéu kién khi hau t6i thich.

Giai doan 4: Tao ré

- Céc chdi hinh thanh trong qua trinh nudi cay co6 thé phat sinh ré ty nhién, nhung
thong thuong cac chdi nay can phai ciy chuyén sang mot moi truong khac dé kich
thich tao r8. & mot sd loai khéc, cac chdi sé tao ré khi duoc chuyén truc tiép ra dat.
Giai doan 4 thong thudng can 2 - 8 tuan.

Giai doan 5: Chuyén cay ra dat trong

- Pay 1a giai doan dau tién, trong d6 cdy dugc chuyén tir diéu kién v6 trung cta phong
thi nghiém ra ngoai tu nhién. D6i voi mot sb loai c¢6 thé chuyén chdi chua c6 1é ra dat,
nhung da s chi sau khi chdi dé ra ré va tao cdy hoan chinh méi duge chuyén ra vuon
vom. Qua trinh thich nghi vai diéu kién bén ngoai cua cay can su chim soc dic biét.
Vi cdy chuyén tir méi trudng bdo hoa hoi nudc sang vuon wom véi nhitng didu kién
kho khin hon, nén vuon wom can phai dap Gng cac yéu cau:

+ Cay duoc che phi bang nilon, tudi phun swong dam bao cung cip d6 4m va lam mat



+ Gia thé tréng cay ¢o thé 1a ¢4t mun hodc cac hdn hop nhan tao khong chira dat, mun
cua va bot bién. Giai doan 5 thuong doi héi 4 - 16 tuan

Thoi gian t6i thiéu cho su thich nghi 1a 2-3 tuan, trong thoi gian nay ciy phai duoc
chiam soc va bao bé truée nhitng yéu td bét loi sau:

- Mat nuéc nhanh lam cho cay bi héo kho.

- Nhiém vi khuan va ndm gay nén hién tuong thdi nhiin.

- Chay 14 do ning

3.4.2. Cdc bwéc vi nhén giong

Nhan giéng vo tinh cac cdy trong thudng trai qua cac bude sau:

. Nubi cay dinh sinh truong

. Tao thé nhan gidng invitro

. Nhan giéng invitro

. Tai sinh thanh cay hoan chinh invitro

. Chuyén cdy ra vuon wom dé thuan hoa
. Nhan giéng invitro

. Tao cy con bau dat.

. Pua céc cdy ra dong ruong

. Chon loc ciy dau dong.

3.4.2.1. Nuéi cdy dinh sinh trudng

Mau duoc nudi cdy thuong con ¢ giai doan non, qua trinh phan chia va phan hoa
manh. Dinh sinh truong va chdi bén dugc sir dung ¢ hau hét cac loai cay trong. Ngoai
ra, choi dinh va chdi non cta hat mdi nay mam ciing dugc sit dung. Pinh sinh truéng
nho dugc tach bang kinh lap. Moi trudng dugc st dung rong rii trong nhan giéng hién
nay 12 méi trudng MS. Doi v6i mau dé bi hoa nidu mdi truong thudng duge bod sung
than hoat tinh hay ngdm mau véi hdn hop ascorbic acid va citric acid (25-150 mg/I)
3.4.2.2. Tao thé nhdn giong in vitro

M3u nudi cdy duoc ciy trén moi trudng chon loc dic biét nham muc dich tao thé nhan
gidng in vitro. C6 hai thé nhan gidng in vitro: thé chdi (multiple shoot) va thé cit
(cutting) ddt ngoai ra con c6 thé gio (protocorm). Tao thé nhan gidng in vitro dua vao
dic diém nhan giéng ngoai tu nhién cia cdy trong. Tuy nhién c¢6 nhiing ciy trong
khong c6 kha ning nhan giéng ngudi ta thudng nhan giéng bang cach tao cum choi
bang mo seo.

Pé tao thé nhan giéng trong moi truong thudng bd sung Cytokinin, Auxin, GA3 va
cac chét hitu co khac.

3.4.2.3 . Nhdn giong in vitro

La giai doan quan trong trong viéc nhan gidng cdy trong bang phuong phap nudi ciy



md té bao thyc vat nham muc dich ting sinh khéi thé nhan giéng.vat liéu nudi ciy la
nhiing thé chdi, doi khi ndng do chét sinh truong giam thap cho phu hop véi qua trinh
nudi cdy kéo dai. Piéu kién nudi cdy thich hop gitip cho qua trinh ting sinh duoc
nhanh chéng. Cay nhan giéng in vitro cé trang thai sinh 1y tré va dugc duy tri trong
thot gian vo han.

3.4.2.4. Tai sinh cay hoan chinh in vitro

Pay 1a giai doan tao cdy con hoan chinh c6 day du than 14 va r& chuan bi chuyén ra
vuon wom. Cay con phai khée manh nham nang cao sirc séng khi ra ngoai méi truong
bén ngoai. Cac chat co tac dung tao chdi duoc loai bo thay vao d6 1a cac chat kich
thich qua trinh tao ré.diéu kién nudi cdy twong tu voi qua trinh nudi cdy ngoai tu
nhién, mot bude thudn hoa trude khi duogc tach ra khoi diéu kién in vitro. Thuong
dung cac chat thudc nhom auxin kich thich ra ré.

3.4.2.5. Chuyén cdy in vitro ra vieon wom.

Pay 1a giai doan kho khan nhét trong qué trinh nhan giéng vo tinh. Cay in vitro dugc
nudi cdy trong diéu kién on dinh vé dinh dudng anh sang nhiét do. Khi chuyén ra dat
véi diéu kién tu nhién hoan toan khac han cdy con dé bi mat nude, mau bi héo. Dé
tranh tinh trang ndy, vuon wom nudi cdy moé phai mat, cudng do chiéu sang thap, nhiét
d6 khong khi mat, o 4m cao... Cay con thudng dugc cay trong ludng wom co co chat
dé thoat nudc, toi x6p gilt duge am. Trong nhiing ngay dau can dugc phu nilon dé
giam qua trinh thoat hoi nudc. Ré dugce tao ra trong qua trinh nudi cay mo sé dan lui
di va ré méi xuat hién. Cay con thuong duoc xir Iy voi chat kich thich ra ré bang cach
ngam hay phun 18n 14 dé rt ngan thoi gian ra ré.

3.4.2.6. Nhdn giong in vitro

Cay con sau khi duoc chuyén ra luéng wom hay cdy vao bau dat sau 7-10 ngay thi bat
dau ra ré. sau d6 dugc phun dinh dudng véi hdn hop N,P,K (1g/l cho mdi loai). Tuy
nhién do qua trinh nhan gidng in vitro ¢6 nhiéu tén kém thi cay con duoc st dung nhu
1a cay me va duoc tiép tuc nhan giong trén ludng wom. Piéu kién nhan giéng trén
ludng wom phai tiép tuc dam bao cdy me ¢ trang thai bang cach diéu kién khdng ché
bang cach giam dinh dudng, duy tri d6 4m cao, nhiét do khong khi thap.... Hé s nhan
gidng trén lubng wom phai tiép tuc dam bao cdy me & trang thai bang cach diéu kién
khdng ché bang cach giam dinh dudng, duy tri d6 4m cao, nhiét d6 khong khi thap....
Hé s6 nhan gidng trén luéng wom cang cao gitip cho viéc giam gia thanh cang co
nghia.

3.4.2.7. Cdy con bdu ddt

Cay con tir 6ng nghiém hay dugc nhan gidng trén ludng wom dugc cay trén ludng dit

15-20 ngay cho cat ra ré va phat trién khoe, sau d6 dugc cdy vao bau dit (ciy chudi).



Bau dt c6 co chit xop ddy du chat dinh dudng ti 1& dat/ phan 1 1/1, ngoai ra hang
tuan dugc phun dinh dudng khoang 1-2 lan/tuan thuong dung phan khoang co ti 1¢ N-
P- K: 20-20-20. Thoi gian cy con ¢ giai doan bau dat phu thudc dic diém cay trong
khoang 20 ngay (khoai tiy) dén 2,5 thang (ciy chubi). Cay bau dat dugc dit ¢ noi co
nhiéu 4nh sang, do am cao, nhiét do khong khi mat dé cay phat trién nhanh va khoe.
3.4.2.8. Trong cdy ra rudng.

Cay con sau khi dat dugc kich thudc vé chiéu cao, s6 1a dudng kinh than thich hop sé&
dugc chuyén ra trong & dong rudng. Duy tri d6 4m cao trong giai doan nay giup cay
thich nghi dan v&i diéu kién tu nhién, cac nhan t6 néng hoc khac dugc tac dong gidng
nhu cdy trong tdp quan.

3.4.2.9. Chon loc cdy dau dong

La van dé quan trong d6i v4i cdy an trai nham tao ra mot quan thé dong déu c6 nang
suat cao va 6n dinh. Nhiing cdy duoc chon dau dong dugc dua vao nhan giong tré lai
bang nudi cidy mo.

Hién tai cong nghiép nhan giéng duoc tmg dung nhiéu trong kinh té dé giai quyét nhu
cau vé giéng cho san xuat, giong cho cdy 1am nghiép, trong rimg, rau, ngii cdc, cdy an

trai, hoa va cay duoc liéu.

3.5. Cac van d¢ lién quan dén nhan gidng invitro

3.5.1. Anh hwéng ciia méi trwong va cdc chit kich thich sinh trwéng dén nhén
gidng in vitro.

3.5.1.1. Mdu nuéi cdy

C6 thé chia 1am hai nhém: lya chon miu cay va xir Iy mau cay chon mau:

Céac nhan t6 khi chon miu bao gém kiéu gen, co quan duogc chon, tudi sinh ly, mua vy,
giai doan sinh truong, do khoe ctia mau va ngudn mau.

+ Kiéu gen: anh hudng sau sic dén qué trinh nudi céy, sb luong chdi tao duoc, su
khac nhau vé ting sinh chéi, su khac nhau vé kha nang phat sinh phoi. Nguoi ta ciing
ghi nhan kiéu di truyén anh hudng dén sé lugng va duong kinh ctia mé seo qua nudi
cdy hat phan ca chua, ghi nhan sy khac nhau giita cac gennome qua nudi cay dinh sinh
truéng mo 16i.

+ Chon co quan:

Hau hét cac loai co quan va md déu c6 kha nang sir dung nudi cay in vitro. Cho ring
mAau nudi cdy khac nhau & cac loai khac nhau c6 thé dung chdi dinh dé nuéi ciy, choi
mam thich hop lam mau nudi cdy ¢ cac cdy nay mam tir hat. Ding mé cay t6i dé nudi
cdy tao thé bulb. Nudi cay than mam cdy dé tao protoplast c6 kha ning phat sinh phoi.

Nuoi cay lat cat mong & mo 14 cay thudc 14 c6 thé tai sinh cac co quan khac nhau nhu



hoa chdi va ré phy thudc vao 16p mong té bao & bd phan nao cua cdy duge nudi ciy va
cac hocmon. Co thé thu nhan nhimg ciy clic ¢6 kiéu hoa va mau hoa khac véi cdy me
khi nudi cay nhitng phan ctia mau hoa.

+ Tudi va sinh Iy:

Tudi thyc ciia miu nudi cdy va tudi theo mua trong nim cia miu nudi cdy c6 anh
hudng quan trong dén su biét hoa té bao va tudi sinh 1y. Thanh phan co quan c6 cu
tao thap khong thé nudi ciy in vitro do khong thé sir dung thanh phan khoang trong
moi truong. REé phat sinh trén 14 non lunaria va khong phét sinh trén 14 gia. Kha ning
tai sinh cao & 14 cdy trudng thanh so vdi 14 cdy con non. Nguoc lai mau non cit canh
ctia Hedora helix dé ra mu hon so v6i mau trudng thanh va nudi cdy 1a non phat sinh
co quan tot hon so v6i nudi cdy 14 truéng thanh.

+ Mau in vitro:

Mau in vitro c¢6 kha ning tai sinh cao hon miu ldy tir cdy me trén dong ruong hay
trong vudn wom. Nudi cdy mau in vitro cho thiy nang cao kha ning nhan giong cat
doét.

Nudi cdy ti phan dat ti 1¢ thanh cong cao khi nuéi cdy tai phan cay trén dong rudng.

+ Strc séng ciia mau:

Mau cdy me c6 anh hudng rat quan trong dén nudi cay in vitro. Nudi cdy dinh sinh
truong dé loai virus san xuét ra cay sach bénh. Nhimng cay bi nhiém virus ciing c6 thé
tao ra cdy sach bénh nhd nuéi cay dinh sinh trudng.

+ Duy tri miu:

Xt 1y va van dung quan 1y mau nudi cay cho phép nha vi nhan gidng ludn c6 ngudn
nguyén liéu dé s dung trong nhan giéng. Nguyén lidu clia nudi cdy can phai sach
bénh. C6 nhiéu nhan té kiém tra va cai thién nhiing diéu kién sinh 1y va vat Iy mau cay
me nhu dinh dudng, nhiét do, cudng do6 anh sang ma mau cdy me sinh trudong va
nhitng xir 1y vat 1y va hoa hoc truc tiép trén mau cay me.

+ Dinh dudng:

Str dung vat liéu nudi cdy khoe va dinh dudng cdy me cho thiy rit quan trong dé co
mau nudi céy khoe. Poan cét canh cay ca chua me dugc cham bon dam cao kho ra ré
hon ciy me dugc chim séc dam thap. Kha ning ting sinh chdi kém & nhitng 14 ciy me
dugc chim bon dam cao. Mitc bon dam thap cho thdy kha ning ting sinh choi mat di,
va mirc dd dam trong 14 c¢6 lién quan dén kha nang phat sinh chdi tir 14 in vitro.

+ Nhi¢t do:

C6 su anh huong trong nudi céy mé khi thé bulb me duoc bao quan ¢ céac nhiét do
khéc nhau va thoi gian bao quan khac nhau.

+ Anh sang:



Kha ning nudi ciy tui phin cao khi cAdy me sinh trudong v6i cuong do anh sang cao.
Kha ndng tao protoplast cao & cay lua mach khi cay me sinh truéng & cuong do anh
sang thap. Khi cay me sinh truong & cudng do anh sang thap cho thiy canh cit in vitro
dé dang ra ré hon a nhiing cdy me sinh trudng voéi cudng do anh sang cao hon. Cudng
d6 anh sang trung gian cho thay s luong chdi phat sinh nhiéu hon va kha ning tao ré
tot.

Kha ning ting sinh chdi in vitro tot khi nudi cdy chdi cay me trong bong ram so voi
chdi ngoai trdi. Tao ré canh cét in vitro duge thuc day khi nudi cdy mau cdy me 2 tuan
v6i anh sang cao hon anh sang d6 sau d6 nudi cdy 2 tuan voi anh sang do. Su ting
sinh chdi qua nudi cdy miu 14 sau khi cay me dugc xir Iy dudi anh sang do. Anh sang
d6 kich thich tang kha ning tong hop Cytokinin va lam giam tong hop Auxin.

+ Hoéa hoc va vat 1y:

C6 su tang sinh chdi khi nudi cdy mau 14 ca chua in vitro bang cach phun chat trc ché
sinh truong 1én cay me. Khi phun Daminozide (B9)s€ tang kha nang phat sinh mo seo.
Tién xr Iy mau nudi ciy in vitro c¢6 nhimg anh hudng dén kha ning ting sinh co quan
in vitro. Khi ngdm mau 14 hay cac bd phan khac trong dung dich Cytokinin nhu BA
truéc khi nudi cdy, trong khi xtr Iy choi tach roi véi ABA hay NAA cho thay co
nghia tao phoi trong nudi cay protoplast. Str dung cac dung dich xtr 1y 1a phuong phap
mo&i ¢6 hiéu qua trong nudi ciy than gd . xir Iy doan chdi tach roi cdy than gd bang
cach ngam vao dung dich tuong tu nhu xur Iy duy tri chat lugng va thoi gian bao quan
cat canh.

3.5.1.2. Anh hwéng ciia méi truong.

Moi truong MS (Murashige va Skoog, 1962) dugc st dung phd bién nhat trong nudi
cay dinh sinh truong. Nhung cdc loai khac nhau c6 thé doi hoi méi trudng nudi ciy
khac nhau. Samartin (1989) da sir dung 6 cong thirc mudi da lugng khac nhau doi véi
cdy tra Camelia japonica va thay rang moi truong MS cho tdc do sinh trudng nhanh
nhat khi thu miu tir cdy non. Moéi truong MS di ching t6 khong thich hop cho mau
lay tir cAy gia, trong khi moi trudng mudi lodng hon (Heller, 1953) lai cho két qua
kha.

Tinh doc cua moéi truong MS ciling dugc quan sat & mot sb loai (Sommer, 1982;
Vieitez, 1983) do moéi trudng nay chira ham lwong mudi da lwong cao, c6 thé gy doc
cho té bao in vitro, nhat 13 protoplast. Phwong phap don gian nhét 1a giam ndng do
mudi khoang xudng 1/3 hodc 1/2 (Grosser, 1994). Méi trudng co ban MS c¢6 ham
luong NH4NO3, KNO3 gidm mdt nura, bod sung thém glutamine 1,550 mg/1, KCl 750
mg/] rat t6t cho nudi cAdy mé seo phoi hoa va giam tich luy tinh bot & mot s gidng
Citrus (Grosser va Gmitter, 1990).



Trong sd cac mudi da lwong, mudi nito co ¥ nghia quyét dinh dén su tai sinh choi.
Welander (1985) cho biét khi ndng ¢6 NH4NO3 va KNO3 trong MS giam di 1/2, dinh
sinh trudng cua dau tay phat trién kha hon, r& tai sinh manh hon. Giam mudi khoang
trong mot sb truong hop co tac dung tdt ddi v6i sy ra & & mot sd loai (Murashige,
1977; Hasegawa, 1980; Drew, 1987) nhu truong hop chdi hoa hong ra ré tét hon khi
nong do nito tong sé giam (Hyndman cs., 1982).

Nguon carbon ciing rat quan trong déi v6i nudi cdy dinh sinh truéong. Nong d6 duong
1- 3 % duogc st dung phd bién. Nong d6 duong sucrose cao hon 3 % t6 ra doc & mot
sd truong hop (Rublue va Kartha, 1985). Chong va Pua (1985) di sir dung sucrose,
glucose, fructose and sorbitol ndng do tir 1-7 % trong nudi cay dinh sinh trudng giéng
tao Ottawa 3 va thdy rang ndng do sucrose 3% la t6i wu cho sinh truong, 100% choi
tao ré va chat luong cay con khoé manh.

Trang thai vat 1y ciia moi trudng ciing c6 y nghia quan trong trong nudi cy dinh sinh
truong. Pa sd cac truong hop nguoi ta sit dung moi trudong agar nhung khi nudi cay
dinh sinh trudng mot s6 loai, moi truong 16ng t6 ra tot hon (Mellor va Stace Smith,
1969).

Nong d6 cac chat kich thich sinh truong thap trong moi truong c6 thé lam giam cac
bién di té bao soma (Grosser va Gmitter, 1990). Té bao md seo phoi hod & cay co6 mii
c6 thé nudi cdy va bao quan lau dai trong moi truong khong co chat kich thich sinh
truong.

+ Nhiét do:

Nhiét d6 thich hop nudi cdy mo 20-270C. Nhiét d6 anh hudng sau sic dén sinh truong
va phat trién cdy in vitro qua nhiing tién trinh sinh Iy nhu ho hap hay hinh thanh té bao
va co quan.

Trong nudi cdy mo Nhiét do thich hop nhat tir 32-350C. Tuy nhién & 24 0C Cytokinin
kich thich hinh thanh chdi bi trc ché. Sy hinh thanh cac co quan in vitro phy thudc vao
nhiét do.

Xt 1y cdy me trude khi dua vao nudi cdy in vitro 1 mot phuong phap xir Iy co ban
dén san xuat cy sach bénh. Xir 1y nhiét truéc khi nudi cdy in vitro cho thay dinh sinh
truéong da dugce khu virus.

+ Anh sang

Cuong do anh sang: cudng do anh sang 1a mot nhin td quan trong trong quang hop,
anh huong dén kha ning nudi ciy in vitro cdy c6 14 xanh. Tuy nhién anh huong dau
tién dén su quang hop 1a anh hudong dén sinh 1Iy. Anh huong quan trong dén chdi,
nhung lai t6i can thiét cho sy tao ré. cuong d6 anh sang cao hay thip qua ciing déu

anh huong dén sy tang sinh choi.



+Quang ki va chat luong 4nh sang

Thoi gian chiéu sang anh hudng sau sic dén nhitng dép tng sinh 1y ¢ cay trong. O
nhitng cdy ngay ngan, ra hoa ngay ngan, diéu nay ciing xdy ra twong tu ddi véi cy dai
ngay (dém ngan), thoi gian chiéu sang 12-15 gio thich hop cho loai cay than gd.

Chét lvong 4nh sang anh hudng truc tiép dén cay in vitro vi anh sang cao hon anh
sang do hay 4nh sang do c¢6 anh huong dén nhitng bién d6i sinh 1i trén cAy nhu ra hoa,
ché do dinh dudng va nhitng hién twong khac nhu ting sinh chdi in vitro bang cach xir
1y cay me voi anh sang do. anh sang d6 va cao hon 4nh sang do anh huong dén kha
ning ra ré cia canh cat in vitro. Co loai xir 1y 2 tudn véi anh sang do cho thay hiéu
qua cao hon anh sang trang.anh sang xanh c6 kha ning kich thich va tc ché. Ngoai ra
c6 anh huéng cta budc séng dén phan Gmg cay in vitro va c6 mdi turong tac giita budc
song anh sang va moi truong dinh dudng.

+ Céc chét khi:

Thanh phan chat khi trong binh nudi cdy c6 anh huong dén sinh truong cua ciy in
vitro. 02, CO2 va etylen la nhiing chat dugc khao sat nhiéu. CO2 c6 thé bi gi01 han
trong binh nudi cdy va sir dung nip binh c6 15 thong khi, sir dung binh c6 bo sung
CO2 va lam giau CO2 trong phong dudng cay co thé cho vi nhan giéng gia thanh ha.
Giau CO2 va cuong dd anh sadng cao giup cho qué trinh quang hop xdy ra nhanh hon
va nang cao toc do vi nhan giéng. Khong st dung duong sucrose 1am giam su hoai
mau trong nudi cay do vi sinh vat giy ra.

02 c6 gidi han trong nudi cdy mo. Etylen xem nhu 1a chat 1am giam sinh truéng trong
nudi cdy mo. Auxin huong dén su phong thich etylen. Nang cao ham lugng etylen lam
giam sinh trudng mo seo.

+ Hormon

Nguoi ta nhan manh tim quan trong ciia viéc sir dung auxin va Cytokinin trong hé
théng vi nhan gidng. sy phéi hop cua 2,4 D va NAA c6 anh hudng dén sy hinh thanh
mo seo ciing nhu tai sinh cay. GA3 dugc sir dung trong mdi trudng nudi cdy dé kich
thich vuon than, dic biét trong truong hop c6 ham lugng Cytokinin cao dan dén hinh
thanh cac cum chdi ¢ ciu tric dic.

3.5.2. Tinh bdt dinh vé mdt di truyén

Maic du k¥ thuat nhan giéng vo tinh dugc st dung nham muc dich tao ra quén thé cay
trong dong nhat véi sb luong 16n nhung phuong phap ciing tao ra nhitng quan thé bién
di té bao soma qua nudi cAdy mé sco va nudi cay té bao don. Nhing bién di nay duoc
nghién ctru van dung vao cai thién gidng cdy trong nhung rat it nhirg bién di c6 loi
duoc bao cao.

Tan so6 bién bi hoan toan khac nhau va khong 1ap lai. nudi cay mo seo va t€ bao don co



su bién di nhiéu hon nuéi cdy chdi dinh.

Cay trong bién di té bao soma qua nudi cdy thuong 13 bién di vé chat luong, s6 lugng
va ning suat, va bién di nay khong di truyén. Nguyén nhan giy ra bién di chua dugc
lam sang t6 chu yéu 1a do nhiing bién d6i trong vat chat di truyén nhu dut gy, chuyén
doan ADN hoit dao doan. Nhitng nguyén nhan gay bién di té bao soma la:

+ kiéu di truyén

+ thé boi : cay da boi thé tan sb bién di cao hon cay nhi boi

+ 56 1an cay truyén: s6 1an cdy truyén cang cao thi tan sd bién di cang 16n

+ loali mo

3.5.3. Mdu dwa vio nuéi ciy

- Su hoai mau:

C6 hai tac nhan 1am hu mau nudi ciy in vitro:

+ Bi virus hay thé giéng nhu virus xdm chiém, khong hoai mau nhung c6 anh hudng
vé sau. CO sy xam nhiém cua nhiéu vi sinh vat nhu: Agrobacterium, bacillus, erwinia
va pseudomonas vao nhu mé s& dan truyén su hoai mau khi té bao bat dau phan chia.
Pé lam giam tac nhan gdy nhiém sir dung mau nudi cay 1a nhu moé phan sinh dinh.

+ Bi vi sinh vat hiy hoai, c6 thé khir tring mau trude khi cay vao moi truong. Nhiing
loai khi dua vao nudi cay thuong bi vi sinh vat hoai mau nén dua vao trong trong moi
truong mat va kho vai tuan trude khi 1y mau nudi cdy sé giam su hoai mau.

Str dung thudc khéng sinh

Nham han ché su hoai mau cua vi sinh vat nhu amphotoricin B, nystelin, kanamicin,
vancomicin va penicillin khtr duoc vi khuan Gram (-) Gram(+) nAm méc... sit dung
tirng don chét hay phdi hop. Nong d6 khur trang 5-100 g/l phy thudc vao vat liéu nudi
céy va loai khang sinh stir dung. M6 thuc vat rat nhay cam véi tac dong cua khang

sinh va c6 nhitng phan ng khac nhau 1én kiéu di truyén do dé nén can than khi st
dung.

3.5.4. Vigc sdn xudt cdc chdt gdy djc tir méu cdy

Hién tugng héa miu hoa nau hay bi den 1a chét mau hay lam giam su ting trudng.
Nguyén nhin cia hién tuong ndy 1a do mau nudi cdy c6 chira nhidu tannin hay
hydroxyphenol ¢6 nhiéu trong mé gia hon mé seo

Mot s6 phuong phap lam giam sy héa ndu mau:

- tach cac phan tir phenol ra khoi méi truong

- bd sung cac chat khir redox (oxidation-redution) phenol vao méi trudng

- ngan chan sy hoat dong cia enzim phenolase

- giam luong phenol c6 sin trong mau bang moéi trudng 16ng gidng maoi truong rin

- mau chuan bi c6 vét cat nho, dé ngoai vai gio trude khi cay, hay noi cay trong moi



truong khong c6 anh sang.

Than hoat tinh duoc dua vao méi trudng dé hap thu chat kim him phenol, ngin chin
qué trinh hoa nau hay den, dic bi¢t c6 hi€u qua trén cac loai phong lan, néng do
thuong 0,1-0,3%. Tuy nhién than hoat tinh s& lam cham quaé trinh phat trién ctia mé do
hap thy chat kich thich sinh truéng va cac chat khac. Polyvinylpyrolidone (pvp), mot
chat thudc loai polyamide, hap thu phenol qua vong hydrogen, ngin chin sy hoa néu,
hiéu qua phu thudc vao céc loai cay tréng khéc nhau.

Giam sy hoa nau bang cach cho cic chat khir qua trinh oxi hoa vao méi truong ngin
chin sy oxi hoéa phenol. Chat khir thuong dung: vitamin C, axit citric, L-cystein
hydroclorit, gluta thione, va mecaptoethanol. Phwong phép quan trong 1a phdi hop
vitaminC va axit citric. Phuong phap dé nghi:

+ sir dung mau cdy nho tir mo seo

+ gay vét thuong trén mau nho nhét khi khir tring

+ ngdm mau vao dung dich vitamin C va axit citric vai gio trudc khi cay

+ Nudi cdy mau trong mdi truong long, O2 thap khong co dén 1-2 tuan chuyén mau tir
moi truong c6 nong do chat kich thich sinh trudng thap sang méi trudng cd néng do
Ccao.

3.5.5 Hién twong thiiy tinh thé

Nhén giéng v tinh in vitro chi c6 hiéu qua khi cdy con dugc nhan gidng chuyén ra
dong rudng co ti 1& séng cao. C6 hién tugng trong nudi cdy mo 1a xuat hién cay in
vitro thily tinh thé. Khi chuyén ra khéi binh nudi cay, cdy con dé dang bi mat nudc va
ti 1¢ song thap. Pay 1a mot dang bénh sinh 1y. Dang nay thudng thay khi nudi ciy trén
moi trudng 1ong hay moi treong thach ¢c6 ham lugng thach thép, dac biét khi su trao
d6i khi thap, qua trinh thoat hoi nudc tap trung trong cy.

- Bic diém cay thay tinh thé

Nhaén thay 14 c¢6 sy khac nhau vé hinh thanh 16p sap & cdy nudi cdy mo va cy ngoai tur
nhién. Luong sap chira trong cay ngoai vuon wom cao hon han cy in vitro. Té bao c6
chtra nhiéu phan tir ¢6 cuc dé dang nhan phan tir nudc gin trén nd, gia ting do mat
nude va tdc dd ho hip cua té bao trong nhan vo tinh va dua dén sy chét cia mé trong
nudi cay.

- Ngin chin qua trinh thay tinh thé

+ giam sy hit nuwéc bang cach ting ndong do duong

+ giam sy ting hap thu nudc bang cach ting ndng do duong trong nudi ciy va dung
cac chét c6 ap sudt tham thau cao, nhung phuwong phép nay lam thay dbi su tong hop
ciu tric khong gian cta diép luc va trc ché hinh thanh chdi.

+ giam gy vét thuong trén miu qua chit khir tring va tiép xtic v6i moi truong cdy it



nhat. ABA ngan chin duoc su hoa thay tinh thé & mot s loai cay trong.

+ giam ndng d6 dam trong moi trudng nudi ciy

+chuyén cay in vitro thudn hoa ngoai vudn wom khong anh huong dén ciy bi thiy
tinh thé.

+ giam etylen trong binh nuéi cay bang cach thong khi tét + taing ndng do dnh sang va

giam nhiét 46 phong ciy.

3.5.6. Khong ché diéu kign méi truwong

Chtng minh duoc rang nudi cdy c6 diép luc hay ciy con in vitro c¢6 kha ning quang
hop tu dudng. Dé nang cao t6i da kha ning quang hop in vitro, cai thién diéu kién vt
li cia mdi truong nudi cay nhu nhiét d, cwong do va thoi gian chiéu sang, sy trao doi
khi...

Nhén giéng in vitro trong diéu kién quang ty dudng cé wu thé hon cac phuong phap
thong thuong:

+ sinh trudng va phat trién cay in vitro c6 thé duge thiic day bang cach ting cuong do
anh sang cua phong nudi cdy tir 30-350] [ mol/m2/s dén it nhat 100 va ting nong do
CO2 1én gip 2-3 lan. Qua trinh ra r& dugc gia ting. Co thé dung mot lugng nho chat
kich thich sinh truong hay chat dinh dudng trong méi trudng nudi cdy. Binh nudi cay
c6 thé duoc day kin nbi tiép véi hé thdng cung cap khi, diéu nay dan dén sy giam do
am tuong d6i va khi etylen trong méi truong , anh hudng dén kha nang hinh thanh khi
khéng binh thudng va sap bao vé. Dan dén sy thuan hoa cay con in vitro dugc thuan
loi, tang ti 1& cdy song. tiét kiém chi phi san xuat cay con.

+ sir dung mdi truong nudi cdy in vitro khong duong 1am giam dang ké cay chét do
nhirng nguyén nhan sinh hoc

+ ngan chan hay tranh dugc cac qué trinh phat sinh hinh thai hay cac hién tugng sinh
1y khong thuédn loi va san xuat ra nhitng cdy in vitro dong nht.

+ binh nubi cdy in vitro ¢6 thé sir dung nhitng binh c6 thé tich 16n, dé dang trong kiém
soat moi trudong nuodi céy, thuc hién ty dong hoa.

3.5.7.Nhirng tro ngai khi thwong mai hoa

C6 nhiéu loai cdy phai dung phuong phép théng thudng, cé loai cdy dung nudi cdy mod
t6t nhung co loai khong c6 hiéu qua vé kinh té

+ Giam chi phi san xuét:chi phi lao dong chiém 60-80 % nén han ché k¥ thuat nudi
cdy mé trong nhdn gidng cdy trong. Pic biét dbi voi cac cay co hé sb nhan gidng thip.
+ O nhitng phong thi nghiém thuong mai thi nghiém cay truyén trong 1 thoi gian dai

la mot van dé. C6 nhitng cAy mét 1-2 nim méi truong thanh



+ Khi nhan gidng in vitro c6 1 sd cay thay doi kiéu di truyén

3.5.8. Nhin giong in vitro va viéc siv dung giong wu thé lai

O nganh trong trot, giéng uu thé lai mai chi duoc tmg dung & mot sd ddi twong nhur:
ngd, ca chua, laa, cai dau, bip cai, hanh tdy, ming tay, dic biét la cac gidng hoa. ..

Str dung wu thé lai khong nhitng 1am ting ning suat tir 20-40%, ma giéng lai con ¢o
dic diém 1a rat dong déu so voi gidng bé me. Tinh ddng déu cta gidng 12 tién dé& quan
trong cho san xuat theo phuong thirc cong nghiép. O sup-lo chang han, phuong thirc
san xudt cong nghiép doi hoi phai thu hoach toan bd dién tich bang co gidi vao mot
thoi diém. Diéu nay chi duoc thyc hién khi sir dung giong wu thé lai F1. Néu dung
giong thuan ching theo phuong thirc ty phdi thi khéng dam bao, vi & cac gidng rau ho
cai (Brassicaceae) thuong xuat hién hién tugng bat tu thu. Vi vdy, phuong phap nhan
gidng va bao quan giéng trong 6ng nghiém ddi voi mot sd gidng rau va giéng hoa co
mot y nghia kinh té cao.

Van dé dit ra hién nay 1a phai nghién ctru cac quy trinh nhan gidng in vitro tdi wu cho
ting lodi cdy trong va cai tién quy trinh d6 dé giam toi muc ddi da cac ton kém vé

nhan cong lao dong trong cac cong doan nudi cay va dua cay con ra ngoai dat.

3.6.Qui trinh nhén gidng mdt s6 ciy trong pho bién

3.6.1.Cay khoai tédy Solanum tuberosum L

* Phuc trang giéng khoai tdy bang phuong phap nudi ciy dinh sinh truong

Phuong phap tién hanh:

3.6.1.1. Xur ly nhiét:

Trong khoai tay trong chau dat trong diéu kién nhiét do, anh sang binh thuong. Khi
chdi nay ra tir ca cao khoang 15 cm thi cit phan ngon dai 6-8 cm, bo bét 2 1a duéi
cling va cam vao mot ly thily tinh dyng dat mun vo tring. Dung mét ly thay tinh khac
day trén ly dat dé tranh cho choi va dat bi mat nudc trong vong 10 ngay dé choi ra ré
(diéu kién nhiét do, 4nh sang khong thay d6i). Sau 3-4 tuan chuyén cay sang diéu kién
chiéu sang 3000-4000 lux, thoi gian chiéu sang 12 gid/ngdy, nhiét do 360C ban ngay
va 330C ban dém. Sau 2 tuan cét bo chdi ngon dé cac chdi bén phat trién. Sau 6 tuan
xu 1y nhiét, chdi bén dugce thu dé tach dinh sinh trudng.

3.6.1.2. Tach dinh sinh truong:

Choi duge cit bo bot 14 va dat trén gidy thim am trong hop petri kin dé tranh bi mat
nude. Néu trong giai doan tao choi, cay duoc nudi can than thi viéc khu trung choi
cling khong can thiét 1am. Néu can thi ciing c6 thé khir tring mau trong dung dich khir
trung c¢6 ndng d6 thip, trong khoang thdi gian ngan. Mau duoc rira sach dung dich

khir tring nhiéu 1an bang nudc cat vo trung. Thao tac tach dinh sinh truéng dugc thuc



hién trong ti cdy vo trung, dudi kinh lap co6 do phong dai x25. Dung kim nhon hay
dau dao monhon gat bo cac 14 bao bén ngoai dén khi con dinh sinh trudng va 2 phéc
thé 1a. Cét dinh sinh truéng véi do dai khoang 0,6 mm va cdy 1én mat moi truong MS
dic c6 bo sung IAA 0,5 mg/l, GA3 0,1 mg/l va inositol 100 mg/l. Pinh sinh truéng
duoc nudi ¢ 230C, thoi gian chiéu sang 16 gio/ngdy. Sau vai tuan, khi cdy cao khoang
3 cm c6 thé cdy sang moi truong moi. Khi cdy c6 nhiéu 14 thi c6 thé nhan 1én bang
cach cat dot, mdi d6t mang mot 1a. Mdi ddt duge ciy vao trong 1 dng nghiém 12 x
100 mm c6 chira 3,5 ml mdi trudng . Néu khoai ty kho ra ré thi bd sung than hoat
tinh vao trong moi truong.Cay khoai tay tao thanh s€ duoc chan doan bénh trén cac
cay chi thi nhu Gomphrena globosa (virus X), Chenopodium amaranticolor (virus S
va X), Solanum demissum (virus Y). Khi chdc chin khoéng con virus trong khoai tay
thi nhitng cay khoai tdy sach bénh dugc dua vao nhan giéng dai tra.

3.6.1.3. Nhdn giong trén khay cét

Cay khoai tay trén dng nghiém dugc cat thanh ting dot, mdi d6t mang mot 13, va cam
vao khay cat am. Khoang cach cam 3 x 3 cm. Che ning, giit am cho dot giam trong 7
ngay dau. Khi d6t giam ra ré, tudi bang dung dich NPK lodng 1 lan/ngay. Phun thudc
trir siu bénh thuong xuyén.Sau 1 thang, cit ngon cdy va gidm vao ludng dat. Phan con
lai van dugc cham séc nhu cii. Sau khi cit ngon 5-7 ngdy, choi bén s& bat 1én va tiép
tuc tang truong. Cac choi bén nay ciing s& duoc cat va trong trén dat. Khay cat nay s&
duogc gilt khoang 12 thang dé thu choi.

3.6.1.4. Nhdn trén luong dat

Chdi ngon trén khay cat dugc cdy vao ludng dat. Pat va phan da hoai dugc tron theo
ty 18 3 phan dat: 1 phan phan. Hon hop dat va phan duoc khtr tring so bo dé khir bot
cac mam gay bénh.Ludng dat duoc trai rong 80cm, dai 5-10m. chiéu cao ludng 6-8 m.
Khoang cach cim chdi 5x5 cm. Sau 20 ngay bat dau cit ngon dé cdy vao bau dat.
Chdi bén nay ciing dugc thu va cdy vao bau dat. Co thé cat lién tuc trong 6-7 thang
dén khi ma hoa gia.

3.6.1.5. Cay trong bau ddt

Bau dat dugc lam bang 14 chudi. kich thude 5x 12 cm. bén trong c6 chua dat. Choi
ngon va chdi bén thu tir lubng ma s& duoc cim vao bau dat. Che ning va giit Am trong
4-5 ngay dau. Khi chdi ra ré va ting trudng thi bo ludi che va tudi bang dung dich
NPK lodng mdi ngdy. Sau 15-20 ngay ( ké tir khi cdy chdi vao bau ) thi cay khoai tdy
da phat trién manh, than map, co bd ré hoan chinh, san sang dugc dua ra tréng ngoai
rudng.

3.6.1.6. Trong cdy ngodi ruéng dé tao ci giong:

Cay khoai tiy bau dit duoc trong ngoai rudng véi mat do rat cao (100.000 cay/ha) dé



han ché sy tang truéng cua cu. Voi mat do tréng nay co thé thu dugc nhiéu cui nho
trong lugng 15-50 g/cu. Khi cii ndy mam s& dugce dem trong v6i mat do 30.000-40.000
cay/ha. Sau khi thu hoach, cu khoai tay 16n s€ dugc ban cho nguoi ti€u thy, ci nho va
trung binh dugc ban dé lam gidng.

3.6.2. Vi nhan oinno hoa daono tién
Nu hoa non

!

Khir trung HgCl, 0,1% 20 phat
Dé hoa

Moi trudng tai sinh

Lat mdng

Callus + Chéi — Mdi tredng tdi sinh
(MS + 1ppm Kinetin + 10% nudc dira g/l Buong + 6,5g/1 Agar)

l Cum chdi phat trién
Moi trudng ra ré

l Cay con

Vuon wom



3.7.Nhén giong ciy than gb

3.7.1.Vi nhén giéng cdy thin g6 con non

Cay con non la cay trong tir hat duge mot nam tudi. Nhan giéng thdng qua hai con
duong nudi cdy co quan va nudi cdy phoi. Thong dung 13 nudi cdy co quan. nudi cay
co quan va nudi cdy phdi khac nhau & chd phat sinh chdi ngon hay chdi bén dau tién
va sau do phat trién ra, cay hoan chinh dugc tai tao.

Trong nudi cay phoi thi phdi phét sinh dau tién sau d6 hinh thanh 14 mam va ré, 14 giai
doan nidy mam thanh cay hoan chinh.

3.7.1.1. Nuédi cdy co quan

Céc budc nhan gibng va moi trudng:

- Hinh thanh chdi tir miu cay dua vao nudi cy

- Vuon than va nhan giong

- Tao ré

- Thuan hoa cay con in vitro

Chon moi trudng nudi cdy cho ting budc phu thudc vao timg loai cdy, tir ndong do
thip dén cao. Thuong ngudi ta bd sung méi trudng co ban duge chon lwa trude phu
hop cho tirng loai cdy va timg budc nhan giéng.

+ Tao chdi:

Mau dang phat trién cho kha nang tao chdi cao

Mau non va chira nhiéu dinh dudng c6 nhu mé phén sinh c6 kha ning tao chdi cao.
chdi mam cay tir hat con non c6 kha ning tao chdi nhiéu hon ciy gia. Phoi hop tir
trudng thanh,la mam, phén trén 14 mam va choi bén cua 14, cac bd phan nay chua
nhiéu mo phan sinh, tao dugc chdi ngon hay chdi bén.

Chdi thuong duoc tao trén moi trudng co6 Cytokinin véi nong d6 0,5-5 phuong phap,
trén 5 phuong phap chdi ngon va chdi bén xuat hién cham lai sau 4-6 thang.

+ Vuon than va nhéan giéng

Moi truong cho vuon than giong mdi trudng nhan giéng nhung khong ¢ cytokinin.
Str dung than hoat tinh (0,5-1%) rat can thiét cho sy vuon than. Pudng Sacaroza 3%
thich hop cho su vuon than va nhan giong, 2% cho tao ré&. Moi trudng long hay moi
truong 1ong trén 16p agar thich hop cho vuon than.



Hinh 3.6. Vi nhan giéng cay caphe

Nhaén giéng dugc thuc hién bang hai phuong phap:

1. Phuong phép cat d6t c6 thé c6 hay khong c6 cytokinin

2. Phuong phap nhan theo cum chdi, c¢6 sir dung cytokinin kich thich choi phat sinh va
phat trién. phuong phap nay thuong ding dol voi cay than gb.

+ Tao ré va thuan hoa

Su tao ré chiu anh hudéng ctia Auxin, cach xtr i Auxin, chét lugng chdi. tudl sinh ly,
gidng cay va nhiét do. Pé tao ré cdy thuong dugc cdy vao méi truong ¢6 Auxin nhu
IBA, NAA hay ca hai loai véi nong d6 0,1-5 phuong phapm cho IBA va 0,1-5 phuong
phapm cho NAA. Nong d6 va thoi gian sit 1i pho thudc vao giéng. Tao 1é va thuan hoa
thuong di doi v6i nhau. Trong thdi gian thuan héa cdy non can dugc duy tri ¢ tinh
trang tu dudng, gidm do am tr 90% dén xuéng 30-50%, 14 day 1én va ré phat trién.

3.7.1.2. Nuédi cdy phéi

+ Céac budce nhan gidong va moi trudng
Tao cay tr phoi trai qua 5 budce

1. Tao phoi

2. Nhan phoi



3. Phat trién va truong thanh phoi
4. Nay mam cua phoi
5. Thuan hoa cay con in vitro
Moi truong nudi cdy giéng nhu méi trudng nudi cay co quan. Thém ABA vao trong
mdi trudng cho sy phat trién phdi truong thanh 1 can thiét
+ Phat sinh phdi va nhan phéi:
Phoi hop tir chua truong thanh, 3-5 tuan duoc dung lam nguyén liéu tao phdi. BA
(0,5-5 phuong phapm) va 2,4D (1-10phuong phapm) duoc dung dé tao phoi. Auxin
rat can thiét cho sy phét sinh va phat trién phoi truong thanh dong nhat. Nhan phoi
bang moi trudng long duge sir dung phd bién hién nay.
+ Sy phat trién va tredng thanh cua phoi
Pé phoi phét trién va truong thanh can c6 ABA (10-20phuong phapm). ABA Kich
thich sy hinh thanh noi du trit lipit, protein, va carbohydrat trong su phat trién phoi 1a
can thiét cho phdi ndy mam. méi trudong cé ap sudt thim thau cao, su trao dol tot O2
va CO2 cal thién chat luong va sb luong phdi duge tao ra. Ding dudng Saccaroza
12% tao &p suat tham thau 10n, ting su truong thanh va lam kho phoi. Pi voi cay
than gd, su hinh thanh phoi trén méi trudng khong cd Auxin.
+ Sy nay mam cua phoi.
Sy ndy mam cua phoi thudng duoc thyc hién trén moi trudng agar, nhung kha nang
tai sinh cay tir phoi cay than g 13 thap. Tai sinh phoi trén cau gidy dit trén moi truong
long co am do cao cal thién dugc kha nang tai sinh.

Pua cdy ra dong ruong
Thé nhan giong dugc tai sinh tir chdi hay in vitro phai dugc dua ra thir nghiém trén
dong rudng so sanh véi cay tir hat va giam canh. Nhung sinh truéng va phat trién cia
thé nhan giéng d6i khi khac vé sinh 1y va di truyén xudt hién trong qua trinh
nhangiéng. Nén rat can than khi nudi cdy thé nhan giéng trén dong rudng trudc khi
nhan hang loat.
+ Nhan thé nhan gidng qua phat sinh co quan
- Nhan gidng cdy than gd sinh trudng nhu cay tir hat
- Thé nhan gidng tir nhitng chdi non c6 trang thai chin cay tt va co khuynh hudng tao
nhirng chdi ngon sat nhau, c6 chiéu cao gidng nhau, duong kinh cay hoi nho hon.
- Cay tir gidm canh thuong t6t hon thé nhan giéng.
+ Nhan thé nhan gidng qua phat sinh phéi:
Sy hinh thanh thé nhan giéng qua phét sinh phdi van chua duoc thir nghiém hoan
chinh.
3.7.2. Vi nhén giong cdy than g6 truéng thanh



Nhén giéng vo tinh cdy trudong thanh kho hon ciy con non

C6 hai loai mau duoc dung:

1. M6 non & gan gbc

2. Chdi truong thanh ¢ dinh cay

3.7.2.1.Nudi cdy co quan:

+X1r 1i cdy me

Cay me c6 tudi truong thanh 16n tudl dugc dem di gidm canh, chiét canh trude khi
dua vao nudi cdy in vitro nhim dé tao mo non hoa.

+ C6 4 budc nhan gidng

1. Tao choi

2. Vuon than va nhan gidng

3. Tao ré

4. Thuan hoa cay in vitro

Moi trudng nhan gidng nhu nudi cay cay con non. Trén mdi trudng bo sung than hoat
tinh gitip vuon than

+ Tao chdi:

Chon mau dang ting trudong, c6 nhu mo dinh hay choi bén dugc kich thich tao choi,
trén mau cay c6 san 1-2 mm. Chon nhitng chdi non vuon ra anh sang thi kha nang tao
chéi cao.

+ Vuon than va nhan giéng

Moi trudong chdi viuon than khong cé chat kich thich sinh trudng va bd sung than hoat
tinh (0,5-2%), khi vuon than c6 ré& thi dem nhéan giong. PASI véi nhiéu cay than gd,khi
chdi xuat hién, thuong duogc tich ra va cdy trén moi truong co6 nong do chat sinh
truong thap nhu BA (0,202 ppm) BA+IBA, BA+IBA+GA3. Tuy nhién méu duoc
nudi cdy trén méi truong co cytokinin+ than hoat tinh hay khong c6 cytokinin thi cay
duogc tré hoa.

+ Tao ré va thuan hoa

Pbi v6i mau gia, Auxin can thiét cho tao r& thuong ding IBA hay IBA+ NAA dé tao
ré. Nhan té quyét dinh dén su ra ré: Dung chdi ¢6 chét lugng, co chat xdp, phun swong
gilt 4m va giam nhiét do ban ngady, tich mo seo ¢ gdc va moi trudng nudi cdy tao ré co
6% duong Sacaroza.

+ Thir ngiém trén dong rudng va tré hoa:

Kha nang lam tré lai co thé duoc thuc hién khi xu li cady me bﬁng cac ki thuat nong
hoc, chon mau nudi cdy, nudi cdy in vitro va méi truong hay nhimng xtr i mang tinh
chét vat I khac

Phu thudc vao muc tiéu sir dung thé nhén giéng:



1. Tré lai hay tré lai & mirc d0 nao do, cay co tc hinh thai tré hon cho théiy can thiét
tréng trén cac khu rung.

2. Céc thé nhan gidng chin hon can thiét dé ra hoa két hat.

+ Chi thi hoa sinh:

Pé tranh nhiéu thang cho doi va d6i khi hang nhiéu nim dé quan sat nhitng anh huong
ctia cac x1 khac nhau trén hinh thai, sinh 1y, tap tinh tai sinh cia nhiing thé nhan gidng
tir cAy trudng thanh, nhitng phuwong phap chi thi hoa sinh dugc st dung dé nghién ctru.
Nghién ctru ti 16 K/Ca trong mé chiu anh hudng cta cytokinin va mirc do tré cta chdi
trong nuoi cay.

Str dung phuong phap sinh hoc phan tir @& nghién ctru nhitng anh huéng cua trudng
thanh dén nhirng dic tinh hinh thai va quang hop & cdy truéng thanh gitp ta phat hién
nhiing chi thi tré lai.

CAU HOI ON TAP

1. Néu mot s6 phuong phap nhan gidng thyc vat truyén thong

2. Phan tich nhiing han ché ctia phuong phép vi nhan giéng

3. Tém tat cac phuong phap nhéan giéng invitro

4. Trinh bay cac giai doan trong quy trinh nhan gidng v6 tinh in vitro

5. Phan tich cac van dé lién quan dén nhéan gidng invitro

6. Tom tat qui trinh vi nhan giéng cay khoai tiy va ciy dong tién

7. So sanh su giéng va khac nhau trong qui trinh vi nhan giéng cdy nong nghiép thong
thuong va cdy than gb



Chuong 4. NUOI CAY GIAO TU, TAO CAY BON BOI IN VITRO

4.1. Véan dé don bdi cia thuc vat

Hau hét cac loai cdy trong ctia chung ta déu c6 mirc boi thé 16n hon 1, pho bién
13 nhi boi (2n) va tr bdi (4n). Nhu vay, mdi dic diém di truyén & nhiing ca thé nay déu
bi hai hay nhiéu allen cia mét gen chi phdi. Néu do 1a nhiing cé thé di hop tir, tirc 13
cac gen trong mdi hé gen nhi bdi hay t&r boi khac nhau thi biéu hién tinh trang
(phenotype) cua gen d6 hoan toan tuy thudc vao tinh trang lan hay tri cua ching
quyét dinh. Vi vay, mirc boi thé 1y tudong dé tién hanh nghién ctru di truyén cac tinh
trang phai 13 mtc don bodi (1n) hodc cac mirc da boi khac nhung chung phai dong nhat
tuyét doi.
Gia trj cta cay don boi trong cac nghién ctru di truyén va chon gidng da duoc phat
hién tir 1au. Ké tir khi Blakeslee (1921) mé ta cay don boi tu nhién dau tién ¢ Datura
stramonium, cdy don boi ty nhién da duoc tim thiy ¢ rat nhiéu loai cdy khac nhau.
Tuy vay, cac cdy don boi ty nhién xuét hién mét cach ngéu nhién véi tn suét rat thép
khong thé dép ting yéu ciu cua nghién ctru va chon gidng.
Niam 1964, 1an dau tién trén thé gi61, hai nha khoa hoc 4n Pd Guha va Maheshwari
thanh coéng trong viéc tao cdy don bdi tir nudi cdy bao phan in vitro cdy ca Datura
innoxia. Ngay sau dé, cdy don boi di dugc tao ra bang nudi cdy bao phan ¢ hang loat
cdy trong khac nhau. Cac nha khoa hoc da tim ra nhitng yéu t6 quan trong anh hudng
dén thanh cong cta qué trinh nudi cay nhu anh huong cua kiéu gen, giai doan phat
trién ctia hat phin va cac diéu kién méi trudng nudi cdy. Ngoai nudi cay bao phan, céc
nha khoa hoc con c¢6 nhitng thanh cong rat 1on trong nudi cay noan chua thu tinh, nuéi
cdy hat phén tach roi. Ky thuat tao cdy don boi in vitro thong qua kich thich tiéu bao
tir hodc dai bao tir trong nudi cdy hat phan va nodn cho phép tao ra nhanh chéng hang
loat cay don boi, phuc vu dic luc cho muc dich nghién ctru di truyén va tao giéng cay
tréng.
Hai phuong phéap co ban cua ky thudt don bdi hién nay la:

- Nudi cdy bao phan hay tiéu bao tir tich roi hay con goi la nhu phuong phap
trinh sinh dyc trong 6ng nghiém (in vitro androgenesis).

- Nubi cay té bao trimg chwa thu tinh hay con goi 1a phwong phap trinh sinh cai
trong dng nghiém (in vitro gynogenesis).
Vat liéu ban dau cho qué trinh nuoi céy in vitro tao cay don bdi thuong la:

- Bao phén, hat phan tach roi, cum hoa (phwong phap nay hay duoc 4p dung



cho nhitng loai c6 hoa nhd).

- Clru phoi sau lai xa. Khi lai xa gitra hai loai lia mach Hordeum vulgare va H.
bulbosum, qua trinh thu phan phdi don boi xay ra do nhiém sic thé ctia H. bulbosum
bi loai trir, nhung ndi nhil ciia phdi don boi lai khong phat trién. Sir dung phuong phap
nudi cdy phdi da ciru dugc nhimg phoi nay va tao ra hang loat ciy don bdi (Jensen,
1977).

- Thy tinh gia. Pay 13 qué trinh thy phan nhung khong xay ra sy thu tinh. Mic
du vay, té bao trimg van dugc kich thich phat trién thanh cay don bdi. Hess va Wagner
(1974) da tién hanh thu phan in vitro gitta Mimulus luteus v6i Torenia fournieri va két
qua la da tao dugc cay don boi.

- Noan chua thu tinh.

Trong s6 cac vat liéu trén, bao phén, hat phén tach ro1 va noan chua thu tinh 1a nhiing
nguén nguyén li€u quan trong, dugc str dung phé bién hon dé tao cay don bdi.

Ké tir thanh cong dau tién cia Guha va Meheshinari (1996, 1967), cac cdy don boi cia
hon 247 loai thudc 88 chi va 34 ho thuc hat kin da duoc tao ra tir nudi céy bao phén va
hat phan (Bajaj, 1990). Cay don bi tir nudi cdy noan hinh thanh theo kiéu trinh sinh
cai.

Tai Trung Qudc, cong nghé don bdi da duoc trién khai c6 hé thong trén quy mé 16n va
c¢6 dinh huéng chién luge rd rang trong tao giéng méi. Hon mot nghin co sé nudi ciy
bao phan d3 hoat dong trén toan qudc tir nhitng nam 1970, két qua di tao dugc trén
100 giéng lta mai trong mot thoi gian ngan. Trong d6, giéng laa nudc va lua mi méi
tao ra tir ky thuat don bdi da mo rong san xuét trén dién tich vai triéu ha. Tai Triéu
Tién, k¥ thuat nudi cay bao phan da tao ra 42 gidng laa méi (Sasson,1993; Jain cs.,
1997). Uu thé ciia cac phuong phap nudi cay nay 1a tat ca cac cdy tao thanh déu c6
nguén géc tir tiéu bao tir hodc dai bao tu, vi vay cay con nhan dugc s€ l1a cady don boi
hodc cdy nhi boi ddng hop tir tuyét dbi véi cac cip nhiém sic thé twong dong hoan
toan giéng nhau (trir truong hop dot bién). Cay nhi bdi thu duoc 1 do qué trinh nhi
boi hoa tu nhién cua hat phén don bdi trong nuoi céy hoac xtr 1y da bdi hoa bﬁng thuc
nghiém.

Tir 1au, cac nha di truyén va chon gidng cdy trong di str dung trang thai don boi cua
cdy trong dé tién hanh nghién ciru va thong qua da boi hoa thé don bdi d6 dé thu duoc
cac dang dong hop tir tuyét d6i. Tuy nhién, cac phuong phéap kinh dién dé thu nhan
ciy don bdi cho hiéu qua rat thip. Ky thuit tao cdy don bdi in vitro thong qua kich
thich tiéu bao tir phat trién thanh cy trong nudi ciy bao phin va hat phin cho phép
nhanh chong tao ra hang loat cay don boi dd 1a mot bién phap hitu hiéu déi véi linh

vuc ungdung don bdi vao nghién ctru di truyén va tao giong cay trong. Véi cac thé



don bdi cua thyc vat bac cao ngudi ta ¢6 thé st dung vao cac muc dich:
- Nghién ctlru di truyén vé€ moi twong tac cua cac gen.
- Tao dot bien & murc d6 don boi.

- Tao dang dong hop tir tuyét doi.

4.2. Phwong phap tao thé don bi in vivo

Ké tir khi Bergner phat hién ra cdy don bdi ¢ Datura stramonium vao nim
1921, cac nha tao gidng thuc vét da tap trung nghién ctru va thu duoc nhiéu ciy don
bo1 hodc trong diéu kién in vitro hodc trong diéu kién in vivo. Trong ty nhién, céc
dang don boi ting 1én do két qua cta sy trinh san va cic cdy nay hiém khi mang céc
dic diém cua cay bd. Cac k thuit in vivo duoc tng dung dé san xuét cay don bdi nhu
Sau.:

4.2.1. Sinh sdn don tinh cdi (gynogenesis)

San xuat cac thé don bdi riéng 1& bang cach phét trién cc té bao nodn bét thu
(unfertilised egg-cell) trong truong hop su thy phan xay ra cham. Gynogenesis dugc
tim thay khi lai khac loai gitta Solanum tuberosum (2n = 4x) x S. phureja (2n = 2x)
két qua tao ra dang song don bdi (dihaploid) 13 khoai tiy (2n = 2x).

4.2.2. Sinh sdn don tinh dwc (androgenesis)

San xuit cac thé don boi riéng 1& boi su phét trién cia té bao nodn mang nhan
ctia bo. Trong trudng hop nay, su dio thai hoidc bat hoat ciia nhan nodn (egg-nucleus)
xuat hién trudc khi thy tinh.

4.2.3. Sw dao thdi hé gen bang lai xa

Hién tuong nay xay ra khi lai khéac chi va khéc loai do su dao thai chon loc cua
mot trong nhitng hé gen ciia bd me trong qua trinh phat trién sau khi thu tinh. Vi thé,
phoi dugce tao thanh chi véi mot hé gen va cay phat trién tir phoi nhu thé co thé 1a cay
don boi. Chang han: lai khac loai gitta Hordeum vulgare va H. bulbosum cho ra cay
don bdi H. vulgare.

4.2.4. Sw giao phoi khong hoan toan (semigamy)

Qua trinh lai ma & d6 nhan cua té bao nodn va nhan sinh san (generative
nucleus) cta hat phin nay mam phan chia doc 1ap, cho két qua tao ra thé kham don
boi (haploid chimera).

4.2.5. Xir Iy héa chit

Mot s6 hoa chat, nhu chloramphenicol va parafluorophenylalanine ¢ thé cam
ung dao thai mot bod nhiém séc thé & cac té bao hodc mo soma, lam tang cac thé don
bdi. Xt Iy bang toluene blue, maleic hydrazide, nitrous oxide va colchicine ciing c6

thé cho cac két qua tuong tu.



4.2.6. Shock nhiét

Xt Iy nhiét d6 cao hodc nhiét do thip c6 thé c6 tic dung trong viée ngin can
sinh san hitu tinh (syngamy) va cam tng thé don boi.
4.2.7. Anh hwéng ciia chiéu xa

Tia X hodc anh sang UV gian tiép cam mg lam dit giy nhidém sac thé va dao
thai ching, tao ra cac thé don bdi.
Nhin chung, cac phuong phap in vivo c6 hiéu suat san xuat cdy don boi thap. Cac
phuong phap in vitro cho hiéu qua cao hon nh¢ k¥ thudt nudi cdy hat phan (pollen
culture) hodc nudi cdy bao phan (anther culture) & khoang 250 loai va loai lai. Cac loai
dac trung cua ho Solanaceae cho két qua tdt hon ca, mic du & cac ho Cruciferae,
Poaceae, Ranunculaceae va mot sd ho khac ciing c¢6 kha ning cam tmg tao cay don

bdi bang sinh san don tinh bao phan hodc tir nudi cay hat phan phan lap.

4.3. Phwong phap tao don boi in vitro

Pon boi xuat hién trong nudi cdy in vitro vao giita nhitng nim 60. Guha va
Maheshawari (1964-1966) da phat hién duoc nhitng cau trac giéng phoi trong nudi
cdy bao phan cia ca doc dugc (Datura) va chimg minh dugc rang cdy don boi nay
xuat hién tir hat phan don bdi. Nam 1967, Bourgin va Nitsch da nudi thanh cong cay
thudc 14 Nicotiana don bdi tir bao phén tdi liic ra hoa. Cho dén nay, ngudi ta da thanh
cong trong nudi cdy bao phan cta nhiéu loai nhu: la, laa mi, ngd, cai, tiéu...
4.3.1.Cac phwong phap phdt sinh cdy don bgi invitro

Hién tugng phat sinh cay don boi tir cac té bao giao tu duc cua thuc vat dugc
goi 1a sinh san don tinh duc (androgenesis). Nguoi ta phan bi¢t 3 phuong thirc sinh
san don tinh duc:
4.3.1.1. Sinh san don tinh tryc tiép tir tiéu bao tir
Tiéu bao tir trong bao phan — Phoi — Cay don boi (n = 1)
CAu truc dang phdi (embryoid) phat trién truc tiép tir hat phan. Qua trinh nay thudng
xay ra trong bao phén, dién hinh 1a: Datura, Nicotiana, Atroppa.
4.3.1.2. Sinh san vo tinh qua callus
Tiéu bao tir trong bao phan — Callus — Chdi — Ciy don bdi (n = 1)
Cay hoan chinh phat trién tir khdi callus, khéi mé nay thuong phat trién ra ngoai bao
phén, vi du: Oryza, Brassica, Lolium, Hordeum.
4.3.1.3. Sinh san don tinh hén hop
Giai doan phat trién callus xay ra rat ngén va kho nhén biét, vi du: Datura,

Lycopersicum (chua chic chan).



4.3.2. Cdc bwéc phdt trién phéi ciia hat phin

Binh thuong sau khi dugc giai phong tir tir tir hat phan chita mot nhan, giai
doan nay dugc goi 1a giai doan hat phén don nhan. Sau d6 nhan chia do1 tao thanh mot
nhan dinh dudng va mot nhan sinh san. Nhan sinh san lai chia do6i tao thanh hai tinh tir
(giai doan nay mam tao thanh 6ng phén) lam nhiém vy thy tinh kép cho noan va noi
nhii cua ti phoi.
Sunderland (1970) cho rang trong nudi cdy in vitro, budc phat trién dau tién cua hat
phan vin xay ra nhu binh thuong cho téi giai doan hai nhan. Qua trinh tao phoi
thuong bit dau tir nhan sinh san, nhan dinh dudng hay ca hai nhan, song cha yéu la
nhan dinh dudng, trong khi nhan sinh san chi phan chia mét vai lan rdi ngimg han. Co
truong hop ngoai 16 cay don boi phat trién tir nhan sinh san nhung thudng rat yéu.
Ciing c6 ¥ kién nguoc lai, chang han Raghavan (1977) cho rang phan 16n phoi
Hyoscyanus niger ma ong thu dugc bang nudi cdy bao phan c6 ngudn gdc nhan sinh
san.
Vé nguyén tic, thi k§ thuat nudi ciy in vitro cho phép tao dugc don bdi bang nhiéu
phuong thitc khac nhau, nhung phuong thirc bat dau tir tiéu bao tir van 14 tién loi nhat.
4.3.3. Cdc nhan to anh hwéng dén nuoi cdy bao phin
4.3.3.1. Kiéu gen ciia cdy cho bao phan
Kiéu gen clia cdy me co vai tro rat quan trong trong viéc xac dinh tan s6 san xuat cay
hat phan. & lia mi, tin s6 cam ung cua callus hat phan va su tao thanh cdy xanh tiép
sau d6 duoc diéu khién bai nhiéu gen. Mdi kiéu gen khac nhau twong tmg véi phan
mg sinh san don tinh khac nhau trong nudi cdy bao phan. Vi thé, dy 1a van dé can
lwu y dé chon loc chi cac kiéu gen co phan tng cao, con hon 1a tip trung chu y dén
viéc cai thién cac diéu kién cho hé thong nudi cdy (mot van dé phuic tap) trong nudi
cdy bao phén.
4.3.3.2. Nhan t6 thanh bao phan
Hat phan ctia mot giéng thudc 14 s& phat trién thanh phoi ngay ca khi chuyén vao bao
phan cta mot gidng khac. Chinh két qua nay da dua ra khai niém "nhan to thanh"
(wall factor) va n6 gitip d& cho nhiéu nha nghién ciru sir dung "hiéu ing bao mau"
(nursing effect) cia bao phan hoan chinh dé phat trién sinh san don tinh & céc hat
phan phan l4p cta nhiéu loai. Dich chiét cta bao phn ciing c6 tac dung kich thich san
xuét phoi hat phan (pollen-embryo production).
Céc nghién ctiru vé mé hoc (histology) di xac dinh vai trd ctia nhan té thanh bao phén
trong viéc phat trién phdi hat phan. Mot sé két qua nghién ctru cho thiy glutamine
riéng r& hodc phdi hop véi serine va myo-inositol ¢ thé thay thé nhan té thanh bao

phan trong céac thi nghiém nudi ciy hat phan phén lap.



4.3.3.3. Méi trwong nudi cdy

Thanh phan mai truong nudi cay thay doi tiy thudc vao kiéu gen va tudi ctia bao phan
cling nhu cac diéu kién ma & d6 cdy cho bao phin sinh trudong. Sinh san don tinh tiéu
bao tir & Nicotiana tabacum va Datura innoxia c6 thé duoc cam tng trén moi truong
agar don gian chi chira sucrose. Hat phén tiép tuc phat trién trén méi trudng nhu thé
cho dén giai doan hinh cau (globular stage). Qua trinh sinh trudng vé sau ctia phoi hat
phan doi hoi bd sung cac mudi khoang vao méi trudng. Tuy nhién, hau hét cac loai
thuoc ho Solanaceae chi phat trién sinh san don tinh trén méi trudng nudi cay hoan
chinh (complete nutrient medium) bao gdm céac loai mudi khodng, vitamin va sucrose
ctia Nitsch hoic MS. Mubi Fe (40 umol/L Fe-EDTA hoic Fe-EDDHA) dudng nhu
quyét dinh chu yéu cho su phat trién phéi ctia hat phan 3 hodc 4 tuan tudi trong qua
trinh nudi cdy.

O cac loai khong thudc ho Solanaceae, thanh phan moéi trudng bao gém: cac chat diéu
khién sinh trudng va cac hdn hop dinh dudng phuc tap (nhu dich chiét ndAm men, dich
thity phan casein, nudc dira). Méi trudng N6 sau d6 ciing duoc st dung cho nudi cay
bao phan cta cac loai ngil céc khac nhu laa, laa mach den. Trong khi nhiéu loai can
c6 auxin va/hodc cytokinin dé cam ung sinh san don tinh thi da s6 cac loai thudc ho
Solanaceae chi can moi trudng co ban. Sucrose 1a mot thanh phan khong thé thay thé
clia moi truong, thong thudng nguoi ta sit dung & nong do 2-4% nhung cac loai nhu
Brassica can nong do cao hon (10%). Thay thé sucrose bang cach bo sung glutathione,
ascorbic acid va glucose cling c6 tac dung tuong tu, kich thich sinh san don tinh ¢ lua
mach den. B6 sung than hoat tinh hodc 2-chloroethyl-phosphate vao méi trudong nudi
cdy ciing ¢o tac dung kich thich sinh san don tinh & mot s6 hé thong nudi cay.

4.3.3.4. Anh huong ciia nhiét @6 va dnh sing

Gay shock nhiét s€ tang tan sb sinh san don tinh tiéu bao tir. Cac nu dugc xu ly lanh ¢
3°C hodc 5°C/72 gio kich thich hat phan phat trién thanh phéi (xdp xi 58%) & mot sb
loai thugc ho Solanaceae (Datura, Nicotiana), nguoc lai bao phan duoc duy tri ¢ 22°C
trong cung thoi gian chi cho kha ning phat trién phoi khoang 21%. Néi chung, gay
shock nhiét tir 2-5°C/72 ¢6 tac dung kich thich sy phat trién khong binh thudng cua
giao tir dyc va tich lily hat phdn don nhéan (&rc ché sy phat trién tiép & cac giai doan
sau).

Cum hoa hinh chuy (panicles) dugc tach roi cia laa khi xu ly ¢ 130C/10-14 ngay cho
tan s hat phan tao callus cao nhat. Cam tmg sinh san don tinh s& c6 hiéu qua cao néu
bao phin cua cac loai ngii cdc khac (lua, ngd, pennisetum) duwgce bao quan & nhiét do
thip trude khi nudi ciy. Mot sb két qua nghién ciru cho thiy tién xtr Iy bao phan &
nhiét d6 350C di kich thich sinh san don tinh & mét s loai Brassica va Capsicum.



Tan s phat sinh cay don bdi va sinh trudng cia cdy néi chung s& tot hon néu ching
dugc nudi trong diéu kién chiéu sang, mac du cdy hat phén ctia mot sb kiéu gen sinh
truong trong ca hai diéu kién co chiéu sang va trong téi. Tuy nhién, cac hat phan phan
1ap duong nhu min cam v&i anh sang hon so v6i bao phan. Anh sang trang cuong do
thap (low intensity white light) hodc anh sang huynh quang do (red fluorescent light)
kich thich phat trién nhanh hon cta phoi trong nudi cdy hat phan thudc 14 phan 1ap so
v6i v6i anh sang trang cudng do cao.
4.3.3.5. Trang thdi sinh 1y ciia cdy cho bao phdn
Bao phan tach tir cay sinh trudng trong diéu kién ngay ngan (8 gio/ngdy) va & ving co
cuong do anh sang cao cho phan Ung tuong ddi tét hon so véi ciy dai ngay (16
gid/ngdy) c6 cing cudng do chiéu sang. Su phat sinh phoi hat phin c6 thé duoc cai
thién nhiéu hon néu nhiét d6 dudi diéu kién ngay ngan duy tri & 180C. Sy thay doi
mua vy thich hgp va tudi cay cho bao phan anh hudng 16n dén phan tng cua cac hat
phan. Xt 1y cdy bang cach bom thudc trir sau hodc cac chat doc khac can phai duoc
tranh. Cay thiéu nitrogen c6 thé anh hudng xau dén bao phan hon so voi cay duoc
cung cap du nitrogen. Vi thé, c6 thé khuyén cdo rang chi co nhitng nguyén liéu sinh
truong & cac diéu kién moi trudng duoc dicu chinh tot chang han nhu nha kinh
(greenhouse) mai c6 thé dung cho viée sinh san don tinh tiéu bao tir.
4.3.4. Nhitng ton tai trong nghién civu don bji

Viéc kich thich hat phan phat trién thanh cdy don bdi 1a mot dong gop rat 16n
cho cong tac cai thién giong ciy trong. Nudi cdy bao phan hién nay van chua dap tng
duogc yéu cau to 16n ciia cong tac giéng cay trong, vi rang k¥ thuat ndy mai thanh cong
0 khoang trén 30 loai cua trén 20 chi, chu yéu 0 cac chi va loai thudéc ho ca
(Solanaceae).
Thoi gian qua, nguoi ta da tién hanh cac thi nghiém véi qui mo 16m trén cac dbi tuong
cdy trong ngil coc thude ho hoa thao (Poaceae), nhung két qua méi han ché & lta mi
va lua nudce.
Mubn tmg dung phuong phap don bdi c¢6 hiéu qua doi hoi phai co sé luong don boi
16n. Nhung dén nay c6 thé néi chung ta chwa ndm dugc chinh xac yéu cau dinh dudng
can thiét trong méi trudng nudi ciy.
Déi voi thude 14, moi truong dinh dudng dé nudi bao phan rit don gian gdm mudi
khodng va sucrose, khong can céac chat hitu co khac ciing nhu hormone sinh trudng.
Thé nhung dé nudi cdy bao phan la nudc va lua mi thanh cong cac tac gia Trung
Qudc phai dung thém dich chiét khoai tdy ma thanh phan chua duoc biét téi. Mic du
vay, bao phan cac loai ngii cdc duge nudi cdy ciing chi tao callus, dé c6 cay hoan

chinh phai tién hanh tao chdi tir callus d6. Va thong thuong thi ty 1¢ bach tang rit cao,



chéng han: Mix va cs (1977) nhan duogc 3.400 cay bach tang trong s6 4.000 cay yén
mach tai sinh tir callus bao phan.
Ngoai ra, trong s cé thé thu duoc thong qua bude tai sinh tir callus mot ty 1& dang ké
da 1a cay nhi boi (~ 60%).
Trong nudi ciy bao phan, viéc xuat hién nhitng phoi ludng boi tir té bao ludng boi cia
v6 bao phan chua thé loai trir duoc. Vi vy, ngudi ta dang thi nghiém tao cdy don boi
tir hat phan phan 1ap. Puong nhién méi trudng nudi ciy hat phan phan lap doi hoi
phtc tap hon méi trudng dinh dudng nudi cay bao phan. Méi trudng nudi hat phan
Petunia c6 chira auxin, cytokinin va boric acid.
Thudng 14 ngudi ta phai nudi ca bao phan 4-16 ngay trén mot méi trudong dinh dudng
roi sau d6 méi tach riéng hat phan dé nuéi tiép tuc trén moéi truong cii d6. Hiéu qua
clia phuong phap niy rat cao, da dat toi 1.000 phoi/ dia petri. Théng qua qua trinh
nudi trude d6, moi truong dinh dudng duge bo sung thém nhirng chat can thiét do bao
phan tiét ra. Glutamine 13 mot thanh phan quan trong, nhung con nhiéu chat khac van
chua dugc biét toi.
4.3.5. Hién twong bach tang trong nuéi cdy don bji

O cac dbi tuong cdy hai 14 mam nhu Datura, Atroppa, Nicotiana, Brassica... khi
nudi cay bao phan cay don boi thuong phat trién truc tiép tir ticu bao tir va it khi xuat
hién cay bach tang. Nhung & nhiing d6i tugng cdy mot 14 mam nhu lua nudc (Oryza),
laa mi (Triticum)... cdy hoan chinh phat sinh thong qua giai doan callus thi tin sb cay
bi bach tang chiém kha cao (20-30 % hodc cao hon nira). Tan s6 cay bach tang phu
thudc vao cac yéu tb sau:
- Tudi callus cay chuyén tir moi trudng tao mo seo sang moi trudng tai sinh cy.
Cang cdy chuyén mudn tan sb bach tang cang cao.
- Nhiét do nudi cdy. Nhiét do cao thuong lam tang sd luong ciy bach tang.
Nghién ctru vé siéu ciu tric té bao 14 cdy bach tang cho thay trong tién lap thé ctia ciy
bach tang khong c6 ribosome, nhur vdy qué trinh sinh tong hop cac protein hodc cic
tiéu phan protein ciia lap thé nay khong hoan chinh, dan dén tinh trang lap vo sic
khong phat trién thanh luc lap duoc.
Ciing c6 gia thuyét giai thich hién twong bach tang 1a két qua ctia hiéu tng me:
Hiéu trng me biéu hién r& & mot sb dic diém di truyén té bao chit. Khi thu phan chi co
nhén cta té bao sinh san duc duge chuyén sang té bao nodn. Vi vay, cac tinh trang di
truyén té bao chit chi di truyén theo duong me. Hat phén 14 té bao chira rat it nguyén
sinh chét, tirc 12 s6 lugng ty thé va tién luc lap ciing rat it. Khi nudi nhirng té bao nay
thanh nhitng c4 thé thuc vat hoan chinh c6 thé xay ra hién twong mét can di trong

tuong tac di truyén gitta nhan va co quan ttr, dan dén sai 1éch trong qua trinh phat sinh



co quan tu, dac biét 1a luc lap.



4.4. Ung dung ciia thé don bdi

4.4.1. Nghién civu vé phéi hoc thwe nghiém

Chu yéu trén cac dbi twong ma phdi phat trién tryc tiép tir tiéu bao tir trong nudi cy
bao phan thong qua qua trinh phat sinh phoi don tinh, con goi 1a sinh san don tinh duc
(androgensis).

4.4.2. Nghién ciru vé té bao hoc

Cay don bdi c6 thé sinh truong va phat trién téi giai doan ra hoa, nhung bat duc. Khi
nghién ctru qué trinh phan bao giam nhiém dau tién cua té bao me hat phan cay don
boi c6 thé phat hién duogc mbi quan hé tuong tac gilra cac nhiém sic thé, boi vi bd
nhiém sic thé don boi khong thé giam nhiém binh thudng duoc, vi du:

Nghién ctru b nhiém sic thé cay thudce 14 trong (Nicotiana tabaccum) nhi boi

ngudi ta thdy c6 48 NST, luc phan chia giam nhiém ching sip thanh 2 diy, goi la diy
S va diy T. Mbi diy gom 24 NST. Nudi cdy don boi cta nd cé sb lugng NST n = 24
va theo ddi phéan chia giam nhiém ciia té bao me hat phan ciing thiy cac NST xép
thanh cap: 12S + 12T. Piéu nay chimg to bd NST don boi cta cdy thudc 14 c¢6 nhiing
biéu hién nhu mot bo NST ludng boi, vi cac NST trong diy S déu tim thay NST tuong
dong trong diy T. Pay la két qua rat phu hop véi lich sir phét sinh ching loai ctia cay
thudc 14 trong:

Nhu vdy cdy thudc 14 tréng 1a mot dang t& bodi, nhung khong hoan chinh
(allotetraploid), biéu hién 1a cay don bdi n = 12S + 12T bét thu do khong phai tat ca
NST ctia bd S déu c6 NST twong dong ¢ bo T.

4.4.3. Nghién ciru dét bién va di truyén

Trong hé gen (genome) cua thé don boi khong co quan hé tinh troi ma chi ¢ quan hé
bd sung giita cac gen, do d6 cac thé don bdi 13 nhitng nguyén liéu 1y tudng trong chon
dong d6t bién ciing nhu trong nhitng nghién ctru vé mdi tuong tac cia cac gen.

4.4.4. Cdi thi¢n giong cdy trong

4.4.4.1. Tao dong thudn

Thong thudng bang phuong thirc tu phdi néu muén thu duoc dong dong hop tir ctia hé
gen 2x thi phai qua 10 thé hé va bd gen 4x thi phai qua 30 thé hé. Bang nuéi cay don
boi va da boi chi can mot thé heé.

Khi so sanh hiéu qua chon giéng bang cac phuong phap khac nhau nguoi ta thiy rang
phuong phap don boi c6 wu thé khi:

- Gen c6 tuong tac di truyén.

- B6 nhiém sac thé rat di hop.



O nhing truong hop tinh di truyén 6n dinh thi hai phuwong phap nhu nhau.

O nhimg trudng hop tinh di truyén khong 6n dinh thi phwong phap don boi co

hi€u qua hon.

4.4.4.2. Tao cdy tir hat phén cia cdc dong lai F1

K§ thudt nudi cay bao phan va hat phan trén méi trudng tong hop di dugc st dung
rong rii vao nhidu muc dich khic nhau. Két qua cong bd gan ddy trén thé gidi ciing
nhu trong nuéc cho thay: phuong phap tao cdy tir hat phan cta cac dong lai F1 khong

chi rat ngan thoi gian tao giong ma con don gian hoa qua trinh chon giéng.

Cav bo AAbb x anBEB Cav me

Cay Fl AaBb

AB Al aB I ab

Hidu gen cua hat phin

AR Ab aB ab
Kidu gen cua ciy den boa

AABEB AAkb anBE nablb

Kidu pen ciin céiy nhj béi hoi ¢6 ngubn géo hat phin

Vi du: Mot giéng mang gen A chéng chiu mot bénh nam lai vi mot giébng mang gen
B ciing chong chiu bénh do mét loai nam khéc gay ra .

Theo so d6, bang phuong phap tao cdy tir hat phdn s& nhan duoc bon kiéu gen
(genotype) dong hop khac nhau, trong d6 xac suat xuat hién kiéu gen chéng duoc ca
hai loai bénh nAm (AABB) 1a 1/4. Néu so voi phwong phap chon loc thong thudng thi
xéc sut xuat hién kiéu gen AABB 1a 1/16.

Mit khéc, nha chon giéng s& khong thé phan biét duoc cay dong hop AABB véi cic
cdy di hop nhu AABb, AaBb vi chiung déu giong nhau vé kiéu hinh (phenotype). Do
do bt budc nha chon giéng phai tiép tuc chon loc & cac thé hé tiép theo. Kinh nghiém
cho thay bang phuong phap chon loc thong thudng cho dén doi thtr nim, ngudi ta van

chua chon dugc cac dong dong hop tir mong mudn & cic giéng tu thu phan.

Bang 4.1 Cac kiéu gen cuia cay F2

Kiéu gen giao t& cai AB Ab aB ab

Kiéu gen giao t&r duwc




AB AABB AABb AaBB AaBb
Ab AABb AADbb AaBb Aabb
aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb Aabb aaBb aabb

Truong hop tong quat, néu kiéu gen cua cdy F1 1a di hop tir mot gen dén n gen (cac

gen nay khong nim trén cung mot nhom lién két) thi & cay F2 s& phan ly tinh trang

theo bang
Bang 4.2.Su phén ly tinh trang cta cac cay F2 di hop
N 2" 3" 4"
1 2 4
2 4 16
3 8 27 64
4 16 81 256
12 4096 531441 16777216

n: s6 gen c6 chita cac alen khac nhau ¢ hai nhiém sac thé dong dang

2" : s6 giao tir khac nhau vé hé gen (genome); hoic so kiéu gen déng hop nhan dugc o
F2; hoic sd kiéu gen dong hop c6 thé nhan duoc bang phuong phap tao ciy tir hat
phan ¢ F2.

3" : S kiéu gen khac nhau nhan dugc ¢ F2

4" : Tong s6 kiéu gen nhan dugc ¢ F2 theo 1y thuyét

Vi du 6 lta c¢6 12 cip nhiém sic thé 2n = 24. Néu tit ca cac nhiém sic thé dong dang
déu khéng gidng nhau tirng d6i mot thi & F2 nguoi ta s& thu duoc 531.441 kiéu gen
khac nhau, trong d6 c6 4.096 kiéu gen dong hop. Vi vdy, trong phuong phép truyén
thong, nha chon giéng phai rat tinh té va phai qua nhiéu thé hé moi co thé chon loc
duoc mot vai dang dong hop mang nhitng dic diém mong mudn. Xac suit chon loc
trong truong hop nay ¢ F2 s& 1a: X= 1/16.777.216 (X 1a s6 dong dong hop tir can
chon) so véi trudng hop cdy tir hat phan c6 thé thu duoc 4.096 dong thuan khac nhau:
thi xac suat 1a X = 1/4.096.

Ngoai ra, ngudi chon gidng cé thé dé dang phan biét cac kiéu gen khac nhau vi &
trang thai dong hop, cac dic tinh kiéu hinh dwgc biéu hién rd rét. Nhu vay, bing



phuong phép tao cdy tir hat phan c6 thé rat ngan thoi gian va don gian hoa qua trinh
chon gibng.

Cho toi nay nguoi ta da biét hai trudng hop phat trién khac nhau cua cay tir hat phan
nudi ciy in vitro:

1. Cay xuat hién thang tir hat phin khong qua giai doan mo seo

Vi du: ¢ cac loai cay ca Datura innoxia, thudc 14 Nicotinna tabacum, cai diu Brassica
napus ...

2. Cay xuat hién tir hat phan qua giai doan mé seo

Vi du: ¢ cac loai bap cai Brassica oleracea, lia Oryza sativa, laa mach Hordeum
vulgare, ngb Zea mays, lda mi Triticum satium...

Cay thudc 14 1a vi du dién hinh cho truong hop thi nhat: cac ciy dong hop tir phat
trién tir dong lai F1 theo so d6 sau:

Xir 1y colchicine - Bao phin hogc hat phan - Cay don bgi — Cay nhi boi

Mo seo

O thudc 14, ngudi ta c6 thé tao ciy nhi bdi bang hai phuong phéap xir 1y cdy don boi
béng colchicine (Tanaka M., Nakata, 1969) hoac:

1. Tao mo seo tur cac bo phan khac nhau cua cay don boi

2. Tao cay tr mo seo trén moi truong thich hop

Phuong phap nay dua trén hién tuong tu da boi hoa cia té bao trong qué trinh nudi
cdy in vitro. Lan dau tién Nitsch va cong su (1969) (mg dung dé nhan duoc cay thude
14 nhi boi tir mod seo don boi. Sau d6 nhiéu nha khoa hoc khac ciing tmg dung phuong
phap ciia Nitsch dé nhan cac dong nhi bdi dong hop tir (Kasperbauer va Collins, 1972;
Iman va Ternovski,1975). Nisch va Mitsuoka (1969), Niizeki va Oono (1971), Woo
va Chen (1982) di quan sat thidy mo seo va cdy lfa tai sinh tir hat phén in vitro ton tai
& cac mirc boi thé rat khac nhau. Két qua nghién ciru trén ciy lua qua nhiéu lan quan
sat cho thay mirc boi thé & mo seo mdi xuat hién dudi 5 ngay nhu sau: don boi
78,38%; nhi boi 11,74%, sd con lai 1a mod seo & cac mirc da bdi khac tir 3n dén 5n.
Cay lua xudt hién tir mo seo cling c6 muc da boi thé khac nhau, trong sb6 168 cay nhan
duoc tir hat phan c6 62% 1a cay nhi bdi, 35% cay don boi, sd con lai 1a tam boi. Mot
s tac giad khac cling da nhan dugc hon 50% cay nhi bdi tu nhién tir hat phén khi nuoi
cdy bao phan in vitro. Cc cdy nhi bdi nay 1a ddng hop, cac thé hé sau d6 rat dong déu,
giong nhau va giéng ciy me ¢ moi dic diém quan sat.

Két hop v6i Vién Cay luong thyc va Cay thyc pham (Bo Nong nghiép va Phat trién
Nong thon), Vién Di truyén Nong nghiép da tién hanh nghién ciru tao ciy lua tir hat

phén cua cac dong lai F1 vu mua ndm 1977, hat ctia cac cdy nay da dugc thu hoach va



gieo vao vu muia nim sau ciing cho ra cac cay rat dong déu. Nhu vay, chi sau mot nim
chung t6i da nhan duoc nhiéu dong ddng hop tir tir cac dong lai (P Nang Vinh va
CS, 1979).

4.4.4.3. Nghién ciru tao cdy tir hat phdn ciia cdc giong thudn

Két qua nghién ctru gan day cho thdy mot s6 giéng lia mic du da dugc thuan hoa lau
nam va sinh san bé‘lng tu phéi van c6 thé ton tai & muc di hop tu nhét dinh. D3 nhan
dugc cac dong lua khac nhau tir hat phan cua cing mot giéng: giéng cudm va giéng
63 - 83. Nudi cdy bao phan gidng cuom ching toi da Bao phan nudi cay in vitro Mo
seo In, 2n, 3n, 4n, 5n, ... Cay In: Xt ly colchicine Cay 2n Cay da bdi khac nhan dugc
mot s6 dong cudm khac nhau vé chidu cao ciy va thoi gian sinh truong, co dong
cudm hat c6 ru rat dai. Nudi cdy bao phin gidng 63 - 83 ching t6i di nhan duoc
dong 63 - 83 lun, ra hoa két hat binh thuong, chiéu cao ciy chi bang mot nira so véi
chinh giéng 63 - 83. Nhu vy, bang phuong phap tao cay tir hat phan cic dong lai
hodc tir cac giéng thuan, ngudi ta c6 thé nhan dugce cic dong dong hop tir khac nhau
(do phan ly hoic do dot bién). Cac dong nay c6 thé lam nguyén lidu cho nghién ciru di
truyén chon giéng. Nhiéu tac gia nudc ngoai cling thong bao nhan dugc két qua tuong
tu.

Céc k¥ thuat giéng cay trong don boi thuong bao gom chi mot chu ky tai t6 hop giam
nhiém. Tuy nhién, nhiéu pham chat nong hoc nhu ning suat duoc diéu khién boi da
gen. Mot chu ky tai to hop thuong khong du cho sy cai thién cac tinh trang chat luong
nhu thé vi 18 méi lién két giita cac da gen s& khong giai phong tat ca bién di tiém tang
trong khi lai. P& vuot qua su bat loi ndy, & Trung Qudc ngudi ta di phat trién phuong
phap nudi cay bao phan t6 hop bang cach lai hiru tinh giira cac kiéu gen khac nhau cia
cac cdy c6 ngudn gdc bao phin. Bao phin cua thé lai thé hé F1 sé& 1a nguyén liéu tao
gidng 1y tuong dé phat trién sd lugng cac ciy dong hop tir 6 ngudn goc tir hat phan
(thé don boi kép-double haploid) trong d6 cac dic diém bod sung cua bd me dugce t6
hop trong mot thé he.

Céc thé don boi kép ciing rat hitu ich trong nghién ctru di truyén ciia cac tinh trang
thudc vé pham chat. Trong cac linh vuc tao gidng cdy trong, cac ca thé song don boi
¢6 ngudn gdc tir nudi cay hat phan bicu hién kha ning bién dong di truyén (genetic
variability) trong mot pham vi twong dbi rong. Bang phuong thitc cam tng don boi
theo cach gap doi nhiém sic thé, ngudi ta co kha ning thu duoc cac ciy duc riéng biét

¢ cac loai khac gbc (dioecious species)
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So dd 4.1. Ung dung cta hé thdng gap doi don boi F1 trong viée giai phong cac thé tai
t6 hop moi.

4.4.4.4. Nghién curu dot bién, gay dot bién & cdc dang don boi va chon loc

Nubi cdy va tai sinh cay tir cac dang don boi khac nhau (hat phan, té bao don, té bao
tran, mo seo don boi) két hop voi ki thuat dot bién va chon dong c6 thé cung cap
nguyén liéu quy cho nghién ctru trao d6i chat va di truyén chon giéng. Vi té bao don
boi1 chi chira mdt don vi gen nén k¥ thuat dot bién c6 thé 1am thay d6i hodc mat chirc
nang gen khong co su bd trg cua cac alen khac. Céac dot bién 13n do vay cling dugc
biéu hién ngay tu dau. Bén canh d6 cay nhi bdi tai sinh tir cac té bao don bodi s& hoan
toan dong hop va khong bi kham nhu trong truong hop xur 1y dot bién cac dang nhi boi
va da boi. Bang k¥ thuat gay dot bién cac dang don boi, c6 thé chon ra cac dong té bao
va cdy chong chiu doc t6 do ndm va vi khuan giy bénh tiét ra, cac dong té bao va cay
c6 dot bién sinh hoa hodc cac dong té bao co kha ning san xuat mot lugng 16n san
pham thir cip quan trong nhu alcaloid, chat thom, cic loai nhua va enzim st dung
trong cong nghiép, y hoc.

Nguoi ta da chon ra cac dong té bao chéng chiu dugc cac chat khéang sinh, doc t6 nAm
va vi khuan gay bénh. Binding H., Bingding K., va Straub J. (1970) d4 nhan dugc mo
seo chdng chiu streptomycine khi nudi cdy Petunia hybrida don boi. Carlson (1973)
cling da tao duwoc dong té bao chdng chiu chit twong ty methionine (methionine
analogue) 1a methionine sulphocimine, c6 ciu tric gan véi doc to cua vi khuan gay

bénh Pseudomonas tabaci. Cay tir dong té bao chdng chiu nay da c6 kha niang chéng



bénh tét hon cay binh thudng. Maliga va cong sy (1973) ciing cong bd tao dugc ciy
chéng chiu streptomycine tir md seo don bdi thudc 14.

Nguoi ta ciing d tao duoc cac dong dot bién sinh hoa. Tulecke (1960) lan dau tién
tach duoc cac dong dot bién hat phan di dudng arginine bang nudi ciy hat phan cdy
Ginkgo trén méi trudng c6 chira arginine. Wildholm (1972) da tach ra cac dong té bao
ca rot va thude 14 chéng chiu mot vai dong dang cia axit amin. Cac dong thude 14
chon duogc c6 kha ning tong hop L - tryptophane gap 18 lan té bao binh thuong.

Nhu chung ta da biét hat cta da sb cac ciy luong thyc thuong thiéu mot hay vai axit
amin nhu tryptophane, lysine, threonine, methionine 13 cac axit amin rat quan trong
ddi véi nguoi va dong vat (Nelson, 1969). Vi vay, viéc chon ra cac dong dot bién sinh
hoa gidu axit amin ¢ cac cay luong thuc 1a rit quan trong va c6 thé thuc hién dugc
bang phuong phap gay dot bién va chon dong té bao (S. C. Woo va C. C. Chen, 1982).
K¥ thuat nay da dugc ing dung rong rii trong nudi cay té bao cdy duoc lidu.

Phuong phap nudi cdy mé va té bao don boi két hop véi k¥ thuat gay dot bién va chon
dong htra hen nhiéu tng dung quan trong trong nghién ctru di truyén chon giéng. Song
phuong phap nay con vap phai mot s6 kho khan nhu ty 18 tai sinh cay tir hat phan néi
chung thap va nhiéu dong té bao chon loc dugc véi nhitng dic tinh quy nhung chua tai
sinh thanh cdy. Mot khi nhitng kho khin dé duoc giai quyét thi gia tri thuc tién cia
phuong phap nay sé& rat kha quan.

Chon loc cac dot bién khang bénh 1a mdt hudng nghién clru quan trong trong cai thi¢n
gidng ciy trong. Cay don bdi cung cip mot hé théng twong ddi dé dang cho viéc tao ra
cac dot bién. Vi thé, ching dugc tng dung dé chon loc nhanh cac dot bién mang tinh
khang bénh. Nguoi ta da nudi ciy bao phan dé chon dot bién khang bénh den cudng
hoa (black shank) & thudc 14 va khang bénh nim vay (Fusarium graminearum) & laa
mi.

4.4.4.5. Phdt trién cac dong vé tinh ¢ cdc lodi cdy than gé ldu ndm

Mot sb tac gia Trung Qudc da thu duge cay cao su ¢6 ngudn goc hat phan cao hon 6 m
1a nhitng ciy sau d6 c6 thé nhan bang phuong thirc nhan gidng vo tinh. Vi du tuong tu
la cay bach duong, cay mam don boi duoc dung dé chon loc cac kiéu gen mong mudn,
va dugc gap d6i tu nhién thanh ciy nhi bdi sau 7-8 nam. Cac ciy don bdi ngudn gbc
hat phan ciing d3 thu dugc & mot loai cdy than gd lau niam nhu Aesculus
hippocastatnum, Citrus microcarpa, Vitis vinifera, Malus prunifolia, M. pumila, Litchi
chinensis, Euphoria longan, Ponicirus trifoliata, Lycium halinifolium, L. barbarium, L.
chinensis va Camellia sinensis.

4.4.4.6. Chuyén cdc gen ngoqi lai mong muon

Thong qua qua trinh lai va nudi cdy bao phin, phuong thiic tao gidng cdy trong hat



phan tiéu chuan c6 thé dugc phat trién ¢ lta dé chuyén cac gen cho ning suat cao va
khang bénh kho6 héo

4.4.4.7. Thiét Idp cdc dong té bao don bgi va nhi bji ciia cdy hat phdn

K¥ thuat nuéi céy bao phén dugc str dung dé tao dong té bao soma don bdi va nhi boi
ctia cdy hat phan ¢ lta mi va ngd. Twong tu, dong thudc 14 don boi khang methionine
sulfoxomide (MSO) di duoc chon loc, dong nay déng nhat kiéu hinh va c6 hiéu luc

doi1 voi doc to duge san xuat do tdc nhan gay bénh Pseudomonas tabaci.

4.5. Ung dung k¥ thuat don bdi trong tao gidng méi va dong thuin & ngd, lua
45. 1. Cay lua

Nho ky thuit nuéi cdy bao phan laa c6 thé rat ngin thoi gian chon gidng méi
xubng tir 4 dén 6 thé hé va tao ra hang loat cac dong thuan méi. Trung Qudc 1a mot
trong nhimg nudc dau tién trién khai cong nghé don bdi trong tao gidng lia voi quy
mo 16n. Vao nhitng nam 1976, nhitng giéng lta dau tién tir chon gidng don boi kép da
duoc san xuat thuong pham (Yin cs., 1976). Hang tram giéng lua méi dugc tao ra va
trong tréndién tich hang triéu hecta (Jia S.R., 1992). Tai Triéu Tién, k¥ thuat nudi cay
bao phan di tao ra 24 gidng lta lin mdi (Jain cs., 1997; Sasson, 1993).
Thanh tuu nudi céy mo hira hen nhiéu trién vong ddi véi chon tao giéng lua Ia tai sinh
cdy lia tir nudi cdy hat phan tach rdi & ca hai dang lta nudc Japonica va Indica do
Raina va Irfan cong bd gan day (Raina va Irfan, 1998). Trén 500 phoi di duoc tai sinh
tir khoang 80.000 hat phan nudi ciy trong dia petri dudong kinh 3,5 cm. Rat nhiéu cay
da duoc tai sinh tir hat phén. bay la mot tién bod k¥ thuat dac biét quan trong ¢ cay ngii
cdc, c6 thé mé ra trién vong mai trong chon tao giong lua bang k¥ thuat don boi va ky
thuat gen. Theo 1y thuyét, tir mot cap laa lai F1 co thé tao ra 4.096 kiéu gen dong hop
khac nhau tai sinh tir hat phén in vitro (P& Niang Vinh va Phan Phai, 1996). K§ thuat
nudi cdy hat phan tach roi hira hen c6 thé tao ra vo sb cac ngudn gen da dang cho chon
gidng. & nudce ta, cong nghé don boi dugc ap dung véi hai muc tiéu chinh sau:
- C6 dinh uu thé lai thong qua viéc rat ngan thoi gian tao gidng thuan chung bang
phuong phap nudi ciy bao phan con lai F1
- Tao dong thuan c¢6 nhitng dic tinh thich nghi vai thu phan chéo va mang gen két hop
rong Tai Vién Di truyén Nong nghiép, phuong phap nudi cdy bao phan két hop véi
chon dong bién di da tao ra 50 dong bat duc duc cam ung nhi¢t 4o (TGMS) mdi, trong
d6 5 dong di duoc xac dinh 14 ¢6 tinh bat duc 6n dinh, c6 vu thé lai cao khi lai tao va
dang duogc sir dung trong chon gidng lua lai hai dong.
Biang phuong phap nudi cay bao phin d3 tao ra 12 dong gidng thuan ¢ uu thé lai gan
trong duong con lai F1. Cac dong gidng co trién vong gébm: DT26, DT29, DT32, J1,



AC22, AC23, AC24, AC25... dang duoc khao nghiém. Nho nudi cay bao phan lua c6
thé rit ngan thoi gian chon giéng méi xudng tir 4 - 6 thé hé. Ky thuat don bdi in vitro
cling dang duoc trién khai manh trong chon giéng ¢ Vién lua Pong bang Séng Ctru
Long, Vién Cong ngh¢ sinh hoc, vv...

Hién nay, cong nghé nudi cay bao phan va hat phan tach rdi dugc ding phé bién cho
cac muc dich sau:

- C6 dinh wu thé lai va cac gen hitu ich

Thong qua k¥ thuat nudi cay bao phan, nguoi ta c6 thé ¢ dinh wu thé lai va cac gen
hitu ich tir con lai F1 ¢6 wu thé lai cao, lam ting ning sudt lta (M.S. Swaminathan,
1995; Chen cs., 1978; Narayanan cs., 1996; Siddiq cs., 1994; Rangasamy, 1994, 1996;
Zhu De Yao, 1998). Nudi cdy bao phén lua lai Indica/Indica dd thu duoc cac dong co
nang suit cao hon bd me va bang 93,2% so véi con lai F1 (Batachandran cs., 1994).

- Tao cac dong bat duc duc méi va cac dong mang gen két hop rong cho tao giéng laa
lai

Duy tri tinh trang bat duc duc va kha nang két hop ciia dong thuan 13 yéu t tién quyét
trong tao gidng lua lai. Hién nay, san xuét lGa lai & nudc ta van phai phy thudc rat 16n
vao nhap khau giéng lai tir Trung Qudc. Pé tao ra cac dong bat duc duc méi, cac dong
B tiém ning va rat ngan qua trinh tao giong, ngudi ta di két hop lai, lai xa voi nudi
ciy bao phan (Dalmacio cs., 1995; Quing and Han, 1990). Két qua nhiéu cong trinh
cho thdy k¥ thuat nudi cdy bao phan cia con lai Japonica/Indica, Javanica/Indica 13
con dudng nhanh va c6 hiéu qua dé phat trién cac dong phuc hdi mang gen két hop
rong trong tao giéng lta lai (Yan J. Q cs., 1996; Virmani, 1996).

Dé chon tao cac dong bat duc duc nhan véi cac nén di truyén khac nhau, nuéi cdy bao
phan con lai F1 mang gen bat duc duc nhan sé& cho phép tao ra cic dong thuan bat duc
duc nhan méi chi sau mot 1an nuodi céy bao phén (Nin Jin cs., 1997; Q.R. Chu cs.,
1998a, 1998b).

- Lai xa két hop voi nudi cdy mo té bao trong chon tao cac dong khang sau bénh va
cac diéu kién bat thuan ctia méi truong:

Nguoi ta di tao dugc cac con lai khac loai dé chuyén gen khang tir lua dai vao lta
trong. Tuy nhién, kho khin gip phai khi lai 13 tinh khong twong hop. Phuong phap
ctru phéi va nudi cdy bao phan di c6 hiéu qua trong viée tao ra cay tir cac cip lai khac
loai. Bing phuong phap nay ngudi ta da tao dugc giéng lua c¢6 gen khang chuyén tir
laa dai O. officianlis va O. austrasiensis, khang véi ba biotype cua ray nau (Jena and
Khush, 1997; Multani, 1994). Tuong tu, cdc gen khang bénh dao 6n, bac 14 da dugc
chuyén tr O. minuta dé cai thién nguén gen khang bénh dao 6n, bac 14 da duoc

chuyén tr O. minuta dé cai thién ngudn gen cua lua (Brar and Khush, 1977;



Batachandran cs., 1994).

- T6i vu hoa mdi trudng nudi cdy bao phan chon tao gidng lua hat dai chat luong cao:
Tai truong tong hop Louisiana (M¥), nguoi ta dd xdy dung "Chién luoc chon gidng
laa hat dai wu viét cho mién Nam nuéc M§" bang nudi cay bao phan lta. Cac gidéng
laa hat dai c6 kha ning tai sinh yéu, ty 18 0,5%. Bang tdi wu hod mdi truong nudi cay,
hang nam ho di tao duoc trén 8.000 dong thuan don boi kép tir nudi cdy bao phan cia
cac cap lai F1 hat dai. Muyc tiéu 1a chon ra cac gidng lua hat dai ¢6 gia tri thwong mai
cao. Nhiéu dong td ra co chét lugng hat cao, chéng chiu bénh dao 6n tdt hon va tang
ning suit so voi ddi chimg, ¢6 dong ting 25% ning suat (Chu va CS, 1998; 2000).

- K§ thuat nudi cay hat phan tach roi 6 laa

Hién nay nudi cdy hat phin tach roi dang thu hat sy chi ¥ cua cac nha nghién ctu do
hiéu qua cao. Quy trinh c6 thé 14 tai sinh cdy truc tiép tir hat phan (Mahdal cs, 1996;
Zhuo cs, 1996) hay tai sinh cay thong qua giai doan mo seo (Wang cs, 1995). Raina va
Irffran (1998) cho biét tir mot dia petri duong kinh 3,5 cm da tao dugc 500 phoi tir cac
hat phan lta nudi cdy hat phan tach roi. K thuat nudi cay hat phan tach roi két hop
v6i phuong phép tao phdi vo tinh trong cac bioreactor chic chan s& md ra trién vong
16n cho k¥ thuat chon giéng trén quy mé 16n.

- Nudi ciy bao phan két hop véi cac chi thi phan tir (CTPT) dé tao dong thudn va chon
dong, giong mang gen khang siu bénh:.

Phuong phap chon giéng nhd céc chi thi phan tir (marker-assisted selection-MAS) la
mot phuong phap chon giéng méi dang ap dung kha rong rdi ¢ nhiéu cdy trong.
Phuong phdp nay cho phép xac dinh nhanh, chinh xac sy c6 médt cua cac gen mong
mudn, do vay c6 thé hd trg cho chon giéng. Chon giéng nhd chi thi phan tir khic phuc
duogc han ché cua cac phuong phap truyén thong, tiét kiém cong sirc va rat ngan dang
ké thoi gian tao gidng méi. N6 didc biét c6 hiéu qua khi ta phai quy tu nhiéu gen (ké ca
cac gen lan) vao mot gibng ma cac phwong phap chon dong theo kiéu hinh truyén
thong gap rat nhiéu kho khan, tham chi d6i khi khong thé thyuc hién dugc.

Bénh bac 14 gay ra bdi Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) la mdt trong cac bénh
nguy hai nhét & laa. Nguoi ta da xac dinh dugc it nhat 18 gen khang bénh bac 14 lua
(Konoshita, 1991). Gen khang bac 14 Xa 21 1a mot gen troi, c6 ngudn goc tir gidng laa
dai O. longistaminata duoc chuyén vao cac gidng laa Japonica (Song cs., 1995) va céc
gidng Indica (Tu cs., 1998). Huang va cong su di quy tu bdn gen khang bac 14 Xa4,
Xa5, Xal3 va Xa21 vao gidng lua NH 56. Két qua giéng nay di to ra khang bénh bac
14 t6t hon so voi giéng IRBB21 chi mang mot gen Xa21. Gen khang bénh dao 6n ¢ lua
va sb6 ching nidm giy bénh dao 6n hét sirc da dang. Konoshita (1991), Mackill va

Bonman (1992) cho biét c6 30 locus gen khang dao 6n ¢ lta, trong d6 20 locus khang



bénh chinh va 12 locus chinh khéng allen véi nhau. Nhiéu giéng khang bénh dao 6n
d3 duoc xac dinh va tao ra nhu gidng té tép ctia nude ta mang bon gen khang bénh dao
on, gidng 5173 chira gen Pi- 2(t) khang bénh dao 6n; gidng IR20 co gen Pi-20, gidng
IR64 c6 gen Pi-20 va gen Pi-ta. Cac giéng nay di gép phan ngin chin bénh dao 6n ¢
nhiéu noi. Dé phat trién céac giéng lua chiu han, viéc nghién ctru cac dac diém cua ré
laa: mat do, do sau (Fukai va Cooper, 1995), kha ning diéu tiét ap sudt tham thau 13
rat quan trong. Viéc 1ap ban do phén tir lua lién quan dén cac dic diém c6 loi cho tinh
chiu han cua ré& di dugc tién hanh & mot sd phong thi nghiém (Yadav cs., 1997;
Champoux cs., 1995). Tir nhitng cong trinh ndy, budc dau di xac dinh mét sb chi thi
phan tir lién quan dén dic diém ré c6 loi cho tinh chiu han, dic biét 1a d6 day, d6 an
sau, ty 16 ré an sdu/than... Céc chi thi ndy c6 thé dung trong chon gidng véi su trg giup
cua marker phan tu.
Cdc buéc chon giong c6 thé tién hanh theo trinh tw sau:

- Lai gidng c6 cac dic tinh nong hoc va chat luong uu viét véi giébng mang gen
khang d¢ tao ra dong lai F1

- Nudi cdy bao phan con lai F1, tao ra dong thuan véi cac dic tinh khac nhau

- St dung k¥ thuat chi thi phan tir dé chon cac dong thuidn mang gen khang
bénh

- Khao nghiém cac dong thuan chon loc trong nhiing diéu kién san xuat khac
nhau dé chon giéng tot, khang bénh.
4.5.2. Cay ngb

O ngd, viéc ung dung k¥ thuat don boi trong thuc tién chon tao gidng con dang
gip nhiéu khé khan va han ché:
- Kha ning tai sinh ciy tir bao phan va nodn nudi ciy in vitro ndi chung con thap va
phu thudc rat nhidu vao kiéu gen (genotype). Mot sd gidng cé phan tng trong nudi
cdy rat cao, nhung hau hét cac giong déu c6 phan ung thap hoic khong phan tng.
Hiéu qua tai sinh ciing dat thap, chi 3-5% phoi co thé tai sinh thanh cay.
- Tan suét cac cdy don boi kép thu duoc tir nudi cay bao phéan rat thap (chi 20% sd cay
thu dugc 1a don bdi kép). Kha nang lam nhi bdi hod cac cay don bdi dé thu nhan céc
dong nhj boi dong hop con rat thap.
- Phuong phap nudi cdy nodn chwa thu tinh c6 thé 1a mot phwong phap thay thé khéc
phuc dugc mot s6 han ché trong nuoi céy bao phén, nhung con rat it nghién ctru theo
hudng nay.
Mic du vy, k¥ thuat nudi cdy bao phin ngd dé thu nhan cac dong don boi kép da
duoc tng dung thanh cong & mot s6 nudc. & Trung Qudc, hon 100 dong thuan di thu

duoc tir 30 t6 hop khac nhau (Wu va cs., 1983), mét sb giéng duoc ap dung trong tao



gidng lai va da duoc str dung trong san xuat nhu AC 4115, Elite DK 524... (Genovesi,
1987).

K thudit nuéi cdy bao phén cdy ngo:
4.5.2.1. Céc giai doan phdt trién khéc nhau ciia hat phin ngé
O murc d9 in vivo, tiép theo sau qua trinh phan chia giam nhiém cua té bao, cac hat
phan don boi don nhan dugc giai phong ra khoi tir tir rdi trai qua hai 1an phan bao
nguyén phan dé thu dugc mot hat phan ba nhan (Pescitelli va Petolino. 1988). Giai
doan don nhan sém c6 dic diém kich thudc nhan tuong ddi 16n chiém 1/3 dén 1/2 thé
tich té bao. Dén giita giai doan don nhan cic hat phan co kich thudc 16n hon, nhan
nho hon véi su hinh thanh ciia khong bao trung tam 16n, nhan bi day vé phia d6i dién
v6i 16 hat phan (pollen pore). Dén cudi giai doan don nhan té bao hat phan c6 thé tich
tang 1én va trai qua lan phan bao nguyén phan lan thir nhat. Pén dau giai doan hai
nhan, cic nhan gidng nhau vé kich thudc nhung ngay sau d6 bat dau biét hod, nhan
sinh dudng c6 kich thudc 16n hon. Tdi cudi giai doan hai nhan, nhan nay di tra dén
phia ddi dién va nam gan 15 hat phan, nhan sinh san di trii vé phia 16 hat phéan roi trai
qua su phan bao nguyén phan lan thit hai dé thu duoc mot hat phan ba nhén.
4.5.2.2. Phat trién ciia hat phdn trong nudi cdy bao phdn in vitro
Trong k¥ thudt nudi cdy in vitro, cac cay don bdi c6 thé hinh thanh tryc tiép théng qua
phat sinh phoi hodc gian tiép qua hinh thanh md seo.
Trong qua trinh nudi cdy bao phan in vitro, chi mét ty 18 nho cac hat phan trai qua qua
trinh phat trién thé giao tir in vivo binh thudng. Trong nhiing gio dau tién cia nudi cay
bao phan cic hat phan bat dau truong 18n, sau d6 mot phan 16n hat phan bat dau chét.
Trong tuan dau tién, ty 1& hat phan séng sét giam di tir 80 - 90% xudng 10% thap hon
(Pescitelli va cs, 1990). Trong s cac hat phan song sot, mot s6 hat bat dau trai qua su
phan chia nguyén phan. Sau nhiéu 1an nguyén phan lién tiép, cac hat phan phat trién
thanh céc cau tric da bao ma van nam trong vé hat phan nhiing ciu tric nay dugc goi
1a "nhirng hat phan phat sinh phoi thuan tuy" (Pace va cs 1992). Sau giai doan ndy céac
ciu truc té bao da nhéan ting truong vé kich thudc va tach khoi vo hat phan. Céc cu
trac phat sinh phoi dugc tach ra hoan toan va dugc bao boc bai 16p té bao ngoai vi.
Cudi cung 13 cac ciu trac tuong tir phdi (embryo like structure ES) da bao hinh thanh.
Nubi cdy bao phan phai chon dung giai doan phat trién thich hop cua hat phan dé c6
thé thu nhan ty 18 tai sinh va sb luong ca thé tu nhi boi hoa (dong don boi kép) cao.
Giai doan nuéi ciy hiéu qua nhét 1 giai doan té bao hat phan tir té bao don nhan sém
dén dau giai doan hai nhan. Cac hoa duc dugc tach khoi cdy cho bao phan (donor
plants) khi phan 16n cac hat phan dang phat trién tir giita dén cudi giai doan don nhan
(mid- to late uninucleate stage). Thong thudng cac bao phan dugc xir Iy nhiét do lanh



truée khi nudi cdy. Sau giai doan xir 1y lanh cac bao phan chira cic hat phan ¢ giai
doan giita hoic cudi giai doan don nhin dén dau giai doan hai nhan dugc tach khoi
hoa va cdy 1én méi trudng tao cau tric phdi (induction medium - ky hiéu IM). Céc bao
phan chira cac hat phan ¢ nhiing giai doan nay dugc xem 14 thich hop nhat cho quéa
trinh sinh san don tinh dyc in vitro. Sau khoang 4 - 6 tudn nhiing cu trac phoi dau
tién xut hién va xuét hién nhidu. Cac cau trac phoi nay khi dat kich thudc khoang 2 -
3 mm duogc chuyén thing sang méi trudng tai sinh dé phat trién thanh cay hoan chinh
(tai sinh truc tiép). Mot cach khac, cac cdu tric phoi co thé ding dé tao mo seo co kha
ning tai sinh cdy hoan chinh (tai sinh gian tiép qua giai doan mé seo). Pé tao nén cac
ciu tric md seo ¢ kha ning tai sinh cdy, cic cau trac phdi c6 thé duoc chuyén sang
moi trudng chira 2,4D va mot lugng BAP thich hop. Sau khi chuyén sang méi truong
tai sinh cac mo seo phat trién thanh cay hoan chinh. Tai sinh gian tiép dé dang tao ra
su phat trién ctia nhiéu ciy non tir cing mot md seo c¢6 ngudn gde tir mot hat phan.
Mot quy trinh nudi cdy bao phan hay hat phan tach rdi vé co ban c6 thé chia 1am ba
giai doan:

1. Giai doan tao cau tric phoi tir cac hat phan nudi cdy. Cac cau trac phdi nay
sau d6 c6 kha ning phan chia té bao va biét hoa co quan hinh thanh ciy hoan chinh
trong nhitng diéu kién thich hop.

2. Giai doan biét hod co quan va tai sinh cdy don bdi tir cac cau triic phoi (giai
doan tai sinh).

3. Giai doan ludng boi hod bo nhiém sac thé cua cac cay don boi tao thanh cay
don boi kép (doubled haploids) ddng hop tir cling ngudn gen.

Céc phuong phap nham giam ty 18 chét ciia hat phan thuong goép phan nang cao tan sb
tao cau tric phoi. Thong thudng mot hat phan don 1¢ s& hinh thanh mot ciu trac phoi
nhung ciing c6 truong hgp mot hat phan hinh thanh nhiéu cau tric phai.

Viéc nghién ctru va tng dung k¥ thuat nudi ciy bao phan & ngd ciing da thu hat duoc
mdi quan tdm ciia cac nha khoa hoc trong nudc (Lé Huy Ham va cs, 1995, 1998,
1999). Trén co s¢ d6, viée nghién ctru téi wu hoa cac diéu kién nudi ciy 1a can thiét
d6i véi chuong trinh nghién ctu chon va cai tao giéng, nghién ctru di truyén va ky
thuat gen ddi véi cay ngo6 ¢ Viét Nam trong thoi gian té1, phuc vu déc luc cho viéc tao
gidng ngd mai, dic biét 1a ngd lai.

Vao nam 1998, trén co s& cac gidng ngd CM2, CMS, Vién Di truyén Néng nghiép da
hoan thién quy trinh nuéi ciy bao phan véi tan sb tai sinh cao (30-80%). Vi quy trinh
nay, thoi gian tao dong thuan rat ngén tir 5 - 8 thé hé ngoai déng rudng xudng con 8
thang trong phong thi nghiém. Vién d3 tiép tuc nghién ctu 4p dung quy trinh nay dé

san xuat cac dong thuan cho san xuat. Cac nghién ctru tap doan ngd Viét Nam da chi



ra rang: cac gidng ngd Viét Nam nhin chung c6 phan ung thip trong nudi cdy bao
phan, do d6 can phai cai tién quy trinh va nang cao phan mg cua cac giong ngd Viét
Nam (Lé Huy Ham, D3 Niang Vinh va cs, 1995, 1996, 1997). Cac nghién ctru tiép
theo tién hanh tai Vién Di truyén Nong nghiép cho thiy c6 thé nang cao hiéu qua nudi
cdy bao phin bang cac phuong phép sau:

- Nang cao hiéu qua ctia nudi cdy bao phan bang cai tién quy trinh nudi cdy:

nhu xir Iy nhiét bao phan trudc va sau khi cdy, xir Iy mannitol, cai tién quy trinh tai
sinh cay tir phoi trong nudi cdy bao phan...), cai tién thanh phan méi truong mubi
khoang, cac bd sung hitu co...). Mot trong cac cong trinh nay di dugc trao giai cta
Hoi cac nha sinh hoc Chau 4 Thai Binh Duong trong hoi thao tai Hong Kong thang
7/1996, sau d6 duoc danh gia xuat sic tai Hoi nghi Nong nghiép toan qudc ¢ Thanh
phd H6 Chi Minh thang 9/2000. Pic biét, cac nghién ciru gan day nhét tién hanh tai
Vién Di truyén Nong nghiép da phat hién tac dung cia tir trudng c6 thé ting hiéu qua
nudi cdy bao phan ngd 1én 3 lan. Pay ciing 1a mdt trong nhitng nghién ciru dau tién
trén thé gidi trong linh vic tng dung tir trudng vao cong nghé té bao thuc vat (Lé Huy
Ham, P4 Ning Vinh va CS, 2001: "Nghién ctru hoat tinh sinh hoc ctia nuéc nhiém tir,
dung dich hoat chét sinh hoc trong méi truong nhiém tir va Gmg dung trong san xuat
phuc vu nghanh néng nghiép" - dé tai phdi hop Vién Vat 1y tng dung & Thiét bi khoa
hoc va Vién Di truyén Nong nghiép thang 1/2001). Cac nghién ciru nay da khang dinh
tiém ning cai tién va nang cao hiéu qua cua quy trinh nudi ciy bao phan ngd, tng
dung c6 hiéu quéa cho chon gidng ¢ Viét Nam .

- Néng cao hiéu qua ctia nudi cdy bao phan bang phuong phap di truyén: Cac nghién
ctru tién hanh tai Vién Di truyén Nong nghiép trén mot s giéng ngd cho thay lai hitu
tinh giita cac giéng ngd co phan Gng thip voi gidng ngd cé phan ung cao trong nudi
cdy bao phan c6 thé tao ra giéng ngd va cac cip lai F1 c6 phan tng cao, nang hiéu qua
nudi cay bao phan Ién hang chuc 1an (Lé Huy Ham, P Nang Vinh va cs 1999, 2000;
Hoang Thuy Duong, 1999). Vién di st dung so do lai dé tao ra mot loat cac dong ngd
Viét Nam c6 phan tng cao trong nudi cdy bao phén.

4.5.2.3. Tao dong thuan bang sir dung dong kich tao don bgi:

Bén canh viéc nghién ciru tao dong thuin bang nudi cdy bao phan, Vién Di truyén
Nong nghiép da suu tap va nghién ctru cac dong kich tao don boi sau:

+ Cac dong kich tao don bdi duc: Line Igl Ri- nj/ig 1 Ri-nj; Line Ig Maitainer ; Line
1873-7 fertile 1g/ig X (N) ig/ig; Line 182 F1 Ig/ig X (N) ig/ig (ACR-nj/ACR-nj); Line
Kindiger 1g Maitainer: igl igl B-3Ld Igl - Ri-nj.

+ Cac dong kich tao don bdi cai: Stock 6 Rig-col.sant; Stock 6 Ri-nj B1Pl1/same; Coe
Stock 6 ACR-g Colored scutelum; (Coe Stock 6 C/C-1 wx AR) X same.



Céc nghién ctru tién hanh trong ndm 1999 - 2000 cho thay cic dong kich tao don boi
trong nhitng diéu kién thich hop c6 thé tao ra 3-5% hat don boi. Hién nay, Vién Di
truyén Nong nghiép dang két hop véi nha khoa hoc M§ - Bryan Kindiger - tac gia cia
mot s6 dong kich tao don bdi dé chuyén cac gen kich tao don bdi vao cac gidng ngd
c¢6 ngudn gdc ndi dia.

4.5.2.4. Nubi cdy nodn chwa thy tinh:

Vao dau nam 1932, White di tién hanh nudi cdy nodn cia ciy Antirrhinum. Tiép do,
mot s6 nghién ctru nudi cay nodn chua thu tinh & mot vai cay trong khac nhu Cooperia
pedunculata ciing dugc tién hanh nhung khong thu dugc két qua (Maheshwari, 1958;
Maheshwari va Lal, 1969). Dén nam 1964, Tulecke méi thu dugc md seo don boi tir
nudi ciy nodn cua cay Ginkgo biloba. Song dén thoi diém nay, nghién ctru thanh cong
tao cdy don boi tir bao phan & cdy ca Datura innoxia (Guha va Maheshwwari, 1964)
da hudéng su chu y cua nhiéu nha khoa hoc vao tao cay don boi béng trinh sinh duc
trong sudt hon mot thap ky. Cho mai dén dau nhitng nim 70, nghién ctru tao cay don
bdi thong qua nudi cdy noan chua thu tinh van con bo ngé. Tuy nhién, & mot so loai
cdy trong, viéc tao cdy don boi bang trinh sinh duc khong dat két qua nhu: hanh, laa
my, cu cai duong, hoa huéng duong... (Keller, 1990). Piéu nay mét 1an nita 1am hoi
sinh sy quan tam vao tao cay don boi trinh sinh cai. Uchimiya va cs (1971) da nui
ciy nodn chua thy tinh & ngd va cay Solanum melongena. Ho da thu dugc mo seo trén
moi truong bo sung IAA va kinetin, mic di ngudn gdc ciia nhitng mo seo nay chua
duogc xac dinh song két qua kiém tra té bao hoc da khéng dinh 1a don boi. Déng thoi
ho cling quan sat dugc su phan chia té bao don bdi cia cac mod seo nay. Pén cudi
nhitng nam 70, da c6 hon 100 bao cdo vé phdi tao ra tir nudi cdy tii phoi. Nhiing két
qua nghién ctru budc dau vé ky thuat nuodi cAy nodn chua thy tinh dé tao cay don boi
da duoc Yang va Zhou (1982) tong két: "Nudi cdy nodn c6 thé 1a mot trong nhiing
phuong phap hiéu qua dé tao cay don boi".

Tuy nhién k¥ that nudi cdy nodn chua thu tinh con gip nhiéu khé khin va phuc tap do
viéc tach té bao trimg d6i voi thuc vat hat kin 1a rat kho va rat dé gay thuong ton dén
mo thyc vat (Keller, 1996).

Bing nuoi céy noan chua thu tinh, ty I¢ tao cady don bdi & mdt sb cay tréng nhu hanh,
cu cai duong bién dong tir 5-20%, lGa 1,5-12% va & dau tim ty 1& tao cay don boi
cling dat 3-6%. Nham lam ting thém hiéu qua tao cdy don béi trinh sinh cai, can tip
trung nghién ctru cac yéu té anh hudng dén kha ning tai sinh t& bao nudi cdy in vitro
nhu: kiéu gen, giai doan phat trién cua tii phéi, xtr Iy nhiét trudc va sau nudi cay, moi
truong va diéu kién nudi cay... (Sita, 1997).

Quy trinh nuoi cay nodn ng6 da thanh cong & nude ta va dat dugc trinh do quoc té.



Céc nghién ciru tién hanh tai Vién Di truyén Nong nghiép cho thay c6 thé ding
phuong phap nudi cdy nodn chua thy tinh dé tao dong thuan ¢ ngé. Hai phuong phap
nudi cay noan da duoc ap dung:

1. Nudi céy nodn chua thu tinh tach roi: cho hé sd tai sinh truc tiép thép. Pai da sb
noan hinh thanh mo seo, ty 16 tai sinh cay va ty 1 sdng sot khi dua ra ngoai thap.

2. Nuodi cay cung lac nhiéu noan trén mot phan cta 18i bap ngd: Cac nghién ciru tién
hanh v6i mo nudi 13 mot phan cia 18i bip ngd va nodn chua thy tinh da khang dinh wu
thé vuot trdi so voi nudi cdy noan tach roi. Quy trinh nudi cdy don gian, noin phat
trién tryc tiép thanh hat, s6 hat don bdi in vitro dat 4 - 5%, ty 1¢ hat tu nhi boi hoa dat
45%, ty 1&é ndy mam cao, ciy con trong dng nghiém phat trién khoé, d& chuyén ra bau
dat véi ty 16 bién di thap. Cac nghién ctru tai Vién Di truyén Nong nghiép dd khing
dinh kha ning nang cao hiéu qua tao dong thuin & ngd thong qua moé nudi cdy noan
chua thuy tinh va tiém niang tng dung cho chon gidng 1 rat hién thyc. Trong cac hoi
thao qubc té vé chon tao giéng ngd ngan ngiy tai Bang Coc (11/1999), Bic Kinh
(10/2000), Hamburg (3/2001), cac cong trinh nay da dugc danh gid 1a mot trong
nhitng nghién ctru co ban nhit vé ung dung phuong phap nudi cay nodn chua thy tinh

cho chon tao giéng ngo.

4.6. Nguodn gbc ciia cac bién dij té bao soma
4.6.1. Nhitng thay doi di truyén xdy ra truwéc khi nuéi cdy mé in vitro:

Trong qua trinh phat trién ca thé, phan hod va gia hoa cia md va té bao mot sd
cac thay doi di truyén da xay ra va duoc tich luy trong cac té bao soma (D'amato,
1985). Nho k¥ thuat nudi cay mé, cdy dugce tai sinh tir té bao soma sé& 1a cac dot bién.
Cac nha khoa hoc dua ra khai niém automutagenesis - tu dot bién (dot bién xay ra
khong do cac tac nhan tir bén ngoai gdy nén hay 1a dot bién ty nd - automuctagenesis).
De Vries (1901) - nguoi khoi xuéng Hoc thuyét vé dot bién cho rang ciy bi dot bién
do dugc tai sinh tir hat gia (co nhiéu dot bién da tiém an tir trude trong hat gid). Ba
muoi nam sau, Nawacin chimg minh d6t bién ¢ hat gia 12 do cac chit tham gia qua
trinh trao d6i chat va cac san pham cin ba c6 trong hat giy nén. Cac chit ndy co thé
1a: hop chét chtra lvu huynh, amin, amino axit, amids, aldehyde, alkloide, phenol,
quinone, axit nucleic va cac san pham khac. Nguyén nhan gdy dot bién co thé do ciu
trac binh thuong cua hat va té bao bi pha v - cac enzym tiép xtc véi cac chit va tao
ra san pham dot bién.

Tuy theo phuong thirc nudi cdy té bao soma, ngudi ta phan biét cac loai bién di dudi
day:
- Bién di dong té bao md sco (callusoclonal variation): khi cdy bién di tai sinh tir mé



seo (callus)

- Bién di dong té bao tran (protoclonal variation) - khi cdy bién di tai sinh tir té bao
tran.

Ngoai ra Evans va cong su (1984) con dua ra khai niém "bién di giao tir" (gameto-
clonal Variation) khi cay duoc tai sinh tir cac té bao sinh duc (gamete). Nhitng bién di
di truyén xay ra va duoc phat hién trong qua trinh nudi cdy in vitro goi chung la dot
bién té bao dong.

4.6.2. Nhitng thay doi di truyén xdy ra trong qud trinh in vitro:

Mot ngudn bién di té bao soma quan trong 13 thay d6i trong bd may di truyén
xay ra khi nuoi cdy tao mé seo va phan hoa co quan in vitro. Chroqui va Bercetch
(1985) cho biét auxin gdy ra da boi hoa bén trong t& bao nudi cdy
(endopolyploidization). Oono (1982) nudi cdy mé seo tir hat lfia va tai sinh cdy tir mo
seo cho biét BAP c¢6 nong d6 30 mg/1 tao ra tan sd dot bién 16n gap 50 lan so voi BAP
o néng do 2 mg/l. Muc do dot bién té bao soma 16n dén murc tan s6 dot bién do céac
chat dot bién gay ra ciing khong cao hon (Larkin and Scowcroff, 1981).
Orton (1984) cho biét trong thoi gian nudi cay trén moi truong dinh dudng, hé gen cia
céc té bao thuc vat di trai qua qua trinh cai to nhanh chéng va di phat hién nhiing thay
ddi sb luong, cAu trac nhiém sic thé, dot bién gen. Tan sb dot bién gen nhiéu khi rat
cao (102 -10") tinh theo locus trén cdy. Thay déi di truyén phd bién nhat xay ra trong
té bao nudi cdy 1a da boi thé. Sau khi md dugce nudi cdy, nhan té bao co thé trai qua
qua trinh ndi phan (endoreduplication) 1am sé luwong nhiém sic thé trong té bao ting
lén gap doi hodc hon nita nhung khong xiy ra phan chia t& bao. Két qua sé luong
nhiém sic thé cua té bao ting 1én. Qua trinh ndi phan ciia nhiém sic thé trudc khi
phan bao di cho phép ngudi ta nhan dugc cdy ludng boi dong hop (dihaploid) tir hat
phan don boi trong nudi cdy bao phan. Pho rong cac bién doi nhiém sic thé da duoc
quan sat thdy & nhiéu loai cy trong khac nhau (Murashige va Nakano, 1967; Sacristan
va Melchers, 1960; Sunderland 1973; Nishi va Mitsuoka, 1969). Nghién ctru té bao
hoc cho thay 10% s loai phan hod co quan khong kém theo hién tugng ndi phan
nhiém séc thé, 90% sb loai phan hoa co quan c6 kém theo nodi phan nhiém sic thé.
Dot bién té bao soma xdy ra & cac gen trong té bao chit di duoc chirng minh bing
phuong phép tich ADN ty thé va luc lap nhd enzyme cit (Kemble R.T cs, 1984). Dot
bién té bao soma di tng dung vao chon giéng hiéu qua ¢ nhiéu ciy trong nhu mia,
khoai tdy, ca chua, thudc 14, la va lta mi. & Petunia di nhan dugc gidng méi goi la
Velevetrose, gibng mia Q47 (Larkin and Scrowroft, 1981).
4.6.3. Bién dj di truyén trong nuéi cdy mé lia

Dot bién té bao soma di dugc phat hién boi nhiéu cong trinh nudi ciy té bao



lGa. Nha khoa hoc Nhat ban Oono (1978) d tai sinh ciy qua md seo c6 ngudn goc tir
hat ctia cay nhi boi ddng hop gom 75 hat va da chirng minh day strc thuyét phuc vé su
tdn tai cua dot bién té bao soma va di truyén dot bién d6. Oono di phan tich 800 dong
cay nhan duogc tu té bao soma va thé hé con cai tu thu. Két qua cho biét chi ¢ 28,1 %
sd cay la giéng v6i cay me vé cac dic diém phan tich. Pho bién di di truyén rong da
quan sat théy & cac dic diém nhu d6 hiru thu cua hat, chiéu cao cay, thoi gian trd
dong. Dot bién sic to chlorophyl thdy & 8,4% sb dong. Phan tich ciy tai sinh tir mo
seo cho biét da s6 cac bién ddi di truyén xay ra trong qua trinh nudi cdy. Phan tich di
truyén cho biét dot bién di xay ra ¢ nam tinh trang va biéu hién vai tan s6 0,03 - 0,7%
trén mot phan chia té bao. Oono (1975) cho biét cac cay nhan dugc tr mo seo cua bao
phan nubi cdy ciing c6 cic bién di khac nhau. Sau d6 Oono (1982) da tach cac dot
bién dong hop chiéu cao cdy, dot bién cac tinh trang s6 lugng va chét luong, dot bién
13n va dot bién troi xdy ra ¢ cac dong nhan dugc qua nudi céy mo lua. Mot nha khoa
hoc Nhat Ban khac 1a Fukui (1983) d4 nhan duoc 12 ciy tai sinh qua mo seo c6 ngudn
géc tr 1 hat laa, trong do da tach duogc cac dot bién khac nhau nhu dot bién chin sém,
dot bién bach tang, dot bién thép cay va bat duc.

Dabarh (1983) ciing nhan duoc cac dang dot bién laa c6 y nghia thuc tién tir mot mo
seo ban dau. Tan sb dot bién ty 1€ thuan vaéi tudi mé seo.

Céc cong trinh nghién ctru trén ching t6 tan sb bién di cao va pho bién di rong trong
nudi cdy mé & lia c6 ¥ nghia quan trong d6i v6i chon giéng. Phan tich bién di trong
qua trinh nudi cdy giao tir don bdi thudng phuc tap hon do kho phéan biét bién di di
truyén véi phan ly tinh trang xay ra trong giam phan. Nhitng bién di s6 luong nhiém
sic thé & mo seo va cdy lua nhan dugc trong nudi cay bao phan 1a rat pho bién va
duoc ghi nhan bai rat nhidu tac gia (Nishi va Mitsuoka, 1969; Oono, 1975; P Ning
Vinh cs, 1979; Bd Ning Vinh cs, 1987; Qiren chu cs, 1985...). Trong cac cong trinh
trén, tan sb cay c6 muc do boi thé khac nhau (1x, 2x, 3x, 4%, 5x, x = 12 nhiém sdc thé)
va 1éch boi rat cao. Raina S.K (1983) dd nhan dugc 347 cay tir bao phan ctia bon con
lai F1, trong d6 7 cay nhan dugc tir md seo ¢ biéu hién bién di di truyén. Tac gia da
chtng to bién di t& bao dong giao tir (gametoclone) xay ra trong nudi ciy bao phén.
Schlaeffer (1982) nhan duoc cac dot bién thap cay (thip hon 15- 30% so vé&i gidng
ban ddu calrose 76) qua nudi cdy bao phan. Phan tich da hinh d6 dai doan phan cit
ADN ¢ cic cay la tai sinh tir nudi cdy mé cho thay 23% sb ciy tao duoc tir nudi cay
in vitro dai han da thé hién cac bién d6i trong cdu trac ADN, so véi ty 18 6,3 % cy tai
sinh tir nudi ciy ngin han. Nhu viy, thoi gian nudi cdy té bao kéo dai ¢ trang thai
chua phin hoa (mé seo) 1a mot yéu t quan trong lam phat sinh cac dot bién gen va
sau d6 1a dot bién & cy tai sinh (Moller E. cs, 1990).



4.6.4. Bién dji té bao soma trong qud trinh nudi cdy phéi ¢ ngé va khd ning iing
dung thue tién:

Quan sat cdy con nhan dugc tir mo seo phdi non va thé hé con cai cho thiy phd
bién di di truyén rat rong. Green C. E. ¢s (1977) lan d4u tién mé ta cac cay nhan dugc
tir mo seo phoi hoa (embryogenic callus) & ngd v6i nhiéu bién di dic diém hinh thai
(than, 14) va d6 hitu thy. Phén tich té bao cho thay c6 mot cdy kham da boi voi nhidm
sac thé s6 5 trong té bao dugc nhan 1én nhiéu 1an va mot cdy c6 doan tir boi. Tiép theo
cac cong trinh nghién ctru dau tién ndy, mot loat cac cong bd khac da khang dinh tan
sd bién di cao xay ra véi cac tinh trang hinh thai va nong hoc quan trong nhu cao cay,
do dai bap, s6 hang trén bip, d6 chin sém (Nesticky M. cs 1984; Glaser V.P,1984;
Glaser V.P,1984). Mot sb dong ngd méi c6 nhiéu wu viét so v6i gibng ban dau di
nhan duoc tir cAy tai sinh. Mot vai giéng lai tao ra véi su tham gia ciia cac dong mai
nay c6 nang suat cao hon nhiéu so véi giong lai dbi chimg (Earle E.D. va Gracen V.
E, 1985; Gracen V.E. va Earle E. D,1985). Cac nha di truyén va chon giéng dic biét
quan tdm t4i cac bién di xay ra trong ndi bao quan (té bao chat). Cac polypeptid tham
gia vao qua trinh ho hap, quang hop, tong hop ATP dugc ma hoa bdi cac gen ty thé va
luc lap. Cac tinh trang khac nhu bat duc duc té bao chat, kha nang chéng chiu céc chat
khang sinh va doc té ciing do ADN ndi bao quan, trong d6 c6 ADN ty thé quy dinh
(Cornu A. cs, 1981; Kool A. T. cs ,1986). Cornu (1981) cho biét khi nudi cdy phoi
non cua cac dong ngo bat duc duc kiéu T da nhan duge cay hiru thu va khang doc tb
nam Drechslera maydis gay bénh. Phan tich cho hay da c6 nhiing thay doi cau trac o
ADN ty thé dan dén khoi phuc kha ning hitu duc ¢ dong bat duc. Qua trinh khdi phuc
kha nang hitu thy va kha ning chéng chiu khong phu thudc vao sy c¢6 hay khong co
doc to gdy bénh cia ndm Drechslera maydis trong mdi truong chon loc (Brettell cs
1979; Brettell cs 1980). Nhitng bién di té bao soma da xay ra trong nudi cdy mo, mic
du khong co sy can thiép cua tic nhan gdy dot bién va mdi trudng chon loc (Brettall
va Ingram, 1979). Tinh trang bat duc duc té bao chat va cam ung véi doc t6 T co thé
xay ra do mot thay doi di truyén doc nhat trong té bao chat va thay doi nay co thé
dugc phuc hdi lai véi tan sb cao. Vay co thé tao ra céac dong bat duc duc kiéu T chéng
chiu doc t6 gay bénh T bang nudi cdy mo hay khong? Két qua lai tao cho thiy su khoi
phuc kha ning hitu thu cta cac dong bat thu duc té bao chit in vitro 1a do nhitng thay
d6i trong té bao chat (Gracen V. E. va Earle E. D., 1985). Su phuc hdi lién quan dén
su mat ADN tuwong tu nhu plasmid S1 va S1 ¢ ty thé (Escorte cs,1985). Sy bién mat
ctia cac plasmid ty do S1 va S2 trong ty thé ¢ thé do chung lai gin vao ADN ty thé.
Qua trinh hdi phuc quan sat thiy trong nudi cay phéi non & ngd da mé ra moé hinh méi

cho vi¢c nghién ctru co ché phan tr cua hi¢n tuong bat duc duc té bao chit. Mot thay



doi 1y thu khac 1a su chuyén nguoc lai tir hitu thy thanh bat thu té bao chit. Gracen va
Earle (1985) thong bao da nhan dugc mot dang bat duc duc kiéu C méi hodc mot loai
bat duc duc té bao chat hoan toan mdi nhd nudi cdy moé phoi non. Phét hién nay mo ra
trién vong su dung nudi céy phoi non dé tao ra cac dang bat duc duc té bao chat cho
san xuat hat lai.
4.6.5. Bién dj ¢ cdc cdy nhén vé tinh:

Nhiing thay do6i di truyén ¢ gen nhan, luc lap, ty thé xay ra trén cdy tao ra cac
ciy kham di truyén. Bang phwong phap nhan v tinh c6 thé tao cac dong vo tinh dot

bién tur cac by phan khac nhau trén cac cay dot bién khac nhau.

Bang 4.3. Su khéc nhau vé bién di di truyén & cac cay sinh san vo tinh va hiru tinh

Cay sinh san vo tinh Cay sinh san hiru tinh

Béo ton da dang vé sO lugng nhiém sac Bdo ton va di truyén s6 nhiém sac thé 1a

thé - cac mirc 1éch boi va tam boi khac chin (qué trinh meios khong bi phé vd)
nhau. Vi du, cac gidng mia c6 s6 luong
NST rét khac nhau, dao dong tur 40, 48,

55,64, 72,77, 78, 80, 96... dén 130NST

Co thé tach duoc céac dang dot bién tir md | Chi céac dot bién xay ra trong giao tr moi

va té bao sinh dudng - té bao sdma (Than, | di truyén dugc
ct, ré, choi,mat ghép...), vi du cac gidng
da boi hod hoic cac gidng bat duc duc

khong hat thu nhan duoc tir cac dot bién

tu nhién & mat ghép cam chanh.

Trong diéu kién in vitro , c6 thé tach ra Trong diéu kién in vitro , co thé tach ra

cac té bao don riéng biét, cum té bao, mo
va co quan c6 dot bién —? tai sinh chiing
thanh cay dot bién hoan chinh - Nhan tiép
bang phuong phap vo tinh —? Tao dong

vo tinh dot bién

cac té bao don riéng biét, cum té bao, md
Vva co quan c6 dot bién —? Tai sinh ching
thanh cay d6t bién hoan chinh - Nhan tiép
bang phuong phap vo tinh —? Tao dong

v tinh dot bién.

4.6.6. Cdc hwong irng dung ciia hi¢n twong bién dj té bao soma

Nhu da phéan tich ¢ trén, viéc gy tao va chon loc cac dot bién t€ bao sdma xay

ra trong nuoi cay in vitro cé nhiéu tng dung da dang:

- Tao ra dong t€ bao nuodi cay cé kha nang san xuat cac chat hoat tinh sinh hoc véi

nang suat cao (xem cong nghé bioreactor)




- Tao ra cac giéng cay tré)ng mang nhiing dac tinh bién dj quy, vi dy, cac nha khoa hoc
& Pai Loan di chon tao duoc gidng chudi thap ciy, chéng chiu bénh thdi rii do ndm
Fusarium giy ra. & nudc ta, Vién Cong nghé sinh hoc di tao duoc giéng ltia méi DR2
c6 kha ning chiu han, chiu lanh bang phuong phap chon loc cac bién di té bao soma in
vitro tir mot gidng lua khong c6 kha ning chéng chiu. Gidng nay di duoc cong nhan

1a giéng quéc gia.

4.7. Qui trinh tao cay don boi

4.7.1. Qui trinh tao cdy don bji thuéc ld tiv hat phén phén ldp

4.7.1.1. Cam ung

a. Tao cay don boi

Nu hoa duoc xtr 1y bang ly tdm 2.000 vong/phit trong thdi gian 30 phut ¢ nhiét d6 5-
100C sau khi cat dé 48 gio ¢ 2-50C.

b. Tao cay nhi boi

Nu hoa duoc ngam trong dung dich colchicine 0,04% va dimethyl sulfoxide (chat dan
nap) 2% trong thoi gian 24 gio ¢ 2-50C va hat chan khong. Sau do rira sach dung dich
colchicine va xur 1y lanh tiép 24 gio.

4.7.1.2. Nuéi bao phdn

Bao phan dugc tach tir ny, nudi 3 ngay trong méi trudng khoang Halperin chira duong
sucrose 2% va Fe-EDTA (5mL/L: Na2EDTA 754mg + FeSO4.7H20 557 mg pha
trong 100 mL nudc soi), pH 5,8. Nudi 50 bao phan trong 5 mL méi truong 1ong.
4.7.1.3. Tdch va nuéi hat phan

Ep bao phén bang diia thiy tinh, loc hat phan bang ludi c6 mat ([ = 48 pum) va dua
vao dng ly tim vo tring c6 bong & day. Ly tdm 850 vong/phit va rira hai 1an bang moi
truong mdi. Nudi hat phan voi nong d6 104 hat phan/mL, mdi dia petri duong kinh 5
cm nudi 2,5 mL dung dich, dén gidy parafilm va dé ¢ noi c6 anh sang nhat. Sau 30
ngay sé& xuat hién phoi non.

4.7.2. Nuéi cdy hat phin lia

4.7.2.1.Phuong phap

a. Thiét ké thi nghiém:

Trong thi nghiém c6 thé dung cic dong laa ¢ kiéu di truyén khac nhau, nudi ciy tui
phﬁn cta céc loai lta khac nhau, khéo sat tin suit tao mo seo va tai sinh. Nudi céy
trén dia petri la chu yéu va moi dia petri 1a mdi lan 1ap lai, co it nhét 4 1an 1ap lai.

b. X 1y vat li¢u:

Céc gidng laa duogc trong trén vudn wom. Thu hat cta cic gidng trén. Cac dong lua

nay duogc tré)ng trong chau va dugc dat trong vuon wom. Tai phén duoc thu nhan vao



ngay thir 60 hodc 90 sau trong. Cac dong lta dugc gieo trong cach khoang nhau 1 tuan
va tién hanh trong 5 1an dé tranh céc gidng co thoi gian chin khac nhau. Mdi dong can
1-2 tép c¢6 mang tuoc hoa thu phin & giai doan chin.

c. Quy trinh

- Thu thap va xtr Iy vat liéu (tGi phan)

. Giai doan chin ctia ciy lua & ngay thoi diém thich hop cho nudi cy tui phan 1a
giai doan phan tr c6 nhin phan chiaddng nhit truéc khi hat phan di vao qua trinh
phan chia giam nhiém. Mau duoc iy 1a doan than giita 14 co va 1a dong (2-5 cm).
Doan than dugc dit trong bao nylon va dan kin lai va giit trong lanh trong subt thoi

gian thu thap mau va van chuyén.
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Hinh 4.1 Nuéi cdy bao phén lia

Xu ly lanh tai phén trudce khi dua vao nuoi céy dé tang hiéu suit tao mo seo.
Trude khi xtr 1y, be 14 dugc tach roi khoi than tranh gay thuong ton hay dap doan than.
. Poan than dugc giit trong tai nylon va dan kin lai cing ghi chi can than. Tii
nylon dugc dit trong bao gidy nhom va dit trong toi dé tién hanh xir Iy lanh véi anh
sang giam han. Poan than xir Iy & 50C trong 5-7 ngdy trudc khi nudi cay tii phan.
- Su hinh thanh mo seo va tai sinh
. Sau khi xtr ly lanh doan than c6 chua tai phén, doan than dugc khur trung véi
Natrihypoclorit 2,5 % trong 20 phdt.
. Poan than dugc ldy ra sau khi khir tring va dugc rira lai bang nudc cat vo
trung.



. Chum hoa lia dugc tach ra khoi than va dugc dat trén dia petri.

. Dung kéo dugc vo trung cit phan chan hoa lua.

. Dung que inox v tring c¢6 dau méc vo tring dé tach tai phan bén trong hoa lua
ra.

. Tai phan duoc cdy trén moi truong N6 tao mo seo. Ciy khoang 120 ti phan

trén 1 dia petri (100 x 15 mm). Mi gidng cy it nhat 3 dia petri. Pia dugc ghi cha can
than vé ngdy cay, giéng, moi trudong va ngudi cay.

. Pia petri duoc dan kin bang parafilon. Dan 2-3 16p parafilon dé tranh mat mét
moi truong.

. Dia dugc dat trong phong dudng cay ¢ 270C.

. Trong 2 tudn dau tién thi c& cach 5 ngay ghi nhan s6 liéu vé su phat sinh md
seo. Khi mo seo phét trién dén duong kinh 2 mm thi tich mé seo va ciy trén moi
truong tai sinh MS. Tui phan con lai chua hinh thanh mé seo hay mé seo chua phat
trién dén muc t6i thiéu (D = 2 mm) con lai trong dia petri duoc dan kin lai. Tiép tuc
theo ddi trong 3 thang.

. Cay 5-10 mau mo seo trén 1 dia petri (100 x 15 mm) c¢6 chira moi truong tai
sinh MS. Dia petri duoc dan kin va dit trong phong dudng cay co cuong do chiéu
sang 50-60 mol/m2/s & 270C ¢6 quang chu ky 16 gio sang va 8 gid toi.

. Cum cay tai sinh dugc tach rdi ting cdy riéng biét khi cdy cao 1 cm va dugc
cat trén moi truong tai sinh MS.

. Cay tai sinh duoc cdy chuyén sang chau trong vuon wom cay khi cdy cao 5 cm,

cay duoc danh dau.

. Duy tri cdy tai sinh trong chau c6 16p nuéc mong phi 1 miat cho dén khi cay
chin.
. Khi ciy lta chin, thu hat dit trong bao gidy va dugc dit trong 1 bao kin va lam

kho & 400C v6i do am con lai 12%. Thoi gian lam kho 1-3 ngay. Hat kho c6 thé ton
trit nhiéu nim & -200C. Néu 1am kho & 500C va kéo dai 5 ngay thi s& lam mat kha
ning nay mam cua hat.

d. Quan sat va do dém

- Su hinh thanh mo6 seo

Sau 2 tuan nudi cay, theo ddi sy hinh thanh mé seo cach khoang 5 ngay ghi ngay phat
sinh md seo va sb lwong mo seo duoc ciy chuyén sang moi truong tai sinh trén mdi
gidng trong vong 90 ngdy nudi cdy. Xac dinh tong s tii phin duoc nudi ciy hinh
thanh md seo trén mdi giéng & thoi diém 30, 60 va 90 ngady nudi cdy. Xac dinh su
hinh thanh mé seo bang ti 1¢ tii phin nudi cay phat sinh mé seo va phan tich ANOVA
dé danh gia:



1. Tong s6 lugng md seo hinh thanh cua cac loai
2. Sy hinh thanh mé seo ¢ giai doan 30, 60 va 90 ngay sau ciy

Phan tich sy khac nhau gifra cac giong va cac loai phy,

Hinh 4.2 M6 seo tir bao phéan lta

- Tai sinh

Kiém tra viéc nudi cAdy mo seo hang tuan. Ghi nhan ngay cdy va sd lugng mo seo tai
sinh thanh cay trong 8 tuan, ghi nhan cay c0 14 xanh hay cay bach tang .... Ghi nhan
tong so lwong mo seo ciia mdi giéng hinh thanh cdy xanh hay cay bach tang & cac thoi
diém 2, 4, 6 va 8 tuan sau khi cdy chuyén sang moi truong tai sinh. Ghi nhan ti 18 tai
sinh cay tir mo seo, thong ké s6 luong mo seo tai sinh dugc trong 1 dia. Thong ké s6
cay xanh tai sinh va cay bach tang va tong luong cay tai sinh dugc ¢ thoi diém 2, 4, 6
va 8 tuan sau cdy. Ding ANOVA phén tich két qua. Phan tich sy khac nhau va gidng
nhau giita cic giéng va cac loai phuy.

4.7.3. Nuéi cdy bao phén cdy thuéc ld

4.7.3.1. Nguyén liéu thuc vdt

Str dung bao phan cua cay thudc 14 (Nicotiana tabacum) dé nudi cay don boi.

4.7.3.2. Moi truong nuoi ccfy

Bang 4.4.Thanh phan c4c mdi truong nudi cay bao phan thude 14

Thanh phﬁn Tao cay In Tao Callus 1n Tao chdi 1n Tao ré 1n
moi trudng

Nitsch day du + + +
(Nt1,+Nt2,Nt3,

Nt4 va Ntb)

Saccharose (%) 2 2 2 2
Agar (%) 0.8 0.8 0.8 0.8
IAA (mg/L) 0.1 - - 0.1




2,4-D (mg/L) - 0.1-0.5 - -
KIN (mg/L) 0.1 0.1 01-1 -
BAP (mg/L) - - 01-1 -
Chay

Mbi trudong dugc chudn bi trong dng nghiém (1am thach nghiéng).

4.7.3.3. Nuébi cdy bao phdn

Nu thudc 14 hai ¢ giai doan canh hoa sap 16 ra khoi 14 dai (nu dai khoang 10-15 mm)
dugc khir tring theo tha ty: 2 phut trong cén 70%, 5 phut trong dung dich HgCI2
0,05% va rira bang nudc cat vo trung tir 4-5 lan. Trong diéu kién vo trung, ding
forceps va dao md tach nu 1ay cic bao phan cdy vao dng nghiém chira méi truong
dinh dudng d3 chuan bi sin (Bang 4.1, cot 2). Mbi 6ng nghiém cy 5-10 bao phan va
dit & nhiét d6 25- 270C, chiéu sang tir 10-12 gid/ngdy v6i cudng d6 chiéu sang 2000-
3000 lux.

Sau 6-8 tuan nudi, vo bao phén s& nirt ra va xuét hién cac cay thudc 14 don béi, céy
chuyén nhiing cy thudc 14 ndy sang nhiing binh tam giac loai 250 mL chira 50 mL
ctia cung mot loai méi trudng dé cay don boi phat trién.

Chu ¥: Cac thi nghiém nudi cay don boi chi thanh cong véi diéu kién hat phan phai &
giai doan tir tir hodc don nhan, do d6 thudng ngudi ta phai 1am tiéu ban hién vi dé
quan sat sy phat trién cua hat phan, chon giai doan thich hop rdi méi tién hanh nudi
cdy.

4.7.3.4. Nhi boi hoa thong qua giai doan callus

Than cta ciy thudc 14 don bdi nudi cdy trong dng nghiém duoc cit thanh timg doan
dai 5 mm va ciy 1én moi trudong tao callus (Bang 4.1, cot 3). Sau 7-10 ngay, tir doan
than cdy thudc 14 1n s& hinh thanh mot khéi callus nho duge goi 1a callus so cap. Té
bao callus so cap thuong dé tai sinh thanh chdi khi gap diéu kién thuan lgi. Cac cay tai
sinh tir té bao callus nudi ciy trén moi trudng & bang 4.1, cot 4 co d6 bién dong vé sb
luong nhiém sac thé rat 16n.

- Phuong phép kiém tra nhiém sic thé

Manh 14 non (1-2 mm) hodc dau ré (2 mm) dugc tach ra tir cay thude 14 don boi nudi
cdy trong 6ng nghiém, cb dinh bang hdn hop con: acetic (3:1) trong 24 gio. Mau dugc
bao quan & con 70%, nhudm nhiém sic thé bang acetocarmin. Dém s lugng nhiém
sdc thé dudi kinh hién vi.

Két qua phan tich sb lugng nhiém sic thé clia cac cAy tai sinh tir quan thé té bao callus
don boi 1a khong dong nhat, cho thiy: cay In chiém ty 1é khoang 21,9 %, ciy 2n
khoang 61,5 % va khoang 11,5 % la nhitng cdy c6 murc bdi thé cao hon nhi boi.




CAU HOI ON TAP
1. Néu vén dé don bdi cua thuc vat
2. Toém tit cac phuong phép tao thé don bdi in vivo
3. Phan tich c4c nhan t6 anh hudng dén nudi ciy bao phan
4. Chi ra nhiing ton tai trong nghién ctru don boi
5. Trinh bay hién tugng bach tang trong nudi cdy don boi
6. Visao nGi thé don boi co vai trod rat 1on trong cong tac tao giéng mai?
7. Néu céac tmg dung cua k¥ thuat don boi trong tao gidng méi va dong thuan & ngo,
lGa
8. Vi sao trong qua trinh nudi cdy in vitro luén xuét hién cac bién di té bao soma?
9. So sanh su khac nhau vé bién di di truyén ¢ cac cay sinh san vo tinh va hiru tinh

10. Tom tit qui trinh tao cAy don boi



Chuong 5. NUOI CAY TE BAO TRAN

5.1. Gi6i thiéu chung vé nudi cdy té bao tran

Viéc gidi thiéu vé quy trinh st dung enzyme dé c6 1ap té bao tran thuc vt
(Cooking 1960) da dua ra mot bd mat maoi dﬁy htra hen cho té bao thuc vat va nudi
cfiy mo va mo ra mét linh vuc mai trong sinh hoc té bao thuc vat. Picu lam cho té bao
tran ¢ tic dong manh nhu mot hé thdng thi nghiém dé 1a hé enzyme phén huy véach té
bao 1am 16 ra bé mit mang té bao nhu 13 mot rao can giita moi truong bén ngoai va
thanh phan bén trong té bao. Su tiép can dén mang sinh chat c6 ¥ nghia 14 thi nghiém
c6 thé duogc thiét 1ap dé nghién ciru va thao tac trén cac thudc tinh cia mang té bao
diéu ma khong thé thyc hién dugc khi bi bao phu boi vach té bao. Té bao tran dugc sir
dung rong rii trong nhiéu linh vuc thi nghiém tir nghién ctru nhitng tinh chat vat 1y
clia mang sinh chat (Ruesink 1973) dén nhitng nghién ciru nhap bao va hap thu céc
phan tir (Willison et al. 1971), cac bao quan (Potrykus 1975) va vi sinh vat (Davey va
Power 1975). Hon thé nita, do tinh sin sang c6 thé s dung té bao trin cho céc
phuong phap pha v té bao dé nhanh chéng thau nhan cic bao quan va cac dai phan tir
ma khong gdp phai sy bién dang hu hong nhu cac phuong phap ly trich thong thudng
(Howland et al. 1975). R4t dé& nhanh chéng nhan thiy rang céac tinh chat ciia mang
sinh chat dudi mot sé diéu kién thuan loi nao d6 c6 thé chiu sy dung hop va c6 kha
ning hinh thanh té bao lai, cudi cung dan dén sy tao ra té bao lai sinh dudng lién quan
dén su cai thién nang suét thu hoach mua vu (Nickell va Torey 1969). Do mdi mot té
bao cach ly vai té bao khac trong quan thé té bao tran va 1a mot hé thdng don bao nén
c6 thé thao tac twong ty nhu quan thé vi sinh vat. Tinh chit nay duoc khai thac thanh
cong trong thi nghiém cho nhiém ddng loat boi virus (Takebe 1975), nudi cdy nhan

gidng vo tinh té bao va phan lap cac té bao dot bién.

Giai doan chinh trong su phuc hdi tré lai cta té bao tran trong moi trudng nudi cay té
bao nguyén ven 13 qua trinh téng hop va phat sinh trd lai vach té bao. Té bao tran phin
1ap tir m6 qua ca chua duoc khao sat chi tiét ddu tién qué trinh cung cdp enzym dé
phuc hoi tré lai vach té bao (Pojnar et al. 1967). Mic dau bao cio dau tién vé enzyme
phan 1ap cua té bao tran duoc cong bd vao nim 1960 (Cocking 1960) nhung mii dén
10 ndm sau sy phan chia té bao dau tién tir t& bao trdn moi dugc bao céo (Nagata va
Takebe 1970) thi nghiém khao sat trén té bao thit 14 thudc 14 tai tao nhanh chong vach

té bao méi va khoang 60-80% so té bao c6 vach moi da phan cat té bao trong moi



truong nudi cdy. Mo seo dugc hinh thanh thuc day sy tao thanh canh non rdi sau do6 1a
cdy thudc 14 nguyén ven (Takebe et al. 1971). Cuing thdi gan 4y Kao et al. (1970) quan
sat su tai tao va phan chia ¢ té bao tran cAy dau nanh trong méi trudng nudi cay. Cudi
nim 1970 d4 chirng minh 1d nudi ciy té bao tran dé tao tap doan té bao va cudi cing
1a cay hoan chinh da trd nén 14 quy trinh trong nhiéu phong thi nghiém, va c6 nhiéu
loai da duoc nhan bdi on dinh. Tuy nhién, con cdé mdt sb6 van dé can khic phuc duoc
néu ra do Evans va Cocking (1978) d6 1a méi truong nudi cdy, yéu to vat 1y moi

truong, va yéu to di truyén.

Mot trong nhiitng 1y do protoplast khong roi nhau ra 1a bé mat té bao c6 tich dién va
chung c6 khuynh huéng két dinh v6i nhau. Nghién ctru bang dién di c6 thé xac dinh
bé mat té bao co tich dién (Grout and Coutts 1974) va co thé trong mat s6 diéu kién
thong thudng nao d6 dién tich nay 1a 4m. Mot trong nhiing diéu kién tat yéu cua yéu
t6 1am tan rd cac té bao 1a 1am giam thiéu dién tich nay xudng lam cho té bao tap hop
lai va mang té bao sat lai gan nhau hon. Mot trong nhitng hop chat dau tién duoc ghi
nhan gy ra su tan ra 13 nitrate sodium (Power et al. 1970). Té bao boc tran dé vao
dung dich mubi nay s& nhanh chong dua dén su két tap lai, va thong qua viéc khao sat
su chuyén dong cua té bao tran trong budng dién di cho thiy rd nitrate sodium giam
thiéu dién 4m cua té bao tran (Grout va Coutts 1974). Polyethylene glycol (PEG) duoc
chap nhan rong rii nhu mot tac nhan gy ra sy tan ra (Kao va Michayluk 1974, Wallin
et al. 1974); xir Iy té bao tran voi PEG gay ra mot su két tap nhanh chong véi té bao
tran thyc su tan rd xdy ra trong thoi gian hydrat hoa tro lai két hop voi su g& bo cia
PEG. Su st dung nitrate sodium dé thiic dy sy hoa nhap din dén su tao thanh té bao
lai thuc vat vé& mit di truyén, vi du khéi u lai giita Nicotiana glauca va Nicotiana
langsdorfii do Carlson va cong su (Carlson et al. 1972). Nhitng tién bo ndi bat vé yéu
cau phat trién nhitng quy trinh chon loc cac té bao lai sinh dudng doc lap cia céc
thudc tinh bat ky da biét cua lai hitu tinh. Do vy nhiing nd luc hudng truc tiép dén
viéc st dung cac dot bién, va su dung nhitng chon loc trén can ban sy khac biét xay ra
giita tang trudng thuc vat tu nhién va dap Gmg voi méi truong dinh dudng va thube. O
Nottingham Petunia dugc chon cho nhitng danh gia nay boi vi dap Gmg cua chung dbi
vOo1 mO nudi ce“iy va su di truyén mau sic canh hoa duge 6n dinh. Thuc vt lai sinh
dudng cua Petunia hybrida va P. parodii da dugc tao ra thanh cong vao ndm 1976
(Power et al. 1976). Nhu da dugc thao luin bdi Cocking (1989), nhitng thanh cong khi
sit dung cac ddi twong cua ho ca Solanaceae khong tién hanh song song véi thanh
cong trong nudi ciy té bao tran ngi cbc. Pidu dang nodi 1a hon hai muoi nim sau

khong mdt ai dat dugc sinh san on dinh té bao tran 14 ngu cdc. Thanh cong chi dat



duogc trong mudi nim gan day trong viéc tai tao ciy nguyén ven tir té bao tran lda, co
1ap khong phai tir 14 nhung tir dich treo nudi cdy té bao (Abdullah et al. 1986). Thanh
cong ban dau khi 1y té bao trin cta cdy thude 14 va cay Petunia dé tai tao vach té bao
roi trai qua sy phan chia dé tao thanh mo seo, sau d6 phan hoéa thanh co quan dé tao

thanh ré va choi non, 1am 16 ra con duong nghién ctru sai vé cac loai cay ngu coc.

Nim 1980 di nhin thdy duoc phuong phép tinh vi md rong trong tai tao lai cay
nguyén ven tir gia ting viing chic sd cac lodi cdy va trong san xuit té bao lai sinh
dudng va cybrids, bao gdm vi du nhu cac ca thé khac loai khong c6 kha ning giao
phéi, Petunia parodii va Petunia parviflora (Powder et al. 1980). Quy trinh dugc phat
trién dé tai tao lai cAy nguyén ven tir té bao tran ¢ lap, khong chi cho cdy lta, nhung
con & ca chua, dau nanh, hat lanh, cai bap, rau diép va céac cdy lai sinh dudng giira cac
loai khic nhau, c6 bé may di tuyén khac nhau ciia Lycopersicon, Nicotiana, Solanum,
Glycine, Citrus, Brassica, Medicago va Trifolium spp (Bajaj 1989a). Thém vao do6 cac
quy trinh duoc phét trién xa hon cho cac k¥ thuat vi tiém, dung hop bang dién, flow
cytometry, hip thu va tich hgp DNA, ¢6 lap nhan va nhiém sic thé tir t& bao tran
(Bajaj 1989D).

Viéc kham phé ra té bao tran c6 thé bi nhiém boi virus kham thudc 14 (Cocking and
Pojnar 1969) kich thich su quan tim vé van dé hap thu vao hé thdng té bao trin, ma
dinh diém 14 sy biéu hién cta plasmid Ti trong vi khuan Agrobacterium giy khéi u,
duoc dua va té bao tran dé bién ddi té bao tran, cung cip bang ching dau tién vé vai
tro doc 1ap cua plasmid Ti & khia canh nay (Davey et al. 1980). Diéu nay mé duong
cho viéc str dung plasmid chuyén nap truc tiép cho té bao tran dan dén viéc tao ra
duogc cac loai rau va ngil coc chuyén gen va cac vu thu hoach cy trong bang chuyén
nap truc tiép DNA cho té bio tran, bao gom cac loai lua chuyén gen c6 kha ning sinh
san theo phuong cich chuyén nap bang dién xung vao té bao trin lua plasmids
chimaeric (Zang et al. 1988).

Nhiing nghién ctru trén cay laa chuyén gen minh hoa vai tro ciia té bao tran trong viéc
bién ddi té bao ngii cbe va 1am cho van d& phan tir va té bao tiép can nhau hon. Khao
sat trén mot vai chi tiét minh hoa cic nghién ciru nay da phat trién nhu thé nao trong
thap nién 1980. Sy twong tac giita virus v4i té bao tran ¢d 1ap minh chimg poly-L-
ornithine kich thich sy 1iy nhiém, trong khi cic nghién ctru tiép theo xac nhan ring
PEG ciing gia ting su thu hut virus va acid nhan cua virus vao trong té bao tran

(Davey va Kumar 1983). Roi sau d6 nhitng nim cudi thap nién 1970 dau thap nién



1980 day 1a thoi gian phdi hop giita cac k¥ thuat xac dinh plasmid Ti c6 thé chuyén
nap hay khong vao té bao tran thyc vat. Nhu da dé cap trudc day cac nghién ciru bao
gdm su tuong tic clia ciu tric siéu xoan cua plasmid Ti tir dong octopine ciia A.
tumefaciens v&i dich treo té bao tran Petunia hybrida v6i sy ¢ médt cua PLO, két qua
tao ra mot tap doan té bao tran co biéu hién tinh chit c6 vi déng cua dinh tang trudng
trong moi trudng cd hormone tyr do va sy tong hop octopine, ca hai déu ma hoa boi
gen Ti T-DNA (Davey et al. 1980). Deshayes et al (1985) dong géi pGV23 NEO, day
la mot plasmid mang gen aminoglycoside phosphotranspherase type I (APH II;
neomycin phosphotranspherase, NTP II) tor Tn5 c¢6 kha ndng khang kanamycin trong
té bao thuc vat, vao trong thé tich chat béo (liposome) va dung hop véi plasmid co
chta tai cua té bao tran thudc 14 st dung PEG. Tép doan té bao khang kanamycin
duoc ¢o 1ap ¢ 4.0'105. MAu cat han ché DNA duoc chén vao trong qua trinh chuyén
gen vao té bao thuc vat duoc chi dinh theo cach tich hop ké nhau trong trinh tu cia
plasmid, bao ham sy tai to hop dong dang giita cac trinh ty trong khi chuyén nap.

Tién bo chinh trong chuyén nap truc tiép DNA vao té bao tran dat dugc khi né duoc
chting minh rang trinh tu T-DNA 14 khong can thiét cho sy chuyén nap 6n dinh va
biéu hién ctia DNA la trong té bao thuc vat. Mot gen lai c6 thé chon loc bao gff)m vung
giai ma ctia gen Tn5 NPII duéi sy kiém soat ciia gen promoter CaMV VI dugc dua va
té bao tran thudc 14 nhu 1a mot phan cua E. coli (p)ABCD1) bang cach xir 1i hdn hop té
bao tran - plasmid bang PEG 6000. Tap doan da chuyén nap sé duoc chon loc trong
moi truong cd chira 7 mg/ml kanamycin. Gen la s& duoc truyén qua cho thé hé cay

con bang phép lai Mendel.

Trong khi té bao tran thudc 1a dugc sir dung rong rii nhu mot hé thong tiéu biéu cho
cac nghién ctru DNA, céc hé thong té bao tran khac, bao gom lua, ciing dugc quan taim
rong rai. Chuyén nap gen hitu thu cho Brassica napus dugc chuyén gen béi pABDI
vao trong té bao tran thit 1 bang phuong phap xung dién (Guerche et al. 1987). Tinh
khang kanamycin duogc truyén qua thé hé ciy con qua con duong hitu tinh béi lai mot
tinh Mendel. Chuyén gen truc tiép ciing ching minh kha ning tao hat rau Vigna
aconitifolia khang kanamycin mé seo tai tao tir t& bao tran sé¢ nhiét xtr Iy boi PEG va
pLGV NEO 2103 (Kuhler et al. 1987). Cac nghién ctru chuyén gen truc tiép vao té
bao tran thuc vat ciing cung cip mot hé thong dé quan sat su biéu hién gen trong
khoang thoi gian vai gio xtr Iy chuyén nap. Céac nghién ctru biéu hién gen tam thoi
(ngan ngti) nhu vay co ich trong viéc dénh gia cdu trac va gen khoi dong khi gen
reporter san sang c6 thé thir nghiém vi du nhu CAT va b-glucurionidase.



Rét hitu ich khi so sanh mot vai tinh chét chuyén nap cua té bao tran thuc vat va té bao
dong vat. That vay su thiic ddy dé lugng dinh tinh kha chuyén DNA tryc tiép vao té
bao thyc vat, dic biét 1a té bao thyc vat di duoc loai bo vach té bao bang enzym nhu
trong truong hop té bao tran thuc vat, tir cac bao cao nudi céy mé té bao dong vat cho
thdy c6 kha nang chon va biéu hién mot nhom gen va hé gen DNA. Bay gio co hoi
xuét hién cac thé hé dot bién do dua cac dot bién gen vao té bao tran thuc vat tuong
tac v6i DNA; d6 1a cac bang ching chimg t6 rang cac mau DNA 16n c6 thé dua vao
va biéu hién ¢ té bao dong vat (Allshire et al. 1987).

Té bao tran co thé co lap bang enzyme tir mot sé nhom té bao vi du nhu tir té& bao biéu
bi 14 ctia thudc 14 roi c6 thé tai tao lai thanh cdy nguyén ven (Davey et al. 1974). Long
hut cta ré 1 san pham tu nhién cia té bao biéu bi ré, va n6 da duoc chimg minh xir 1y
bang enzyme c6 thé 1am tiéu hay dinh sinh truong cta 1ong hit va phong thich té bao
tran (Cooking 1985). Té bao tran co 1ap tir r& cdy con, than 14 mam, va 14 mam cia
Lotus corniculatus (sen) san sang phan chia trong mdi truong nudi cdy dé tao ra mod
seo va tir d6 c6 thé sinh ra té bao tran (Ahuja et al. 1983) diéu dang quan tim 13 xac
dinh té bao tran tir 16ng hut ré con gitt tinh chat nguyén thity hay khong. Xt 1y ré cia
cay con Lotus corniculatus véi cellulase va pectinase phong thich cac té bao tran cia
dau ré 16ng hit khi 0 trong méi truong c6 enzym khoang 1 phit. 10% cua té bao tran
phan chia dé tao ra mot tap doan té bao ma sau d6 tao duoc chdi non. Cay tai tao co
kiéu hinh va té bao binh thuong. Cac nghién ciru trong twong lai s& c¢6 thé 1am cho mot
hé théng nhu vay duoc stir dung dé xac dinh nguén géc cta té bao tran co anh huong
hay khong dén con duong phat trién sau d6. Trong cac té bao tran ¢ lap tir dich nudi
cdy dé tai tao cAy nguyén ven cho thay xdy ra qua su phat sinh phoi dinh dudng
(Abdullah et al. 1986). C6 thé ching thay d6i con dudng phat trién nay bang k¥ thuat
dién cao thé trong qua trinh phan bao ciia dan suat té bao tran thyc vt nhu di quan sat
boi Rech et al. (1987). Gan day, Chand et al. (1988) quan sat thay su boc tran té bao
ciy duoc liéu than gd Solanum dulcamara & dién ap 250 dén 1250 vol/cm2 trong ba
xung dién ké tiép nhau mdi xung kéo dai 10 - 50 ms di kich thich su ting trudng cia
mo dan sudt tir té bao trin va cho thiy co gia ting kha ning biét héa (Chand et al.
1988). S& rat quan trong dé mé rong cic nghién ctru ndy trén hé théng té bao tran. S&
¢6 ich khi té bao trin Physcomitrella tai tao chi san sinh mot khdi u khi dép tng véi
anh sang don cyc, va té bao phan cuc ndy phan chia sau 24 gid tir té bao tran co lap, tir
hai té bao con c6 hai mit phat trién khac nhau (Jenkin va Cove 1983). Bién ddi con

duong phat trién c6 thé cung cap dau moi gidi ma vé su phat trién té bao thuc vat, té



bao cua no6 va di€u khién phan ta.

C6 1& van d& quan tam chinh 1 sy twong tac méi la giita cac dai phan tir, viruses va vi
sinh vat va mang té bao cua té bao trin. Pién xung dé hinh thanh cic 16 trén mang té
bao co thé duge dung dé khao sat theo hudng nay. Hon nita, diéu chi yéu khong phai
1 tat ca vach té bao phai duoc bo di; mot loi ich ciia nghién ctru trén nhidu mang. Nhu
d3 kham pha & hoa sen Lotus rat d& bo di vach té bao mot cach nhanh chéng & dau
16ng hut cua ré bang xir 1y ré cdy con véi mot hdn hop cellulase va pectinase. Gan day
chung ta d3 quan sat cdu triac ndt san tao ra & ré laa, ré cAy con ciia ciy cai cho dau khi
xtr Iy & v6i hon hop enzyme cellulase va pectinase va cho nhiém Rhizobium hay
Bradyrhizobium (Al-Mallah et al. 1989 va 1990). Cac nghién ctru ndy bao gdm sy
phan hily mot phan vach té bao 1am 16 ra mot phan mang sinh chat cia té bao biéu mo
c6 ¥ nghia quan trong cho viéc nghién ciru sy cong sinh cia Rhizobium ddi véi cac

cay trong khong phai ho dau (Cooking va Davey 1991).

5.2. Phuwong phap tach protoplast

Co 3 phuong thirc phan 1ap protoplast, do la:

- Co hoc (khong dung céc enzyme).

- Str dung enzyme tuan tu (qua hai budc).

- Str dung hén hop enzyme (xir Iy dong thoi).
Phuong phap co hoc tién hanh dua trén co so pha cac mbi lién két cia mo bang céc
dao sit nhon (sharp-edged knife) va giai phong cac protoplast riéng r&. Phuong phap
nay cho hiéu suat thap. Néi chung, cac protoplast thuong duoc phan 1ap tir cac té bao
khong bao hoa cao cua cac mod du trir nhu chdi hanh va vay hanh (bulbs and scales)
ctia cac loai than hanh, ré cii cai (radish root), vé qua gifta cua dwa chudt (mesocarp of
cucumber), va ré cu cai dudng (beet root).
Phuong phép ding enzyme c¢6 hiéu qua cao hon rat nhiéu so véi phuong phép co hoc,
phuong phap enzyme cho phép tdch dugc hang gram protoplast. Cac enzyme dugc s
dung la cellulase hoan toan khong doc hai ddi vai té bao.. Do vach té bao c6 thanh
phan gdm pectin, cellulose, hemicellulose cho nén phai sir dung hdn hop enzyme:
- Pectinase phan huy pectin.
- Cellulase phan huy cellulose.
- Hemicellulase phan huy hemicellulose.
Ngoai ra, dé protoplast khong bi v& sau khi thanh cellulose bi phan hity ngudi ta phai
bd sung nhitng chit ting ap luc tham thiu vao dung dich enzyme dé duy tri cAn bang

thim thiu giita ndi bao va moi trudng bén ngoai. Thanh phan dich enzyme (trén lit)



gom co:

- Cac enzyme (pectinase, cellulase, hemicellulase) tir 0,1-2%

- Sorbitol (0,15 M) 27,3 g - Mannitol (0,15 M) 27,3 g

- Glucose (0,1 M) 18 g

- CaCl2.2H20 (6 mM) 441 mg

- KH2PO4 (0,7 mM) 95 mg

- bém MESI (3 mM) 650 mg

- Piéu chinh pH 5,6 va khir trung dung dich enzyme bang mang loc Millipore.

Tuy theo timg d6i twong va ting loai mo c6 thé thay ddi ndong do ciia cic enzyme trén
cho thich hop. Vi protoplast thuc chét 1a té bao tran khong c6 thanh cho nén cé thé
tach dugc tir nhidu ngudn khac nhau nhu: cac bd phan cua cay (14, ré, hat phin),
callus, té bao don ...

Khéc véi té bao vi sinh va té bao dong vat, té bao thuc vat c6 thanh té bao cung duoc
tao ra bai nhiéu loai polime khac nhau. Thanh té bao co chirc nang co hoc, tao khung
xuong té bao va hé mang lién két giira cac té bao véi nhau. Thanh phan hod hoc cia té
bao rat phuc tap. Celllose 1a thanh phan chil yéu ciia mang té bao thuc vat. Cong thirc
hoa hoc tong quét cua cellulose 1a (C6H1505)n. Phan tir cellulose c6 hinh soi dai,
tham chi rat dai v6i su lién két ciia hang nghin cac phan tir dwong don v6i nhau. Ngoai
cellulose con co hemicellulose, pectin, lignin, mot sd chat béo va chat khoang, pectin
con dong vai trd quan trong lién két giita cac té bao voi nhau.

Té bao tran (protoplast) 1a té bao da dugc tach khoi mang té bao (mot 16p polyme bao
boc té bao) va mang lién két giita cac té bao. Cac enzym dong vai tro cha yéu trong
phan huy mang té bao va tao ra té bio tran 1a cellulase va pectinase. Té bao sau khi bi
mat 16p mang cing sé& c6 dang hinh cau dudi ap suat tham thau phu hop cia moi
truong.

Té bao tran c6 thé duoc tach ra tir cac mé hodc co quan khéac nhau & cdy nhu 14, ré, mo
seo nudi ciy in vitro .

Uu thé cua k¥ thuat tach va nudi cdy té bao tran 13 t& bao khong c6 mang cung, &
trang thai don bao, mat do té bao thu duoc trén 1 don vi thé tich moi truong co thé rat
cao (dat 10° t& bao/Iml méi truong). Té bao trin & mot sé cdy trong c6 kha ning tai
sinh rat manh, vi du t& bao md thit 14 & thudc 14, cai dau, ... Béng thao tac di truyén o
té bao tran co6 thé d& dang tao ra cac té bao bién ddi gen. Té bao véi kiéu gen bién doi

s& dugc bao ton khi tai sinh té bao thanh cay hoan chinh.



Catla trong moi truong PCM, Ly tam thu duoc ciac 1é
diing enzym tach 1é bao trian bao tran

Tiii sinh callus trén Phan chia t¢ bao Nuoi té bao tran trong
moi trudong moi truong
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Cay con invitro

Choi tai sinh

Hinh 5.1 Céc budc nudi cdy té bao tran cay hong.

L& cay

L4 13 ngudn nguyén liéu thong dung va truyén théng cho k¥ thuat protoplast thuc vat,
do né cho phép phén 1ap duge mot sb 10n cac té bao twong ddi dong nhét (relatively
uniform cells). Protoplast phan lap tur 14 qua ndm budc:

- Khtr trung 14.

- Loai bo 16p té bao biéu bi (epidermal cell layer).

- Tién xir 1y enzyme.

- U enzyme.

- Phan 1ap protoplast bang phuong phap loc va ly tim
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Hinh 5.2. Cac budc phan 1ap Protoplast tir 14 cay
Phuong phap co ban dé tach té bao tran tir 14 cay
1. Khtr trang mau 14
2. Ngam mau trong dung dich thim thau dé té bao co nguyén sinh chat
3. Tach 16p mat dudi 14
4. Ngam mau trong hdn hop enzym
5. Tinh sach té bao tran
6. Nudi cdy té bao tran trong moi truong thich hop




Hinh 5.3. Phan 1ap protoplasts cua Echinacea purpurea (bar = 50 mm).

Hinh 5.4. Sy phén chia tiép theo cua protoplasts. Echinacea purpurea (A) Phan chia
protoplast- sau 6 giay
(bar =25 mm). (B,C) Su phan chia thir hai va thtr 3 cua
protoplast (bar = 25 mm). (D) Cum Protoplast-nhan duoc sau 6 ngdy nudi cdy (bar =
100 mm).
Bang 5.1.Cac enzyme thuong pham thich hop cho phan 1ap protoplast

STT Enzyme Nguon thu nhan

1 Céac enzyme cellulase
Cellulase Onozuka R-10 Trichodema viride
Cellulase Onozuka RS T. viride
Cellulase YC T. viride
Cellulase CEL T. viride
Cellulysin T. viride
Meicelase P-1 T. viride
Driselase Irpex lacteus

2 Céac enzyme Hemicellulase
Helicase Helix pomatia
Hemicellulase Aspergillus niger
Hemicellulase H-2125 Rhizopus sp.




Rhozyme HP 150 Aspergillus niger

3 Cac enzyme Pectinase
Macerase Rhizopus arrhizus
Macerozyme R-10 R. arrhizus
PATE Bacillus polymyxa
Pectinol Aspergillus sp.
Pectolyase Y-23 Aspergillus japonicus
Zymolyase Arthrobacter luteus

b. Nudi cdy callus

Céc callus non nudi cdy in vitro ciing 1a nguyén liéu Iy tuéng dé thu duoc mot lugng
16n protoplast. Nudi cdy cac callus gia hon thudng cho cac té bao co kich thude 16n
hon va vach té bao day, diéu nay s& giy khé khin cho su thiy phan bang enzyme. Vi
thé, ngudi ta thuong st dung cac callus non sau hai tudn cdy chuyén dé phéan lap
protoplast.

Hinh 5.5. Tao mo seo, Tai sinh cdy va sy phat trién cta ciy con tir protoplasts cta
Echinacea purpurea. (A) Tao md seo tir cum protoplast thu nhan dugc (bar = 1 cm).

(B) su phat sinh co quan tir mé seo (bar = 1 cm). (C) Tai sinh chdi tir mo seo (bar = 1



cm). (D) cay con hoan chinh (bar = 1 cm).

Céc cdy tai sinh tir quan thé té bao don (single cells) c6 thé duy tri ddy di cac dic tinh
bao toan cao cua giéng hodc dong nhung van c6 thé thay doi mot sb tinh trang nhu
mong mudn. Vi du: Cac cdy mia dudng c6 ngudn gbc tir cac té bao callus mang day
du cac dic diém cua bd me, nhung mot vai tinh trang da dugc cai thién nhu khang
bénh, ting san lugng va ham lugng dudng cao hon. Gan day, nguoi ta thuong phan
lap protoplast tir callus dé tao ra cac té bao don, din dén két qua 1a thu duoc cac
protoclones khac nhau (protoplast propagated clones) & cac loai cay trong quan trong
trong nong nghiép.

c. Nubi cy dich huyén phu té bao

Nudi cdy dich huyén phu té bao (cell suspension cultures) ciing cung cap ngudn
nguyén liéu rat t6t cho phan 1ap protoplast. Dich huyén phu té bao c6 mat do cao dugc
ly tdm, sau d6 loai bo thé ndi (supernatants). Cac té bao duoc u trong hdn hop enzyme
(cellulase + pectinase) va lic tir 6 gid toi qua dém tuy thudc vao ndng do cua céac
enzyme. Str dung nong do thap ciia cac enzyme muc dich ngin can sy két dinh trong
dich huyén phu té bao dé thu dugc hiéu suat phan 1ap protoplast cao hon.

Céc protoplast ¢6 ngudn gdc tir nudi cay dich huyén phu té bao cé tiém ning tai sinh
cdy hon hian & cac loai ma trudc d6 da khong thanh cong khi thir tai sinh tir cac
protoplast ¢ ngudn goc té bao thit 1a. Nhitng thanh cong gan day khi tai sinh cay in
vitro hoan chinh tir protoplast ciia cac loai ngii coc (ké, laa mién, laa mach gidng
Golden Promise) di chirng minh nudi cdy dich huyén phu té bao 14 ngudn nguyén liéu
Iy twong cung cap cac protoplast toan ven.

d.Tai sinh cay tir té& bao tran

Céc budc:

Tir 1 té bao tran khi nudi cay trong mdi truong tai sinh thi mang té bao hinh thanh, sau
d6 té bao phat trién thanh cum té bao (md seo). Tir md seo s& hinh thanh phai roi tai

sinh thanh cay hoan chinh.

5.3. Nudi ciy protoplast

5.3.1. Méi truwong nudi cdy

a. Thanh phan dinh dudng

N6i chung, mdi trudng nudi cay protoplast twong tu voi moi trudng nudi cdy dich
huyén phu té bao va callus. Tuy nhién, néng do cta Fe, Zn va amonium ding trong
moi truong nudi cdy mé thuc vat c¢6 thé 1a qua cao ddi voi nudi cdy protoplast. Hau

hét mudi cua méi trudng BS va MS c6 cai bién mot it 1a thich hop. Ting ndng do



Ca2+ trong moi truong nudi cdy protoplast tir 2-4 1an so véi binh thuong cé loi cho
viéc duy tri tinh toan ven ciia mang té bao. Nong do sucrose thich hop thudng tir 3-
5%, nhung ¢ mdt sb loai (vi du: thude 14) sucrose dugc st dung & néng do thép hon
(1,5%). Mdi trudng nudi cdy protoplast sir dung nito hitu co dang CH va nito vo co
NH4NO3 (20 mmol/L).

Céc vitamin dung trong nudi cay protoplast ciing giéng trong mdi truong nudi ciy mo
tiéu chudn. Auxin va cytokinin st dung & cac t6 hop néng d6 khac nhau dé cam tng
tao vach té bao va kich thich phan chia trong cac protoplast phan lap. Protoplast cta
ngil coc doi hoi cung cip 2,4-D riéng & hodc t6t hon 13 phai phdi hop véi cytokinin.
Tuy nhién 2,4-D ciling nhu cac auxin khac (NAA, IAA) dugc st dung riéng ré thuong
lam mAt tiém ning phat sinh hinh thai & cac callus c6 ngudn gbc protoplast. Céc
cytokinin thuong duoc stir dung 1a BAP, kinetin, 2-iP, hodc zeatin. Mic du, to hop hai
loai phytohormone néi trén thay d6i tuy loai, nhung néi chung trong nudi cay
protoplast ty 18 auxin/kinentin cao thich hgp cho phan chia té bao, trong khi cac
protoplast c6 ngudn gdc tir nhitng t& bao phan hoa cao lai can ty 1& kinetin/auxin cao
dé tai sinh cay.

b. Ap luc tham thau cia méi trudng

Trong qua trinh phan 1ap va nudi cdy, cic protoplast can duoc duy tri can bang ap luc
tham thau gitta mdi truong va nodi bao cho tdi khi tai sinh duge vach té bao viing chac.
Trong ca hai truong hop chénh 1éch ap luc tham thau gitra moi truong va ndi bao theo
huéng méi trudng nhuoc truong hodc wu truong sé dan dén tinh trang protoplast bi v&
hoic teo lai. Cac chat diéu chinh ap luc tham thau (thong thuong 1a dé tang ap luc
tham thau) trong moi trudng nudi cay protoplast va trong hdn hop enzyme 1a sorbitol,
mannitol, glucose, hodc sucrose. Cac protoplast s& sinh truong 6n dinh hon trong
trong dich duogc tang nhe ap luc tham thau. Doi vai cac protoplast thit 14 cua ¢ ngli cde
va dau thi mannitol hodc sorbitol 1a cic nhan t6 6n dinh ap luc tham thau thich hop
hon ca, trong khi sucrose lai thich hgp hon glucose hodc mannitol trong nudi cay
protoplast ctia khoai tay, dau hoa (sweet pea), tudc mach (brome grass) va san. Trong
nudi cdy dich huyén phu thudc 14, galactose va fructose di duogc str dung dé diéu chinh
ap lyc tham thau.

Céc chét phan ly ion (KCI 335 mmol/L va MgS04.7H20 40 mmol/L) cai thién t6t kha
ning sdng sot cua protoplast. Thong thudng cic dung dich enzyme dugc bd sung cac
mudi nhat dinh (CaCl2 5-100 mmol/L) song song véi cac nhan t6 6n dinh thim thau
khong phan ly ion. Cocking va Peberdy (1974) da phat trién dung dich rira protoplast
(cell-protoplast washing, CPW) chira mudi va cac nhan t6 6n dinh thdm thau thich

hop. Dung dich CPW c6 thé duoc dung trong sudt qua trinh 0 enzyme va ria



protoplast. Thoi gian 1 enzyme tity thudc vao nong do cia né trong dung dich va loai
nguyén liéu dugce str dung.

c. Mat dg dan trai protoplast

Mat d6 protoplast t6i wu 1a tir 1 — 10* dén 1 — 10>/mL. Tuy nhién, cac thi nghiém lai
soma (somatic hybridization) va phat sinh d6t bién (mutagenesis) can tao dong té bao
riéng &, do d6 phai dan trai protoplast & mat do thap hon (100-500 protoplast/mL).
Nubi cdy ¢ mat do thap giup dé dang phan lap va xac dinh cac khuan lac lai khi c6
mat cua hé théng chon lgc. Kao va Michayluk (1975) da xay dyng mdi truong nudi
cdy protoplast (KM 8p) (Bang 6.2) trong d6 céac protoplast dugc nudi ciy riéng ré (vi
du: Vicia hajastana) c6 kha nang phéan chia cho t&i khi tao thanh callus. M6i truong
nay con kich thich phan chia nhanh hon & cac protoplast thit 14 cua co linh lang
(alfalfa), dau (pea), khoai tay, va san pham dung hop potato + tomato dugc nudi cy
dan trai & mat do thap. Céc protoplast nudi cdy trén moi truong nay dugc dit trong tbi

vi moi truong KM 8p s€ tréd nén ddc doi voi té bao dudi di€u kién anh sang manh.

Bang 5.2. Moi truong KM8p dung cho nudi cay protoplast & mat do thap (khir tring

bang phuong phap loc)
Thanh phan Nong d6 Thanh phan Nong do
(mg/L) (mg/L)
Muéi khodng Cac acid hitu co
(chinh pH t¢i 5,5 bang

NH4NO3 600 NH40H)

KNO3 1900 Sodium pyruvate 5
CaCl2.2H20 600 Citric acid 10
MgS04.7H20 300 Malic acid 10
KH2PO4 170 Fumaric acid 10
KCI 300

Sequestrence330Fe 28

KI 0,75

H3BO3 3 Céc vitamin

MnSO4.H20 10 Inositol 100
ZnS04.7H20 2 Nicotinamide 1
Na2Mo04.2H20 0,25 Pyridoxine-HCI 1
CuS04.5H20 0,025 Thiamine-HCI 10
CoCI2.6H20 0,025 D-Calciumpantothenate 0,5




Folic acid 0,2
p-Aminobenzoic acid 0,01
Biotin 0,005
Choline chloride 0,5
Duong Riboflavin 0,1
Glucose 68400 Ascorbic acid 1
Sucrose 125 Vitamin A 0,005
Fructose 125 Vitamin D3 0,005
Ribose 125 Vitamin B12 0,01
Xylose 125
Mannose 12
Rhamnose 125
Cellobiose 125
Sorbitol 125
Mannitol 125
Céc phytohormone Pau twong x Lua mach Pau trong x Pau
Ha Lan
2,4-D 1 0,2
Zeatin NAA 0,1 1
Vitamin-free - 0,5
casamino acid 125 -
Nudc dira (lay tir qua gia x| 10ml/l -
Iy 600C/30 phut rdi loc)

- K§ thuat ting nudi dudng
Mot hudng khac trong nudi ciy protoplast & mat do thap 1a k¥ thuat ting nudi dudng
(feeder layer technique). Raveh va cs (1973) da chudn bi tang té bao nudi dudng bang
cach chiéu xa tia X (200 103 R) 1én céac protoplast dich huyén phu té bao cua hudc 14,
khi d6 su phan chia cta té bao bi (rc ché nhung van cho phép chiing duy tri cac hoat
dong trao d6i chat. Cac protoplast bi chiéu xa s& dugc rira sach ba 1an va sau d6 dan
trai ching trén moi trudng c6 agar mém & mat do 2,401 104/ml. Nudi ciy trai cac
protoplast khong qua chiéu xa & mat do thap (10-100 protoplast/ml) trén tang nudi
dudng nay.

- Pong nudi cay cac protoplast
Céc protoplast cia 2 loai khac nhau cling dugc dong nudi ciy dé kich thich sy sinh

truong ctia chiing hodc ciia té bao lai. Phwong phap dong nudi cay duoc sir dung trong



nhiing thi nghiém ma cac callus hinh thanh tir 2 loai protoplast c6 thé phan biét hinh
thai duge. Vi du: Céc té bao lai phan lap mot cach co hoc (mechanically isolated
hybrid cells) dugc dong nudi cdy véi cac protoplast phan 1ap tir chung bach tang
(albino strain) s& phat trién thanh cac khuan lac mau xanh 13 loai khudn lac d& phan
biét voi cac khuan lac khong c6 mau xanh ciia chung bach tang.

- Nudi cdy vi giot
K§ thuat nudi ciy vi giot (microdrop culture) dd thanh cong & truong hop nudi cay cac
té bao lai ctia Nicotiana glauca (+) Glycine max va Arabidopsis thaliana (+) Brassica
campestris. K§ thuat ndy can dia nudi ciy Cuprak duoc thiét ké dic biét gdm c6 mot
ngdn bén ngoai nho va mot ngan bén trong 16n hon. Cac protoplast riéng ré hodc cac
thé di nhan trong giot méi trudng dinh dudng (khoang 0,25-25 pl) duge chuyén bing
pipette Drummond vao mdi ngin bén trong ctia dia Cuprak. Ngin bén ngoai chira day
nudc vo trung dé duy tri d6 4m bén trong dia. Sau khi ddy nip, dia dugc quan gidy
parafilm, giir ¢ diéu kién 4nh sang va nhiét d6 toi thich. Ty 1¢ té bao/dung tich moi
truong nudi cay thich hop twong duong mat do 2-401 103/ml. Néu ting kich thudc giot
(~ 25 pl), tirc 13 giam mat do dan trai s& cho hiéu qua nudi cdy kém hon.
5.3.2. Tai sinh cdy tir protoplast
5.3.2.1. Tao vdch té bao
Qua trinh hinh thanh vach té bao c6 thé hoan chinh trong vong hai dén mot vai ngay
mic du cac protoplast trong nudi cdy thudng bat dau tai sinh vach té bao ngay sau khi
phan 1ap mot vai gio. Vach té bao duoc tao thanh bao gdm céc vi soi (microfibrils)
sap xép long 180, qua trinh nay doi hoi cung cip ngudn carbon (sucrose) trong mdi
truong dinh dudng. Cac chat phan ly ion dé 6n dinh thim thau trong méi truong da
ngin can sy phat trién vach té bao. Cac protoplast phat trién vach kém thudng phan
chia té bao ciing rat kém.
5.3.3.2. Phat trién callus va tao cdy hoan chinh
Ngay sau khi tao vach té bao chung quanh protoplast, cac té bao dugc tai cau tric da
tang kich thudc va sau mot tuan xuat hién su phan chia té bao dau tién. Sau 2-3 tuan,
cac khuan lac té bao co kich thude 16n duoc tao thanh va c6 thé cdy chuyén chiing 1én
mdi truong khong c6 su diéu chinh ap luc tham thau dé phat trién callus. Cac callus

nay dugc cam Ung dé phan héa co quan, hodc tai sinh cay hoan chinh.

5.4. Protoplast va van dé chon dong té bao
Co thé thuc vat bac cao thuong co kich thudc kha 16n cho nén céac ky thuat xir 1y va
chon dong kho thuc hién voi $6 luong co thé theo tinh toan xac suét théng ké, chinh vi

vay k¥ thuat chon dong thuong chi dugc img dung & doi tuong vi sinh vat va dat dugc



nhiéu két qua rat kha quan.
Bang bién phép bo thanh cellulose va dua co thé thyc vat vé trang thai ting té bao
riéng 1& vé6i kich thude khong 16n hon nhiéu so véi co thé vi sinh vat da cho phép tién
hanh ky thuat chon dong vi sinh vt ddi vai thuc vat bac cao. Mot dia petri duong kinh
5- 7 c¢m cho phép nuéi téi 5. 10° protoplast thudce 14 trong khi muén trdng 5.10° cay
thudc 14 can c¢6 106 m2 tirc 1a 100 ha dét canh tac.

Ngoai ra, co thé thuc vét bac cao 1a co thé da bao dugc phan hoa thanh cac td chuc

khac nhau. Néu tién hanh xur Iy dot bién ca tong thé do rat kho dat duoc tan sé can
thiét. Str dung té bao tran riéng ré& cho phép loai bd mdi twong tac véi cac té bao bén

canh va nhitng thay doi di truyén co6 di€u kién bi€u hi¢n ro rang hon.

5.5. Dung hgp protoplast
5.5.1 Xir Iy bang NaNO3

Nam 1970, Power va cs da dung NaNO3 (0,25 M) kich thich dung hop hai
protoplast. Carlson va cs (1972) ciing dung phuwong phép nay dé san xuat ciy lai soma
dau tién (Nicotiana glauca. N. langsdorffii). Tuy nhién, phwong phap nay cho hiéu
suat thap vi NaNO3 khong thich hop véi té bao bi khong bao hda manh nhu protoplast

t nhu mo 1a.
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Hinh 5.6 Dung hop té bao tran bang xir i PEG

5.5.2. Xi¢ ly bang PEG

Tac nhan kich thich dung hop la PEG (polyethylen glycol). Khoang 0,6 ml
dung dich PEG (hoa tan 1 g PEG mol. wt. 1500 trong 2 ml glucose 0,1 M, CaCI2 10
mM, va KH2PO4 0,7 mM) lam thanh mét giot protoplast va chuyén lén dia petri. Sau
khi day nap, protoplast trong dung dich PEG duoc nudi & nhiét do phong trong 40
phut, pha loang dung dich PEG bang cach b sung 0,5-1 ml mdi trudng nudi cay
protoplast sau mdi 10 phut. Rira protoplast voi dung dich khong c6 tac nhan dung hop

bang cach ly tAm va céac protoplast dugc treo trd lai trong moi truong nudi ciy.



Nong d6 va trong lugng phan tir cia PEG quyét dinh sy thanh cong ciia thi nghiém
dung hop. PEG c6 trong lugng phan tir thap (~ 100) khong thé tao ra mot su dinh chit
chéc chian, trong khi PEG trong lugng phéan tir 6000 cho hiéu qua dung hop cao hon.
Xt 1y PEG cung voi pH/Ca2+ c6 hiéu qua ting tan sé dung hop va kha ning séng cua
cac protoplast.
Sau khi xtr Iy bang tac nhan dung hop, cac protoplast dugc nudi ciy theo phuwong thirc
chuan. PEG c6 2 tac dung: hodc cung cdp mot cau ndi dé Ca2+ c6 thé lién két cac bé
mit mang véi nhau hodc din dén sy réi loan tich dién bé mit mang trong subt qua
trinh rura giai.
5.5.3. Dung hop bing dién

Phuong phap nay don gian hon, nhanh hon va hiéu qua hon dung hop bang hoa
chat. Piéu quan trong hon ca la dung hop bang dién (electrofusion) khong gay doc ddi
v4i té bao nhu thudng thiy & cac protoplast hodc cac thé di nhan dugc xir 1y bang
PEG. Nguoi ta di dung cac xung dién (electric pulses) dé dua truc tiép DNA ngoai lai
vao trong té bao thyc vat, k¥ thuat ndy di lam ting sy quan tim vé viéc ung dung
dung hop bang dién vao linh vuc di truyén té bao soma.
Senda va cs (1979) 1a nhitng ngudi dau tién nghién ctu theo hudng dung hop bang
dién & Rauwolfia, qua trinh dung hop da thuc hién thanh cong khi dung xung dién 5-
12 amp DC. Sau d6, Zimmermann va Scheurich (1981), ciing da chiing minh rang cac
protoplast c¢6 thé dung hop bang dién trudng va dua ra mot protocol ¢ thé sir dung
rong rai. Protocol nay bao gom 2 budc: Pau tién, cac protoplast duge dua vao trong
ngan dung hop nhd c6 2 day kim loai song song v4i nhau dong vai trd 1a cac dién cuc.
Tiép d6, st dung dién ap thap va truong dién tir ACdao dong nhanh, kich thich céc
protoplast sap thanh timg chudi té bao giita cac dién cuc. Sau khi cac té bao xép hang
hoan chinh, qua trinh dung hop dugc thuc hién theo tirng dot ngén cua xung DC dién
ap cao. Xung DC di¢n ap cao tao ra sy pha vd thudn nghich ciia mang nguyén sinh
chét & vi tri tiép xuc cta cac té bao, tao ra sy dung hop va tai to chirc lai mang mét
cach hop 1y. Mot qua trinh hoan chinh bat dau tir lic dua cac protoplast vao bén trong
ngin va chuyén chung 1én moéi trudng nudi cdy, co thé dugce hoan chinh trong 5 phut
hoac it hon.
Céc thé di nhan hinh thanh nhd dung hop bing dién di phéan chia trong méi truong
nudi cdy va co kha nang tai sinh chdi hodc ciy lai soma, bao gdm: Nicotiana tabacum
(+) N. tabacum, N. plumbaginifolia (+) N. tabacum, N. glauca (+) N. langsdorfii, va
Solanum tuberosum (+) S. phureja. Mot s6 t6 hop lai protoplast d hinh thanh callus
nhu: Brassica napus (+) B. napus va Solanum brevidens (+) N. rustica.



Bucng dung hop
[ ——
s
Ll '.\‘/ WL My phi ddn sdng kinh sine
1 I 1 U My pldit @in xung AC

Hinh 5.7. So d dung hop bang dién

Buong dung hop ¢6 2 dién cuc song song dugc ndi voi may dao dong tan s cao (may

phat dién song hinh sine hodc truong AC) va may phat dién xung DC.
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Hinh 5.8. Céc protoplast thit 14 ctia cay thudc 1a xép thanh chudi ngoc trai dudi anh
huong cia trudng AC (100 V/em, 0,6 MHz)

5.5.4. Chon loc cdc thé lai soma

- Phuong phap man cam dugc pham
C6 thé tng dung sy man cam khac nhau cta cic protoplast phan lap tir cac loai khéac
nhau. Vi du: Petunia hybrida va P. Parodii di v&i actinomycin D. Trén méi truong
MS, cac protoplast té bao thit 14 cua cua P. hybrida phat trién manh tao thanh khdi
callus 16n trong khi & P. parodii cac protoplast chi tao thanh cac khuan lac t& bao nho.
B sung actinomycin D vao méi trudng nudi cay co hiéu qua déi voi kha ning tai sinh
ctia protoplast P. parodii, nhung & P. hybrida céc protoplast lai mat kha niang phan
chia. Mic du méi trudng nudi c6 bd sung duoc pham, cac thé di nhan van co thé sinh
trrdng va sau cung phan hoa thanh cac cay lai soma.

- Cac dot bién khuyét dudng
Chon loc cac thé lai soma nho sy bo sung di truyén cua cac dot bién khuyét dudng



Mic du phwong phép nay Gng dung cho céac thuc vét bac cao co gip mot sd kho khan,
nhung nguoi ta cling da thanh cong trong viéc chon loc mot sb lugng 16n cac thé lai
soma bang cach dung cac protoplast khuyét tit enzyme nitrate-reductase (khong sir
dung nitrate) va cac dong dot bién thude 14 khang chlorate. Cac protoplast ctia hai dot
bién khac nhau nay di duoc dung hop va nudi cdy trén méi trudng chira nitrate (ngudn
nitrogen chinh). Trong thi nghiém dbi chimg cac protoplast bé me khong sinh truéng

khi ¢6 mat nitrate trong khi cac san phim dung hop d4 tai sinh cay.

Lodl A Lodl B
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So dd 5.1. So d6 chon loc céc thé lai soma bang cach tng dung sy man cam khac nhau

ctia céc protoplast thit 14 di v6i actinomycin D

- Chon loc bo sung di truyén
Dung phuong thitc chon loc bang mét dé phan lap cac té bao lai phat trién trén moi
truong nudi cay c6 thanh phan gdy man cam ddi véi cac protoplast bd me. Thi nghiém
dién hinh 13 dung protoplast dang hoang dai (md thit 14) ciia Petunia parodii dung hop
v4i protoplast bach tang phan lap tir nudi cay dich huyén phu té bao cia P. hybrida, P.
inflata va P. parviflora trong cac thi nghiém riéng r&. O trong tit ca cac t6 hop niy

protoplast mau xanh cua P. parodii bi ddo thai ¢ giai doan khuan lac c6 kich thudc



nho, trong khi cac protoplast ctia cac loai bd me khac phét trién thanh cac khuan lac
khong mau . Nguoc lai, cac thé lai sinh san thanh céac callus mau xanh va sau d6 thanh
cdy lai soma. Phuong thirc niy ciing dung dé lai soma khac loai & cc chi Daucus,
Datura va cac chi khac.

Loai A Loai B
(dang hoang dai) (dang bach tang)
M thit 15 Dich hiuyén philté bao
[ erzymie, rira U enzyme, rira
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khudin lac té bao Khudn lac té bao Khuan lac té bao
o mau xanh va nhii £d méu xanh eé mau tring
kning sinh Callug mau xanh Callus mau tring
truedng thém I,rﬂ"lé lal)
Céy lai soma

So d6 5.2 Phuong thirc chon loc bd sung di truyén chi co callus lai tai sinh cay
Tuy nhién, trong céc thi nghiém lai soma khéac chi, nguoi ta da dung phuong thiic
trong d6 cac protoplast bd me va cac thé lai di nhan dugc phép phat trién callus trong
nuodi céy. Két qua tao ra ba loai callus khac nhau vé hinh thai, va c6 thé xac dinh duoc

cac mo lai, la cadc md sau d6 dugc phan 1ap ra dé tai sinh thanh cay lai soma
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So d6 5.3. Phuong thirc ding cho lai soma khac chi ciia Atropa belladonna

- St dung cac dot bién bach tang c6 cac gen khong allele cho chon loc bd sung di
truyén Melchers va Labib (1974) di tién hanh thi nghiém bang cach s dung
protoplast cua hai gidng thudc 14 Nicotiana tabacum: Gidng s (sublethal) khong tong
hop duoc diép luc binh thudng nén rat man cam véi anh sang cuong do cao. Giéng v
(virescent) ciing khong tao duogc luc lap binh thuong 14 non tring hoan toan va man
cam va&i anh sdng cuong do cao.

Hai gidng nay 13 hai dang dot bién co6 thé bo sung cho nhau dugc khi lai tao, nghia 1a
nuoi céy ¢ anh sang 800 lux td1 giai doan ra hoa, sau d6 cho thu phén chéo s€ thu
dugc cay lai F1 c6 1a xanh binh thudong va chiu anh sang cao (10.000 lux).

Melchers di tién hanh tach protoplast cta cay don boi thu duge tir nudi ciy bao phin
clia cdy s va cdy v roi cho dung hop. San phim dung hop dugc chon loc trén méi
truong chiéu 10.000 lux cho két qua chi nhitng hop bao sdng va phat trién thanh khoi
callus xanh, trong khi céc loai té bao bd me déu chét. Cay tai sinh tir khdi callus xanh
c6 l1a xanh binh thuong va chiu dugc anh sang cuong do cao.

Thanh cong ctiia Melchers 13 di sir dung hai dot bién bd sung va chimg minh dugc san
pham dung hop mang gen bo sung do.

5.5.5. Chon loc cdc té bao lai



Binh thuong, céc té bao lai duoc tao thanh trong qué trinh dung hop protoplast
tir hai loai xa nhau vé quan hé ho hang. Cay tai sinh tir t& bao lai nhu thé s& c6
plastome tir ca 2 loai b me nhung hé gen chirc ning chi ciia mot loai do c6 su dao
thai mot bo nhiém sic thé. Vi thé, cay co ngudn gdc tir nhitng cay tai sinh do6 sé 1a thé
lai di truyén chi cho cac tinh trang té bao chét.
bé chuyén gen té bao chat méot cach hiéu qua, cac té bao cua loai cho té bao chat s&
duoc chiéu xa. Chiéu xa bang tia X hoic v tr 50-300 Gy c6 hi€u qua ting phan hoic
bat hoat hoan toan cac té bao cho. Xt 1y theo phuong thirc ndy ngin chin hoan toan
su phan chia cua cac té bao khong dung hop va c6 vai tro nhu mdt nhan t6 chon loc dé
sang loc cac té bao lai. Phuong thirc dung hop dung tia y dugc Gng dung thanh cong
trong lai khac loai va, thinh thodng, khac chi ¢ ca 2 mtrc 4o nhan va co quan tir. Tac
dong qua lai giita nhan va té bao chit c6 thé xuét hién ngay ca trong nhiing san pham
dung hop dung tia y'khi chung duoc xuat phat tir nhitng protoplast thudc nhitng loai
hitu tinh khong twong hop nhau. Su phan chia & cac san pham dung hop, va cac té bao
tiép theo sau, s& 1am ting khudn lac té bao ma ¢ d6 su dao thai khong dinh hudng
nhiém sic thé di xuat hién tir phan cho. Tuy nhién, gi6i han dao thai tiy thudc vao hé
gen cho va céc diéu kién nudi cdy xac dinh.

Maliga va cs (1982) ching minh rang tinh khang streptomycin duoc ma héa
boi chloroplast co thé duoc chuyén thong qua té bao chat. Tuong tu, Tan (1987) thu
duogc cac té bao lai bang cach dung hop té bao chat ciia Petunia hybrida va protoplast

cua Lycopersicum peruvianum.

5.6. Ton tai ciia Ky thuat protoplast

K¥ thuat protoplast da thu dugc thanh cong & cac loai thude ho ca (Solanaceae)
va mot s6 ho khac, nhung thanh cong & ho hoa thao (Poaceae) 1a ho cua cac cdy trong
ngil cdc chinh con rat han ché. Potrykus (1980) di thao luan rat k§ vé van dé nay.
Theo Potrykus c6 nhitng chi tiéu sau lién quan dén két qua nuoi cay va tai sinh tir
protoplast tiém Iyc in vitro.
1. Phan lap
- Co s6 di truyén ciia té bao (kha ning tiém tang cua té bao trong nudi cdy in vitro).
- Twong tac té bao trong cay.
- Co ché phan hoa trong qua trinh phat trién co thé.
- Nguon gdc co quan va cdy hoan chinh.
- Trang thai sinh 1y ciia té bao.

- Tac dong cua qua trinh phan lap.



- Tac dong cua trang thai phan lap.

2. biéu kién nubi cay

- Nhu cau dinh dudng.

- Nhu cau vé phytohormone.

- biéu kién vat 1y ctia nudi ciy.

- Cac yéu td tre ché c6 thé xuét hién.

- Tac dong cua mat do quén thé té bao
3. Su phan bao

- Sinh tong hop thanh té bao.

- Piéu khién sinh tong hop thanh té bao.
- Chirc ning cua thanh té bao dbi véi phan bao.
- biéu khién su phan phan bao.

- Biéu khién su phan chia nhan.

- bi€u khién phan bao.

4. Sy phéan hoa

- biéu khién phan hoa té bao.

- Tuong tac té bao trong nudi ciy.

- Diéu khién va co ché tao kiéu mo.

- Biéu khién qua trinh tao co quan, phoi.

CAU HOI ON TAP

1. Gi6i thidu chung vé k¥ thuat nudi cay té bao tran

2. Trinh bay cac phuong phap tach protoplast

3. Tém tat qui trinh nudi cdy protoplast

4. Néu mdi lién hé cua k¥ thuat Protoplast va van dé chon dong té bao

5. So sanh cac phuong phap dung hgp protoplast

6. Trinh bay phuong phéap chon loc cac thé lai soma va cac té bao lai

7. Phan tich cac ton tai cta ki thuat protoplast



Chuong 6. NUOI CAY TE BAO VA CHON DONG TE BAO

6.1. Nudi céy té bao don

Ban than mdi té bao thuc vat 1a mot don vi doc lap, n6 chira dyng tat ca nhirng
thong tin di truyén dic trung ciia co thé tir d6 n6 sinh ra. Cho nén mdi té bao co thé
xay dyng lai toan bd co thé méi nho tinh toan thé. Thuc vat bac cao 1a mot nguén
cung cap cac hop chit hoa hoc va duoc liéu rat quan trong. Tuy nhién trong nhing
nam gén day san luong cac thuc vat do rat kho dam bao & mirc 6n dinh do hau qua cua
mot s6 yéu to nhu:
- biéu kién ty nhién khong thuan 1oi.
- Chi phi lao dong ngay cang tang.
- Kho6 khin k¥ thuat va kinh té trong trong trot.
Phuong phép nudi cay té bao dich huyén phu (dich 16ng) cta thuc vat c6 kha ning gop
phan giai quyét nhitng kho khan trén.Nhitng té bao trai qua qua trinh nudi cdy va sinh
truong trong dich huyén phu goi 1a dong té bao. Dong té bao c6 nhing dic diém sau:
- Kha ning tach té bao cao
- Phat sinh hinh thai dong nhat
- nhan to va té bao chat dam dic
- Nhiéu hat tinh bét
- C6 nhitng dan liéu tao co quan
- C6 kha nang nhan doi trong 24-72 gid
- Mt tinh toan thé
- Tang muc da boi thé

Dich huyén phu dugc tao ra do sy nudi cAy mot manh mé seo khong co kha
ning biét hoa, trong moi truong 1ong va duge chuyén dong trong sudt thoi gian nudi
cdy.C6 thé nudi cdy mot manh mo biét hoa vao trong mdi truong mic du thoi gian
nudi cay s& kéo dai nhung nhitng té bao nudi cdy s& o trang thai ty do. Tuy nhién
khéng c6 dich huyén phul ndo chi cé nhitng té bao don. Cac té bao lién két véi kich
thudc khac nhau, cic té bao dang phan chia va nhiing té bao chét. Danh tir xdp
(friability) dung dé chi nhiing té bao tach roi nhau sau khi phan chia.

Mirc d6 tach roi té bao phy thudc kha ning tao nhiéu té bao xop va duoc diéu
khién bi moi trudng. Tang ti 1¢ Cytokinin/ Auxin s& san xuat nhiéu té bao xbp.

Can c¢6 mdt lugng md seo ban dau thich hop 13 2-3 g/em3. Khi md seo duoc

cay vao dich 16ng ta c6 ngay giai doan Lag-phase. Day la giai doan dau tién cho dén



khi ¢ tin hiéu phan chia dau tién, sau d6 14 giai doan Exponential-phase va Linear-
phase; 13 giai doan té bao phén chia, t& bao ting sé luong va ting quan thé nhanh. Sau
cung la giai doan Stationary-phase 1a giai doan té bao khong phén chia, luong té bao
sinh ra va chét di bang nhau. Sau cung 13 giai doan suy vong.

Nhiing tién bo ciia k¥ thut nay trong nhitng nim gan diy da duoc nhiéu cong trinh
téng két. Nudi céy té bao thuc vat trong diéu kién in vitro dé san xuét cic chat tu
nhién c6 mét sb wu diém sau:

- Céc té bao thuc vat 6 thé duge nudi céy trong cac diéu kién nhan tao ma khong phu
thudc vao thoi tiét va dia ly. Khong can phai van chuyén va bao quan mét sé luong
16n cac nguyén li¢u tho.

- C6 thé kiém soat chit lwong va hiéu sudt cua san pham bang cach loai bo céc trd
ngai trong qua trinh san xuat thuc vat, nhu 1a chat lugng cia nguyén liéu tho va su
dong nhat gitra cac 10 san xuét.

- Mot s6 san pham trao d6i chat co thé duge san xuat tir nudi cdy dich huyén phu co
chét luong cao hon trong cdy hoan chinh.

- M6t s6 san pham trao d6i chat co thé dugc san xuat tir nudi cdy dich huyén phu co
chét luong cao hon trong cdy hoan chinh.

Thach thtrc 16n nhat d6i véi cong nghé té bao thuc vat 1a sy on dinh cho phép
nuodi céiy té bao thuc vat trén quy mo 16n va dat hi¢u suat toi da cho su tich Ity va san
xudt cac hop chét ty nhién (hay con goi 1 cac san pham thir cip). Dicu nay co thé
thuc hién bang cach chon loc cac kiéu gen thich hop va cac dong té bao c6 san lugng
cao, xay dung cac cong thirc moi truong dinh dudng hop 1y dé nudi cay té bao, thiét
ké va van hanh cac hé thong nudi ciy té bao (bioreactor) hiéu qua. Ching ta cling c6
thé sir dung kinh nghiém va kién thirc ¢6 dugc tir nudi cay vi sinh vat dé ap dung cho
nuodi céy té bao thuc vat. Tuy nhién, té bao thuc vat va vi sinh vat c6 mot s dic diém
khac nhau, vi thé can phai cai bién va diéu chinh céc diéu kién nudi ciy cling nhu cdu
hinh ctia ndi phan tng (bioreactor) dé tim duoc cac yéu cau dic thu cta nudi cay té

bao thuc vat.

6.2 Chon dong té bao

K§ thuat chon dong té bao da ra doi rit sém trong nghién ctru vi sinh vat.
Nhung ¢ thuc vat bac cao, ky thudt nay méi dugc ing dung cach day khoang hon 20
nam. Nguoi ta ¢ thé tién hanh xr 1y va chon loc té bao thuc vt & ba mirc d6 chinh:
- M6 seo (callus).
- Té bao don (single cell).
- Té bao tran (protoplast).



Muc dich chon loc in vitro c6 thé khai quat ¢ nhitng diém sau :

- Chon dong té bao chéng chiu cac diéu kién bat loi cia ngoai canh, vi du: chéng chiu
nong, lanh, phen, man, kho han...

- Chon dong té bao khang cac doc t6: doc t6 do nAm bénh tiét ra, cac loai khang sinh.

- Chon dong té bao san xuat du thira (over production) cac loai san pham chii yéu 1a
amino acid.

- Chon céc dic diém chi thi dé nghién ctru di truyén (genetic markers)...

Hién tuong bién di di truyén xuat hién & cic té bao khong phan hoa
(undifferentiation), cac protoplast phan 1ap, cac callus va cdc mé nudi ciy in vitro.
Nguyén nhan cua bién di chii yéu 1a do nhiing thay doi vé s lugng va ciu triic cua
nhiém séic thé. Tinh khong ddng nhét cua té bao trong nudi cay ting 1én do cac nhén tb
Sau.:

(a) Nhiém sic thé & trang thai kham hodc c6 rdi loan di truyén & cac té bao cia
mau vat ciy giy.

(b) Céac dic tinh mdi khong theo quy ludt do cac dicu kién nudi cdy giy ra.
Trong nudi cdy mo, cac kiéu thay doi nhu thé thuong bi loai bé khi muc dich chinh 1a
tang cac qua trinh nudi cdy 6n dinh di truyén.

Nhitng nghién ciru gan diy cho thay cic thi nghiém nudi cdy mé hoic té bao
thuong trai qua nhiing thay doi di truyén (da boi-polyploidy, 1éch boi-aneuploidy, dirt
gdy nhiém sic thé-chromosomal breakage, khuyét doan-deletion, chuyén doan-
translocation, khuéch dai gen-gene amplifications, va dot bién-mutations), va nhiing
thay doi nay biéu hién & muc do sinh hoa hodc phan tir. Nhu vay, nudi cdy mo va té
bao thyc vat co kha ning tao bién di di truyén tuong d6i nhanh va khong can phai ing
dung cac k¥ thuat phic tap khac. Bién di di truyén trong nudi cdy mo biéu hién & su
thay doi tinh trang ctia cac cAy tai sinh va sau do truyén sang thé hé sau bang phuong
thitc nhan gidng hitu tinh (vi du: rau diép, thudc 14) hodc dinh dudng (vi du: mia,
khoai tay).

Céac bién di chon loc duoc trong nuoi Céy mé ¢ nhiéu cach goi khac nhau nhu: dong
callus (calliclones-tir nudi cy callus) hoic dong protoplast (protoclones-tir nudi cay
protoplast). Nam 1981, Larkin va Scowcroft dung mot thuat ngir chung 1a bién di
dong vo tinh (somaclonal variation), mdc du Evans va cs (1984) lai dung thuat ngir
bién di dong giao tir (gameclonal variation) cho cac dong bi bién d6i di truyén phat
trién tir cac té bao giao tir hodc thé giao tir. Sy da dang cta bién di ¢ cac dong vo tinh
lam ndi bat mot thue té rﬁng bién di dong vo6 tinh c6 thé 1a mot cong cu rat hitu hiéu

cho viéc cai thién di truyén cay trong.



6.2.1. Diic tinh ciia té bao thuc vit dwoc nuéi cdy

Su 6n dinh cua cac dong té bao dugc nudi céy 14 sy thé hién toc d6 sinh truéng

va sinh t6ng hop cac hop chét thir cp c6 gia tri kinh té, ddc biét nhat 1a ung dung k¥
thuat nudi ciy té bao trén qui md cong nghiép. Bién di di truyén cta té bao nudi ciy la
co s& dé thu nhan nhirng thé bién di soma c6 nhitng dac tinh qui. Sy 6n dinh 1a yéu
cau can thiét cho viéc vi nhan giéng cac dong té bao va chon loc 6n dinh trong tao
gidng. Mot van dé khic dugc dé cap tdi trong thong bao vé nudi cdy té bao
Catharanthus la tinh khong 6n dinh cua cac dong té bao ddi véi viée tao san phém tht
cap. Mot vai dong mét kha ning tao alkaloid ngay ca khi tién hanh bao quan chung.
Vi thé, hién tuong giam ning suit khong thé hoan toan loai trir duge. Khé khin ngay
cang trd nén 16n hon khi dua qui mé san xuat 1én dang cong nghiép. Nhu vay trude
hét 12 phai tién hanh chon loc nhitng dong té bao to ra twong ddi on dinh va tién hanh
nghién ctru co ché va nguyén nhan dan dén tinh bat 6n dinh. Hién nay, ngudi ta can
tuan theo qui trinh dugc ing dung trong nganh vi sinh vat hoc nham thu duoc nhiing
dong té bao c6 nang suat 6n dinh trong tat ca cac giai doan nudi cdy dong thoi dé tranh
mat hoan toan nhitng dong san xuit nay. Mot s6 nghién ciru cho thay c6 nhiing dong
té bao chuyén tao ra sic to ¢ tinh 6n dinh dic biét 1 nhiing diéu rat quan trong trong
van dé nang suat. Thé nhung, xét vé nghién ctru di truyén cho dén nay thi chi méi c6
mot cong trinh duy nhat phén tich s6 lugng nhiém sic thé cua dong té bao tao nhiéu
caroten va dong khong tao caroten cua ciy Daucus carota va tac gia khong tim thay su
sai khac gitta hai dong ndy. Sy on dinh ning suat & day c6 thé do qua trinh ciy
chuyén, nguoi ta chi cdy chuyén nhitng khéi callus c6 mau sic ddm nhét, mic du viéc
lam d6 hoan toan vo y thirc. Ngoai ra, nguoi ta s& con phat trién k¥ thuat bao quan
dong lanh dat t&i trinh d6 cho phép tranh hoan toan su xuat hién nhitng thay d6i do
chinh k¥ thuat déng lanh gdy ra. Phuong phap bao quan bang cach giam phan chia té
bao trong nudi cdy ¢ nhiét do 00C 1a phwong phap c6 hiéu qua.

Viéc tai thiét dugc nang suat cua dong té bao Catharanthus néu & trén co thé
duogc giai thich bang hién tuwong tai bién song toan bd van dé mat di va tai thiét ning
sut s& duoc giai thich néu nhiing dong té bao duoc nghién ctru 13 dong epigenetic chir
khong phai 12 nhirng dong genetic. Su that rang té bao thuc vat nudi ciy mang nhiéu
dic diém khong di truyén da duoc biét kha k§. Chi c6 mot s it truong hop ngudi ta
chimg minh dugc rang nhiing thay do6i ciia dong té bao 1a do nhiing dot bién cy thé
trong genome va plastome hodc ngudi ta ching minh dwgc c6 nhitng san phdm gen
thay ddi, vi du nhu enzyme thay ddi duoc tao ra. Nhu vay, viéc st dung nhiing dong

té bao epigenetic hodc khong di truyén lam phirc tap hda muc tiéu san xuét cic hop



chat thir cip bang nudi ciy té bao. That khong may man vi rat kho chon dugc dong té
bao khong mang nhiing thay d6i khong di truyén vi rang mudn chimg minh diéu do6
phai tai sinh cdy hoan chinh tir nhitng dong té bao nay va sau dé tién hanh kiém tra
nudi cdy mo tir hat hodc cay thu duoc tir nhitng cay hoan chinh dé.

Loai té bao chinh dung trong nudi ciy 1a nhitng té bao mo seo 1a két qua cua
nhiing té bao soma phan biét héa va nhiing té bao lai hitu tinh. Tinh da dang cta
nhiing dong té bao 1a su thuan loi cho cac nghién ctru sinh hoc. Nhitng mé seo dau
tién, hinh thanh qua sy phan chia nhiing té bio & mo thuong khong dong nhat. Nhimng
té bao md nudi ciy khac nhau 1a nguyén nhan tinh khong dong nhit cia té bao mé seo
tién khoi.

Su phan bao nguyén nhiém bt thudng trong sudt qua trinh phat sinh va duy tri
phat sinh dan dén sy hinh thanh nhiing té bao da bdi, léch boi va tai xap xép lai nhiém
sic thé. Dung toc do sinh trudng trong diéu kién nudi cay thich hop dan dén viéc chon
loc nhanh chéng nhiing té bao khong di vao giai doan biét hoa; mo seo khong dong
nhat tién khoi chuyén hoa thanh té bao mo seo chit va sau d6 chuyén hoa thanh té bao
mo seo xOp, ca hai loai t& bao nay khong ¢6 cau triic mo hoc.

Thanh phan dinh dudng ciia mdi truong nudi cay va hormone xac dinh dic tinh
sinh 1i va phét sinh biéu sinh ctia nhitng té bao phu thudc vao nhimg phan khac nhau
ciia mo seo. Kiéu di truyén cua mot loai thuc vat chiu anh huong bdi cac qua trinh
bién d6i xac dinh ciu trac va toc do sinh trudng cua mo s¢o.

Pé c6 sy phan bao & té bao don, can phai sir dung méi truong giau dinh dudng
hay mdi truong diéu kién bang cach nudi cdy chung voi mé dinh dudng hay mot 16p
mo cung cap dinh dudng.

Mat do té bao don cao va su giam thé tich moi trudng thic ddy té bao chuyén
qua phan chia, ddy 1a nhitng diéu kién dinh truéc dé phat sinh phan bao & nhiing té
bao khong c6 kha nang phén chia.

Nudi céy té bao thuc vat bac cao co tinh hai mit trong di truyén:

1- N6 mang tinh s hiru thong tin di truyén can thiét thé hién & murc do té bao.
Thong tin di truyén nay dugc thuc hién trén chirc ning ciia té bao.

2- Té bao nudi cay van duy tri thong tin bd sung xac dinh kha ning san xuét
cac co chét.

Nguyén nhan giy chét trong quan thé té bao invitro c6 thé dugc phan chia theo cac
kiéu sau day:

- C6 su chét cua té bao & tat ca cac phase trong chu ki té bao

- Su chét xuit hién & mot phase cua giai doan giam dan trong nudi céy do gi6i han

dudng chat hay su trc ché cia cac san pham doc t6 trong qua trinh trao doi chat.



- Su chét thé hién trudce khi té bao phan chia.
6.2.2. Nguyén ligu va diéu kién nudi cdy
6.2.2.1. Kiéu gen va madu vit

Kiéu gen anh hudng 1én tan sd téi sinh cay va tan so bién di dong soma. Sun va
cs (1983) khi nghién ctru kha ning tai sinh ¢ cac thé da boi cta 18 thu (variety) khéc
nhau cta lta thi chi tai sinh dwoc nhiéu dang boi thé khac nhau & tht indica ma khong
tai sinh dugc ¢ thir japonica.
Mau vat dugc sir dung tir nhiéu nguén mo khac nhau nhu 14, 1€, 16ng (internodes), bau
qua (ovaries) va hoa tu (inflorescenes). Ngudén miu vat dugc xem 13 rat quan trong
trong viéc xut hién bién di dong soma. Nghién ctru ¢ cdy phong lit (geranium) cho
thdy cac bién di soma c6 thé thu duoc tir canh gidm cudng 14 (petiole cuttings) hoic r&
in vivo, nhung khong thé tir canh gidm cia than (stem cuttings). Cdy dira (Ananas
cosmosus) phét trién tir callus ctia hom giam (slip), choi dinh va chdi nach (crown and
axillary bud) cho thay chi c6 su bién d6i ¢ dic diém cua gai (spine), trong khi cac cay
phat trién tir callus ctia qua tu (syncarp) cho thiy cé su bién di & mau 14, gai, 16p sap
(wax) va tan la (foliage) (Wakasa 1979). Van Harten va cs (1981) quan sat thiy c6 su
thay d6i hinh thai & 12,3% cay khoai tay tai sinh tir manh 14 (leaf discs), nguoc lai co
t6i 50,3% cac cay bién di c6 ngudn gde tir callus clia cuéng bong (rachis) va cudng 4.
Céc tac nhan chon loc khac nhau duoc str dung dua vao cac ngudén mau vt khac nhau
trong nudi ciy, tao ra mot ddy bién di dong soma giita cac cay tai sinh.
6.2.2.2. Anh huéng ciia phytohormone

Nong d6 cao cta cic nhan té diéu khién sinh truéng anh huong dén sy thay doi
ctia kiéu nhéan trong céc té bao nudi ciy. 2,4-D cam tng bién di nhiém sic thé & cac
cdy tai sinh trong nudi cdy mo ciia ltia mach (Deambrogio and Dale 1980) va khoai
tay (Shepard 1981) khi hién dién & nong do cao trong méi truong. Tuong tu, cac bién
di dong soma cuia cac loai Nicotiana canh (ornamental nicotiana) thu duoc tir mau 14
trén moi truong c6 cung cap BAP tir 5-10 mmol/L (Bravo and Evans 1985). Cac
phytohormone rét can thiét cho cam tmg phat sinh co quan va phan héa chdi; tuy
nhién, néng dd cao ciia cac chat nay khong cho phép tai sinh thanh cdy hoan chinh
trong nudi cdy mé va ty 1& phytohormone trong méi truong can duoc diéu chinh can

than trong cac hé thong nuoi cay nhan giong in vitro cho céc bién di dong soma.

6.3 Bién di dong té bao
6.3.1. Co s6 phén tir ciia bién di
Céc bién di ciing c6 thé xuat hién nhu 1 két qua cta nhing thay doi tinh vi hon

do cac dot bién don gen xuat hi¢n trong nudi cay, va cac dot bién nay biéu hién rd



rang khong cé nhitng thay doi thudc nhan (karyological changes). Cac dot bién lan
khong phat hién dugc trong nhitng cdy RO (cac cdy tai sinh in vitro tir cac té bao hodc
mo bt ky), nhung biéu hién ¢ thé hé R1 (thé hé thu dugc sau khi ty thy phan (selfing)
cua cay RO).

Thé hé F1 phéan ly tinh trang quan tim theo quy luat Mendel véi ty 1& 3:1.
Nhirng phan tich sdu hon da xac dinh ban chit cua bién dj. Bién di dong soma cua cac
dot bién 1an don gen ciing da dugc tim thdy ¢ ngd, Nicotiana sylvestris, 1a va laa mi.
Trong mdt s6 trudng hop dic biét, cac dong chi thi di truyén (thiéu chlorophyll) da
gitip danh gia cac ciy tai sinh tir nudi cay té bao.

Nhitng thay doi trong hé gen (genome) cua té bao chat ciing duoc quan sat &
cac dong soma. O ciy ngd c6 hai tinh trang thudc té bao chit: (a) man cam véi doc td
chiét tir Drechslera maydis noi T-tic nhan gdy bénh rui 14 (leaf blight) & giéng ngd
Southern, va (b) té bao chét bat duc duc Texas (cms-T). Ca hai tinh trang ndy duoc
diéu khién boi mtDNA (DNA ty thé).

Mot huéng khac ciia dot bién don gen trong bién di dong soma lién quan véi
cic nhan t6 gen nhay (transposable elements). Chourey va Kemble (1982) da phét
hién su bién di nhu 1a két qua cta su xen doan ciia cac DNA gidng plasmid (plasmid-
like DNA) trong hé gen ty thé cta nudi cay té bao ngd cms-s. Nhitng thay doi cam
g bang gen nhay duoc thong bao chi tiét hon ¢ cac dong thudce 14, alfalfa va lta mi.
Bién di dong soma xuét hién ciing c6 thé do nhiing thay d6i phan tir gdy ra do hién
tugng trao d6i chéo nguyén phan (mitotic crossing over-MCO) & cic cdy tai sinh.
Hién tuong ndy bao gém hai truong hop bién di d6i xting va bat ddi xung. Cac dot
bién don gen béi MCO c¢6 thé hinh thanh mot co ché thong nhat cac bién di di truyén
m&i. Nhirng thay doi nho trong cdu tric cta cac nhiém sic thé co thé dan dén nhing
thay d6i vé su biéu hién va chuyén giao di truyén (sang thé hé sau) ctia cac gen dic
trung, nhu 1a khuyét doan (deletion) va nhan doan (duplication) ctia mdt ban sao (hoic
nhiéu ban sao) ciia mot gen, hodc sy bién d6i gen trong cac qua trinh sira chita. Sy tai
t6 hop vé sau, hodc dut giy nhiém sic thé ¢ ving uu tién hoic cac "diém nong" di
truyén (hot spots) ctia cac nhidm sic thé dic biét anh huong dén hé gen din dén thay
d6i biéu hién phenotype.

Céc nghién ciru gin day da chimg minh rang nhiing thay ddi trong DNA co
quan ttr, cac profiles ctia protein va isoenzyme lién quan voi su xudt hién cua bién di
dong soma ¢ thuc vat (lta mi, laa, khoai tay, ngo, lia mach va lanh). DNA co quan ti
duogc tinh sach tuong ddi dé va c6 chudi nucleotide phtrc tap. Mot sb enzyme cit han
ché co thé d& dang phan biét giita cac kiéu cytosine-methylation (thay dbi trong céc

bién di dong soma) bén ngoai va bén trong & vi tri cat han ché. Cac dong soma cua lua



mi ¢6 nhimng bién d6i & mit bén cua gliadin. O lta mach, cac bién di thuong c6 ngudn
gdc tir nudi cay callus; nhitng bién di c6 lién quan t&i cac doan spacer 1 ciia rDNA va
cac hordein ciing di dugc tim thay.

6.3.2. Bin chit ciia bién di dong giao ti

Nguyén liéu di truyén trong céc té bio va moé soma duoc phan bd mot cach
binh thuong nhu nhau thong qua qua trinh nguyén phan (mitosis). Nguoc lai ¢ cac
giao tir, chung 13 san pham cua qua trinh giam phan (meiosis), nhdn mot nita ctia sy bd
sung di truyén véi cac allele theo cac quy luat phan ly doc lap theo Mendel. Pé phan
biét cac dong soma c6 ngudn gdc soma va cac dong giao tir c6 ngudn gdc giao ti,
nguoi ta dung 3 thong s6 khac nhau. Thir nhét, ca hai loai gen dot bién 13n va troi cam
mg bai bién di dong giao tir s& biéu hién truc tiép ¢ cac cdy don boi tai sinh tir tiéu
bao tir (microspores) clia cac bao phan nhi bdi (tir d6 chiing s& c¢6 chi mot ban sao cia
mdi gen). Piéu nay cho phép phan tich truc tiép cac dong giao tir (R0) dé xac dinh cac
thé bién di mai. Th hai, cac thé tai t6 hop phat trién trong cac dong giao tir s& 1a két
qua cta t6 hop chéo giam phéan (meiotic crossing over). Thir ba, dong giao tir ¢6 thé
dugc dung chi sau khi c6 duogc su 6n dinh nho gﬁp doi sb luong nhiém sdc thé cua no.
Gia tri ciia bién di dong giao tir trong cai thién di truyén rd rang tir sy phat trién cia
cac dong don boi kép (double-haploid) bang cach nudi ciy bao phan cua céc cay lai
F1 cia lua mi va lua. Nudi cdy bao phan da duoc st dung dé phat trién cac ciy tai to
hop cua thé lai F1 cta lta mi giita giéng Xian nog 5675 (mét thir ¢ may trang, rau o
dau hat thoc, cum hoa hinh chily va cudng hoa ngin) va gidng Jili (mot thir ¢ may
mau do, ¢6 rau, cum hoa hinh thoi va cudng hoa cao). Mot sb cdy don boi kép da duoc
phat trién biéu hién cac dic diém hdn hop cta ca hai bd me.

Bién di ¢ cay tai sinh tir mo cua thé giao tir d3 dugc thong bao & mot sb truong
hop do kham pha ra "di hop tir du" (residual heterozygosity, thuong c6 & vi khuan).
Huéng nghién ciru kham pha cac di hop tir du & thuc vat 1a nudi ciy bao phan tir cac
thé don boi kép va kiém tra bién di xuat hién ¢ cac chu trinh tiép theo cua sinh san
don tinh (androgenesis). Kiém tra cac cdy c6 ngudn goc tir chu trinh thir hai cta nudi
cdy bao phan don bdi kép cdy thude 14 di tim ra dugc cac bién di vé ning suat, chiéu
cao cdy, ngay ra hoa, va ham luong alkaloid tong s6. Cac bién dj twong tu da duoc
thong bao & cac cay tir thé don boi kép cua N. sylvestris phat trién sau mot s6 chu
trinh sinh san don tinh. Céc bién di dong giao tir 1a két qua cua cac nhan té giy ra su
tai t6 hop giam phan va cac dot bién trude khi nudi cay bao phéan.

6.3.3. Dot bién hay thay doi hoat tinh gen
Dot bién phai 1a két qua rd rang cta su thay ddi cdu tric bic mot cia DNA ¢6

di truyén din dén nhitng bién d6i vé tinh trang, dot bién phai 1a thay doi lau dai va di



truyén cau trac bic mot ciia DNA din dén nhing bién d6i tinh trang.

Thong thuong trong nuoi céy té bao thuc vét dot bién duoc chon loc thong qua
thay dbi tinh trang cta té bao. Nhiing thay doi vé tinh trang t& bao co thé 1a két qua
ctia thay dbi hoat tinh gen. Vi du: Dong té bao thudc 14 khang cycloheximide ctia
Maliga (1976) néu ciy chuyén 1-2 lan sang mdi truong khong chtra cycloheximide thi
kha ning khang cycloheximide mat di. Didu d6 chimg t6 tinh khang cycloheximide do
mdt gen binh thudng khong thé hién.

- Twong tu nhu vy nguoi ta cling gip ¢ dong té bao ca rét chong chiu 2,4-D
cua Widholm (1977).

- Dong té bao ca rét khang colchicine 1a két qua thay dbi tinh chat mang té bao.

Cac dang bién d6i nhu vay do mét co ché khong di truyén (epigenetic
mechanism) diéu khién. Thay d6i tinh trang do d6t bién phai 1a nhiing tinh trang
chuyén qua thé hé sau bang sinh san hitu tinh dugc. Dot bién ciia DNA nhén s& phan
ly theo dinh luat Mendel sau khi lai, con dot bién & DNA co quan tt nhu luc lap va ty
thé thi c¢6 thé di truyén theo dudng me. Cho t6i luc lai xong, t6t nhat chi nén goi cac
dong vira phan 1ap duoc 1a cac dong té bao (hodc cac dang thay doi tinh trang). Khi tai
sinh cay tir mot dong té bao ciing c6 thé xuat hién nhiing cdy khong di truyén tinh
trang da chon. Diéu d6 c6 thé gidi thich nhu sau: lic chon mot s6 té bao man cam
dugc bao vé boi cac té bao chdng chiu xung quanh bang cach cung cap cac san pham
trao doi chat hodc enzyme qua cac khe té bao, nhitng té bao man cam ciing c6 thé xuat
hién thong qua hi¢n tugng tach té bao vo tinh, hién tuong tao kham hodc nhiing bién
d6i di truyén (back mutation-thodi bién) va khong di truyén (epigenetic).

Cac dang bién d6i chon dugc trong nudi ciy in vitro thudng xuat hién véi tan
s6 10-5-10-8 khi khong xir 1y dot bién. Néu xur 1y s& ting duoc tan sé d6 1én 10 lan.
Céc tac nhan gay dot bién thuong dugc sir dung la:

- Ethylmethane sulphonate (EMS).

- N-methyl-N-nitro-N-nitroso guanidine (MNNG).

- N-ethyl-nitrosourea (ENU).

- Tia X hoac tia UV.

Chua c6 sd liéu cu thé vé néng do, phé va tan s dbi vai tung loai tac nhan boi
vi d0 16m cua khoi té bao duoc xur 1y, mat do té bao gieo trén dia petri va s6 nhiém séc
thé ciing nhu karyotype cta té bao bi xtr Iy. Str dung protoplast thyc vét bic cao c6 thé

1a phuong phap t6t nhat dé tiép can van dé nay.

6.4. Nguyén tic chon dong té bao
6.4.1. Chon truc tiép



Thong qua wu thé vé sinh trudng hay su khac biét thiy dugce vé mau sic co thé
chon duoc dong té bao tir quan thé t& bao. Mot sé dong c6 kha nang khang khang sinh,
khang cac chat déng déng cua amino acid hoac chéng chiu mubi cling co thé chon truc
tiép tir quan thé té bao. Hé thong té bao hay duogc st dung 1a cac té bao dich huyén
phu hoidc khdi callus. Piéu kién chon loc ¢ ddy 13 cac doc to v6i nong d6 khac nhau
gay tac dong truc tiép 1én sinh truong cia té bao. Nhiing té bao c6 kha ning phén chia
trong mdi trudong chira doc t6 v6i ndng d6 ting dan tir 1an cdy chuyén nay dén lan cay
chuyén khac dugc sang loc dan (chon loc kiéu bac thang). Hoac c6 thé dua ca quén
thé té bao vao diéu kién mdi truong e ché sinh truong hoan toan dé chon ra nhiing té
bao sdng sot, tuy nhién ngudng ti da ctia mirc do hodc ndng do tac nhan chon loc can
phai duoc thim do trude néu khong o thé e ché su phat trién cua cac té bao dot bién
trong quan thé t& bao nudi cay. Thong thuong, nguoi ta tron té bao vao mdi truong
thach chira duoc td va chon nhiing té bao séng sot phan chia thanh khuén lac mé seo,
cling c6 thé ciy tryc tiép 1én moi trudng chon loc chira doc td. Dong chéng chiu
thuong xuét hién tir mot phan cta khéi té bao nudi cay.

6.4.2. Chon gidn tiép

Trong trudng hop nay dic diém cua dong duoc chon 1a két qua biéu hién
khuyét tat ciia té bao. Thi du dién hinh 1a chon dong thiéu enzyme nitrate reductase
(NR). Trén méi truong chira C10-3 nhitng té bao c¢6 NR str dung Cl1O-3 nhu NO-3 va
khir thanh C10-2 , ClO-2 tac dung nhu mét doc t6 cho nén chi co nhiing té bao khong
¢6 NR moi song sot trén mdi trudng chon loc.

6.4.3. Chon tong thé

Céc té bao di dudng thuc vat thuong dugc chon bang phuong thirc xir 1y dot
bién va nudi trén mdi trudng cd chira yéu to dinh dudng can thiét ¢ khi lai chinh 1a
yéu td gay dot bién, vi du: dot bién lan chiu duoc S-2-aminoethyl cysteine xuét hién

sau khi xtr Iy dot bién phoi nuoi cay.

6.5. Cach chon dong té bao
6.5.1. Khong co tdac nhdn chon lgc

Céc té bao va callus khong t6 chirc (unorganised), sinh trudng trong nudi cdy in
vitro & cac thoi ky khac nhau trén méi trudng khong chira tic nhan chon loc (ddc t6
hodc cac chat trc ché), duoc cam tng dé phan hoa cac cy hoan chinh. Cac ciy tai sinh
s& duoc trong trén dong rudng dé chon loc cac bién di. Bang phuong thirc nay ngudi
ta dd thu duoc cac bién di dong soma cua cac loai cay trong khac nhau.
6.5.1.1. Cay mia dwong (Saccharum officinarum)

Cay bién di phan lap tir nuéi cdy mo va t€ bao dugc xac nhan dau tién & mia.



Cong viéc bat dau ¢ dao Fiji (Nhat), phan 1ap cac dong phu (subclones) ¢ giéng mia
Pindar dé khang bénh Fiji (do virus aphid-transmitted) va bénh mdc swong (downey
mildew) (do Scelerospora sacchari). Tinh khang dugc duy tri & cac dong soma qua
mot vai thé hé tréng trén déng rudng. O Australia, Larkin va Scowcroft (1981), da
khai thac kha ndng tao cac bién di cua nudi céy mo dé cai thién mot sb gia tri nong
hoc ciia gidng mia Q101 khang bénh dém miat (do Helminthosporium sacchari).
Tuong tu, Liu (1981) da xac dinh cac dong callus mia cho ciy uu thé hon gidng (thir)
dia phuong tot nhat (F- 160, Taiwan) vé nang suat, ham luong duong va kha ning
khang bénh than (do Ustilago scitaminea).

6.5.1.2. Cay khoai tay (Solanum tuberosum)

Shepard va cs (1980) d3 tai sinh mot s6 16n cay tir protoplast té bao thit 14 cta
gidng "Russet Burbank" va thong bao cac bién di thu duoc trong quan thé protoclones.
Mot s6 trong chung khang dugc bénh théi sém (early blight-do Alternaria solani) hodc
théi mudn (late blight-do Phytophtora infestans). Cac protoclone khang virus Y va
xoan 1a (leaf-roll) cling da xuat hién trén dong ruéng (Thomson va cs 1986).

Bién di di truyén & khoai tay phat trién tir cdy tai sinh trong nudi cdy mé co thé
di truyén sang thé hé sau thong qua sinh san sinh dudng (Sree Ramulu 1986). Céc
bién di phén 1ap trong cac ciy tai sinh tir callus giong Bintje, cho cac dong-san xuét
bang phuong thirc sinh dudng-mang cac tinh trang vé ning suat, khang bénh thoi
mudn va nim vay (scab) trén dong rudng tot hon.
6.5.1.3. Cay ca chua (Lycopersicum esculentum)

Evans va cs (1987), da phan 1ap cac dong soma ciia ca chua bang cac bién di
hinh thai, 1a cac dot bién lan cua tinh bat duc duc khang nam Fusarium oxysporium &
mét cta cuéng 14, kha nang luc hoa cua 1a, mau sdc cua qua va hoa. Mot s6 bién di vé
hinh thai néi trén 1 do nhiing thay doi vé s6 lugng nhiém sic thé. Cac nha khoa hoc &
DNA Plant Technology Co. (USA) da phat trién cac bién di dong soma cia ca chua
cho qua c6 vi ngot ting, ciu tao (texture) qua tot hon, mau va ham lugng chat kho cao
(20%). Mot trong nhitng bién di nhu thé da dugc dang ky ban quyén 1a gidng (thw)
thuong mai vao nam 1986 (Marty 1988).
6.5.1.4. Cday phong lir (geranium)

Skirvin va Janick (1976) di phat trién mot loai geranium (Pelargonium) tir céc
bién di soma c6 mui huong dugc cai thién va dit tén la "Velvet Rose". Diéu nay cho
thdy giéng cay trong thuong mai (commercial crop plants) dau tién bat ngudn tir cac
bién di dong soma. Giéng mdi nay c6 hoa ddi ximg mang cac nhi hiru thu 16n, nim
nhuy ché 5, trong bang hat. Trong khi & giéng b me thi nguoc lai, hoa bat dbi xtng

mang cac bao phan bé va bt thy, nam nhuy ché 2, va khong bao gio trong bang hat.



6.5.1.5. Cac loai ngii céc va hoa thdo (cereals and grasses)

Céc cay ngii cc va hoa thao c¢6 ngudn gde callus co thé 1a ngudn nguyén lidu
cung cap cac bién di dong soma. Cay cua cac dong nay khac nhau vé chiéu cao, kich
thude, dang 14, chiéu dai cua rdu (¢ dau hat thoc), kha niang hitu thu ctia cum hoa,
hodc mau cta hat. Cac bién di chon loc cé gia tr1 thuong mai 1a dong bat duc duc
(male sterility), diéu chinh protein gliadin, khang bénh swong gia & lia mi (Galiba va
Sutka 1988), ting ning suat ¢ laa va chin som & ngd (Evans 1989), khang bénh chay
rui (fireblight) & cy 1& (Pyrus communis) (Viseur 1989). Trong sé cac loai hoa thao,
cac loai thudc chi Lolium, Panicum va Pennisetum ciing cho nhiéu htra hen vé tiém
ning bién di dong soma.

6.5.2. C6 nhén té chon lpc (with selection pressure)

Theo phuong phap niy, cac dong té bao bién di duoc sang loc tir nudi cay nho
vao kha ning song sot ctia chung khi c6 mat cac doc td/chat trc ché trong moi truong
dinh dudng, hodc dudi cac diéu kién stress ciia moi trudng. Cac bién di c6 thé thu
dugc bang cach chon loc truc tiép, gian tiép. Su phan 1ap duogc tién hanh trong nudi
cdy dich huyén phu hodc bang cach dan tri té bao don/protoplast.
6.5.2.1. Khdng amino acid va cdc dong dang ciia amino acid

Mot s6 amino acid trong d6 c6 valine va threonine {rc ché sinh trudng té bao
khi dua chiing vao méi truong ding dudng nudi cdy, vi chung trc ché té bao sir dung
NO-3 hoic ngin can amino acid cung ngudn gbc. Ngoai ra, néu bo sung cac chat dong
dang cua amino acid vao mdi trudng nudi cay chung cé thé duoc sir dung nhu amino
acid vao viéc tong hop ra cic phan tir protein, két qua cac phan tir nay bi mat hoat
tinh. Hién tuong tc ché nay c6 thé khic phuc bang cach cung cap cho té bao thém cac
amino acid khac hodc cac hop chit dan xuat binh thuong khac cia chung.

Déi voi té bao, ching co thé tu khic phuc bang cach ting cudng tong hop cac
amino acid thich tmg. Va day 13 nguyén nhan vi sao cac dong té bao khang dugc céc
chat déng dang ctia amino acid lai san xuit du thira amino acid. Co ché cua hién
tugng san xuat du thira 12 qua trinh e ché nguoc (feed-back inhibition) kém man cam
hon. Trong dong té bao khang 5-methyl-tryptophan co ché trc ché san phim nguoc
nay kém man cam vi vay hoat tinh cta anthranilat synthetase van cao va lugng Tryp
dugc tao ra cao gap nam lan so véi binh thuong. O cac dong khang p-fluorophenyl
alanine co ché tc ché san phim nguoc hoat dong cua enzyme chorismat mutase kém

man cam vo1 phenylalanine va tyrosine. Vi vay luong phenyl duoc tao ra rat cao.
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So d6 6.1. Co ché e ché ngugc ddi véi tryptophan

Trong thuc té hién tuong kiém tra 16ng 1éo cac qua trinh sinh tong hop amino
acid van ton tai khong can sy c6 mit cac chat dong dang cua amino acid. Cac amino
acid tu do nay (Phe, Tyr, Met, Lys) s& dugc tich liiy lai hodc chuyén hoa tiép (vi du:
thanh cac hop chat phenol). Hién tuwong thai amino acid ty do ra méi trudng chi gip
dbi vai proline (Pro).
Ngoai ra, kha ning khang cac chat dong dang ciia amino acid con c6 thé do nhiing co
ché khéac gay ra, vi du nhu:
- Té bao han ché thu nhén cac chat d@)ng déng cua amino acid.
Hoat dong thu nhan céc chat do rat yéu.
- Té bao co6 kha niang chon cac amino acid binh thudng dé tong hop protein trong khi
cac chit dong dang ctia amino acid bi bo lai.
- Truong hop khang threonine thi té bao c6 nhiing thay di trong hé thong enzyme sir
dung NO-3.

Nghién ctru vé tinh khang cac dong dang cua amino acid ¢ ¥ nghia thyc tién
rat 16n. Nguoi ta hy vong sé& tao duoc cac gidng cdy cé gia tri dinh dudng cao. Chang
han: Widholm (1977) d3 chon dwgc mot dong té bao ca rdt co thé san xuit 27 lan

tryptophan tu do nhiéu hon binh thudng va téng 25% luong Tryp tong sb (tw do +



trong protein). O mot dong té bao ca rét khac cing mot lac khang duoc 4 chit dong
dang ctia amino acid, va ham lugng cic amino acid twong tng 13 Lys, Phe, Met va
Tryp ting tir 6-34 1an. Tuy nhién, biéu hién sy san xuat du thira nay c6 con giit duoc
sau khi tai sinh cay hay khong d6 1a diéu cho dén nay van chwa duoc két luan.

Van dé tai sinh cay tir dong té bao khang 5-methyltryptophan 1a van d¢ sinh 1y
kha Iy thi. Khang 5-methytryptophan s& san xuét du thira tryptophan ma tryptophan
lai 1a tién chét cua IAA nén té bao s& san xuat du thira IAA va nhu vay té bao sé sinh
truong tu dudng auxin nghia 13 khong cin auxin ngoai sinh dua vao méi trudng.
Luong IAA ting ciing lam cho té bao mét kha nang tao phoi va tao chdi. Chi co 10-6
té bao co thé tao cy, va ¢ thé do mot dot bién thr hai xdy ra trong trao d6i chat Tryp
hay IAA. Cho t6i nay dd c6 mot sb két qua nhu sau:

- 2 truong hop cdy tai sinh tr mo seo-Nicotinana tabacum khang methionine
sulfoximine va valine.

- 1 truong hop chon tir nudi phdi-Hordeum vulgare va Zea mays khang lysine +
threonine, Nicotiana tabacum khang 5-methyl tryptophan.

- 1 trvong hop chon ca cay-Triticum khang 5-methyl tryptophan.

Nhitng dong nay c6 kha ning di truyén tinh trang nay cho thé hé sau qua sinh san hitu
tinh.

6.5.2.2. Khang bénh

Céc té bao don hoic protoplast phan 1ap duoc nudi cay dudi tic dung cia cac

tac nhan gay dot bién vat 1y hodc hoa hoc dé cam tng cho tinh khang phytotoxin.
Carlson (1973) tai sinh cy tir protoplast thudc 1a duoc xtr 1y ethylmethane sulphonate
(EMS)- chon loc cho tinh khang methionine sulphoximide (MSO)-nhan thiy tinh
chbng chiu ting 1én d6i voi Pseudomonas tabacci. Tinh khang dugc di truyén nhu mot
tinh trang don nura trdi (single semi-dominant trait).
Gegenbach va Green (1975-1977), chon loc tinh khang T-toxin cua
Helminthosporium (doc t6 dic trung vat chu) & nudi cdy in vitro ngd, da thu duoc
dong ngd bat duc duc c6 kha ning khang bénh ri sit do nim Helminthosporium
maydis gay ra bang k¥ thuat chon dong té bao nudi cdy bang phuong thirc sau:
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So d6 6.2. Chon dong khdng Helminthosporium maydis ¢ ngd

Khang doc td ciia ndm bénh ri sit va tinh bat duc duc di truyén dudng me do dot bién
trong mot gen gay nén, hodc do trong té bao chat c6 ca mot quan thé genome ciia cac
co quan tir, chon loc tinh chiu bénh tirc 12 chon gen thich hop trong quan thé d6. Tinh
khang thuong do mtDNA quyét dinh, va tinh bat duc duc trong trudng hop nay ciing
do mtDNA quyét dinh.
O thude 14, nguoi ta chon loc dugce dot bién khang methionine sulfoximine, doc t6 do
Pseudomonas tabacci tiét ra (P. tabaci gdy bénh chay rui ¢ thudc 13).
6.5.2.3. Khdng chdt diét co

Sinh trudng cua co dai trong quan thé cac cdy trong quan trong trong ndng
nghiép thuong duoc diéu chinh bang cac chat diét c6. Vi cac chat diét co (herbicide)
c6 thoi gian séng du ngan (short residual life), nén chiing duwoc tng dung lap lai nhiéu
lan trén cy trong. Mot sb cay trong da trd nén nhay cam véi chat diét co do viéc st
dung 1ap lai ctia no trén cdy. Hon nita, phuong phap diéu chinh c6 dai nhu thé nay 1a
khong kinh té vi cac chat diét cé hau hét 1a dat tién. Phuong phap nudi cdy in vitro cho
phép thu dugc cac cdy biéu hién tinh chéng chiu dbi véi cac chat diét c6. Nudi cdy
protoplast trén méi truong c6 cac chat diét co khac nhau da cam tng dot bién tao céc
dong té bao chdng chiu sau d6 co thé tai sinh thanh ciy. Cac cdy khang cac chit diét
c6 tai sinh tir t& bao nudi cdy bao gdm Nicotiana tabacum (khang amitrole, bentazone,
chlorosulphon, isopropyl N-carbamate, phenmedifarm, picloram va paraquat),
Corydyllis (khang glyphosphate), va Medicago sativa (khang glufosinate). Mot s6 tinh
trang chdng chiu duoc di truyén nhu 14 cac don allele (monogenic alleles) troi hodc



lan. Kha niang chdng chiu chat diét co ciing c6 thé duoc bién nap vao té bao bang cach
lai soma (xem chuong 4) hoic théng qua cong nghé chuyén gen (xem chuong 5).
6.5.2.4. Chéng chiu cdc stress ciia moi truong

Stress ctia moi truong do néng do mudi cao & trong dét 12 nhan t6 chinh kim
hdm phat trién nong nghiép. Tir két qua dau tién 13 tai sinh cay thudc 14 in vitro chéng
chju NaCl (Nabors 1980), dén nay nguoi ta da phat trién mot s6 luong 16n cac dong té
bao va ciy trong c6 thé chdng chiu ndng d6 mudi cao (Nguyén Hoang Loc 1992). Dix
(1977) da phat trién cac dong chong chiu lanh bang cich nudi cdy té bao cua
Nicotiana sylvestris & diéu kién nhiét d6 thap. Tuy nhién, phenotype cua cac cay tai
sinh tir nhimg dong nay khong duoc chuyén sang thé hé sau bang phuong thirc hitu
tinh. Lé Tran Binh (1992) ciing d3 thu duoc cic dong laa chiu nhiét d6 thip thong qua
nuoi cdy mo callus. Cac két qua tuong ty theo hudng bién di dong soma mang tinh
trang chdng chiu stress nudc duoc cam tng bang PEG hodc mannitol (mannitol or
PEG-induced water stress) trong nudi cdy mo callus thudc 14, mia va lua ciing da dugc
thong bao (Nguyén Hoang Loc 1992, 2003; Razdan 1994; Truong Thi Bich Phugng
2004).
6.5.2.5. Cdc dong khuyét dwéng

Cac dang khuyét dudng dugc st dung cho bién nap DNA, lai soma va nghién
clru cac qua trinh trao doi chat. Sir dung nudi cay té bao don boi va xir 1y dot bién gen
tién loi cho phat trién mot s6 16n cac loai khuyét dudng. Cac dong té bao khuyét
dudng dau tién duoc Carlson (1970) thong bao 1a cay thude 14 don-nhi boi (dihaploid)
sinh trudng cham trén moi trudng tdi thiéu va doi hoi sy trao doi chat dic biét dé hoi
phuc lai sy sinh truéong binh thudng. Cac dong khuyét dudng phan lap duoc trong
nudi cdy in vitro cac loai thyc vat khac nhau bao gom cac yéu cau: (a) pathotenate,
adenin va isoleucine + valine ¢ Datura innoxia; (b) histidine, tryptophan va nicotinic
acid 6 Hyoscyanus muticus; va (c) isoleucine, leucine, va uracil ¢ Nicotiana
plumbaginifolia. Cac dong Datura dugc phan 1ap trong nudi cdy dich huyén phu té
bao. Thong qua dung hop bd sung (fusion-complementation), cac dong khuyét dudng
cua N. plumbaginifolia va H. muticus dugc xac dinh 1a & trang thai 1an.

Chlorate ( CIO-3 )-mét dang twong tu nitrate-dugc bién ddi nhd enzyme nitrate
reductase tr¢ thanh chlorite ( C10-2 ), mot loai doc td cua té bao. Vi vay, & moi truong
dugc bd sung chlorate cac té bao dang hoang dai co hoat tinh cua enzyme nitrate
reductase s& bi chét, trong khi cic té bao khong cd enzyme nay sé sdng sét. Cac thé
hoi bién (revertants) ciia dang hoang dai c6 thé duoc kiém tra bang kha ning sir dung

NO-3 trong méi trudng nudi cdy cia cic té bao nay. Cac dong thiéu nitrate reductase



duoc phan 1ap tir cac té bao nudi cdy ciia N. tabacum, N. plumbaginifolia, H. muticus,
D. innoxia, Rosa damascena va Petunia.

Nguoi ta co thé sir dung céc loai dong té bao va cac dic tinh cta ching nhu nhitng dic
diém chi thi trong nghién ctru diéu khién di truyén va k¥ thuat gen. Hai loai dong té
bao nhu thé da duge xac dinh: mot loai 1a dot bién (nia) khong tong hop apoenzyme,
trong khi loai kia (cnx) khong téng hop cofactor. Cac phenotype nay duoc st dung
nhu 13 cac marker bd sung trong viéc chon loc cac thé lai soma.
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So d6 6.3. Dong cnx va nia vé gen NR trong thudc 14.

6.5.2.6. Khang khang sinh (antibiotic resistance)

Maliga (1973) chon loc thanh cong dong té bao thudc 14 khang streptomycin di
truyén dudng me. Streptomycin trc ché sinh tong hop protein & lyuc lap, ty thé nhung
khong anh huong dén sinh tong hop protein trong ribosome té bao chat. Dong té bao
khang streptomycin c¢6 mau xanh duoc chon bang cach tach nhitng cum té bao xanh
trén moi truong chtra streptomycin. Dong t& bao ¢ mau tring duoc chon thong qua
kha ning sinh trudng trén moi trudng chia streptomycin. Kha ning khang nay co thé
do ca luc lap va ty thé nhung ciing c6 thé chi do médt co quan tir quyét dinh. Ngoai ra,
nguoi ta con phat hién dugc tinh khang td hop nghia la chon loc tinh khang mdt loai
khang sinh ndy nhung ciing khang dugc mot sd khang sinh khac. Vi du: dong N.
sylvertris khang kanamycin van cé thé khang duoc streptomycin va neomycin.
6.5.2.7. Khdng cdc dong dang base ciia DNA

Trong nudi cdy mo té bao dong vat ngudi ta dung: 5-bromodeoxy uridin
(BUJR) va 8-azaguanidin (AG) dé chon nhiing dong té bao dot bién thiéu
thymidinkinase (TK) va hypoxanthin guanidin phosphoribosyl transferase (HGPRT).
Co ché chon loc d6 nhu sau:



- Céc té bao c6 TK va HGPRT binh thudng s& sa dung BUdR va AG nhu céc
nucleotide cho sinh tong hgp DNA. DNA mang BUdR va AG sé& khong binh thudng
va té bao s& chét.

- Nhiing té bao thiéu TK va HGPRT khong sir dung BUdR va AG ching s& séng
duoc.

Céac nha nudi cdy mé thyc vt ciing st dung mé hinh nay dbi véi té bao thuc
vat va bude dau thu dugc mot so két qua. Vi du: chon dugc dong té bao thudc 14 co
hoat tinh HGPRT giam 50%, song cac dong khang BUdR van c6 hoat tinh enzyme lai
phu thudc TK kha 16n. Piéu d6 duoc giai thich nhu sau: trong té bao thuc vét c6 hai
loai TK, nhu vdy phai chon dugc hai té bao dot bién dong thoi mdi méat hoan toan hoat
tinh TK. Mit khac dong té bao ddu tuong khang BUdR cua Okyana (1976) lai do té
bao c6 kha ning san xuat du thira thymidin. Ciing thé c6 té bao co co ché sira chita
DNA t6t cho phép chiing sira duoc nhiing sai léch do BUdR hay AG gay ra va nhu
vay chung co6 kha nang khang BUdR va AG.

6.6. Nudi cy té bao trong san xuét cac hop chit tw nhién
6.6.1. Phwong hwéng chién lwgc trong sin xudt cdc sin phim thir cdp bang nudi
cdy té bao

Mic du trong nhiéu truong hop cac hop chat co gid tri chita bénh hoan toan thu
duogc hodc dugc san xuat nhung véi ham lugng rat nhé thi ngudi ta van c6 thé tong két
chung duoc rang: Mdi té bao déu co kha ning biéu hién tinh toan thé hoa hoc ciing
nhu hinh thai hoc.

Mot vai vi du chig minh cho chién luoc chung ma ching ta can phai tuin
theo dé c6 thé co duoc cac dong té bao c6 ning sut cao. Pau tién 1a cay gy nudi cay
té bao cua loai thuc vat san sinh ra hop chat chiing ta can c6 (nén chon loai ¢6 ning
sudt cao) va sau d6 tién hanh chon tinh 6n dinh cua nhitng dong té bao khac nhau tir
nhitng co thé khac nhau dé tim ra dong c6 ning suat cao. Theo phuong thirc nay
nhitng dong t& bao c6 ning suat alkaloid cao dwgc chon tir nudi cdy mé cia
Catharanthus hodc nhitng dong té bao vé6i hoat tinh hydroxyd hoa cao duoc chon tir
nudi cy cua ciy Digitalis. Tuy nhién, nhitng dong té bao Digitalis nay cho dén thoi
diém hién tai van khong san sinh ra cardiac glycoside. K¥ thuat chon dong nay ciing
di duogc tmg dung dé chon ra dong té bao san xuét ra nhiéu nicotin tir mot dong té bao
ctia Nicotiana rustica ¢ mat hoan toan kha ning tong hop alkaloid.

Phuong phap chon dong nay di duoc cai tién bang cach két hop véi nhiing
phuong phap phan tich c6 d§ nhay va tinh dac thu cao hon, vi du mién dich phoéng xa.

Mic du d6 khong phai 1a tién dé can thiét trong mdi trudng hop. Puong nhién, con



duong t6i vu nhat van 13 tim ra dugc nhitng phuong phap cho phép xac dinh nhing
san pham tht cip ¢ ngay trong té bao séng, chang han théng qua cac chat huynh
quang UV hay chit c6 mau sic nhan thiy dugc. Thé nhung trong thyc té rat khé tim
ra chat mau c6 kha niang tham nhap vao khong bao 13 noi cac san pham thr cap duoc
tich trit dé van tao ra phan tmg mau ma khéng 1am chét té bao.

Sy phan 1ap cac dong té bao chiu p-fluorphenylalanine, trong d6 c6 mot dong
c6 hoat tinh enzyme ting 1én va ham luong cao cac hop chét fenol tan trong etanol cho
théy mot trién vong khéc trong viéc chon dong té bao. Do 1a cach sir dung cac chat dac
biét gdy ap luc chon loc dé phan lap nhimng té bao san xuat du thira cac san pham thi
cap thuc vat diéu d6 co thé kiém nghiém véi nhitng nudi cay té bao tao alkaloid co
ngudn gbc 13 cac acid amin. Tuy nhién, ngudi ta can thiy ring viéc san xudt cic
amino acid dic thi nay khong phai 13 yéu to han ché duy nhét d6i véi qua trinh sinh
tong hop cac san pham thir cip trong té bao ma & day con c6 nhicu yéu to khac can dé
cap toi.

Mot budc tiép theo 1a phai cai tién qui trinh nudi cdy bang cach thay doi hop 1y
moi trudng, cling nhu nhiéu tai liéu di thong bdo ngudi ta thay doi ham luong
hormone, dudng, vitamin, nhiét dg... Hang loat nhiing bién ddi moi truong, diéu kién
nudi cay hodc thay d6i ca dong té bao ciing méi chi duoc kiém nghiém trong hé théng
kiém dinh nhu phuong phép giot nho két hop v6i phuong phap mién dich phong xa.
Nghién ctru thay d6i moi truong nudi cay dugc cai tién thém mot budc khi ki thuat
nuoi chemostat (thé 6n dinh hoa tinh) dugc Gng dung.

6.6.2. Nudi cdy té bao néng sudt cao

Nudi cdy té bao ctia nhiéu cy dugc liéu dd dugc tién hanh nhung trong nhiéu
truong hop nguoi ta khong tim thay hodc thay véi luong rat nho (dang vét) cac hop
chat mudn c6. Tuy nhién, ti nay thuc té di cho thay c6 nhirng thi nghiém nudi ciy té
bao thuc vat c6 kha ning san xudt cdc san pham thir cip thuc vat vi ham lugng 16n
hon ca ham lugng cua cac chat d6 & chinh nhitng b phan thyc vat c6 nhi€ém vu tich
trit cac hop chat dic biét nay.

Nubi ciy dau tién duoc phan 1ap c6 chira ham luong cao cac san pham thir cap
d6 13 cac nudi cdy san xuét ra cic hop chat sic tb nhu anthocyanin trong té bao
Haplopappus, betalain trong callus cia cu cai duong hodc anthraquinon trong té bao
cua Lithospermum erythrorhizon, Morinda citrifolia va cac loai Galium. Trong truong
hop cua cdy Morinda va Galium, nguodi ta da nang dugc ham lugng anthraquinon
trong nudi cdy té bao 1én 20 14n so véi ré 1a co quan tich trit cic hop chat nay cua céac
ciy noi trén. Ké ca khi nguoi ta so sanh ham luong cac chit trong té bao va 1a té bao

chuyén san sinh ra cac chat d6 thi ham lugng & t€ bao nuoi cay van 16n hon tur 2-4 lan.



Ham luong twong ddi cao ciia ubiquinon-10 duoc tim thiy trong té bao thude 14 va L-
dopa trong méi trudng nudi cdy té bao Mucuna pruriens. Nhiéu cong trinh cho thay
nudi cay callus va té bao cua cay Catharanthus roseus c6 ham lugng serpentin ngang
v6i cdy dugc liéu binh thuong. Nguoi ta da phan lap duoc cac dong té bao
Catharanthus san xuat serpentin ajmalicin tir nudi cdy in vitro. Bang loai mdi truong
san xuit dic biét ho da dua duoc san lugng alkaloid cua hai dong tdt nhat 1én mot mure
cao hon nira, trong d6 mot dong tao dugc 162 mg/L serpentin, con dong kia tao dugc
72 mg/L serpentin cing véi 264 mg/L ajmalicin. Ciing rat dang chu ¥ 13 nuoi ciy té
bao cdy Panax pseudoginseng cho ham lugng saponin kha cao va nudi ciy té bao cia
cay Glycyrrhiza glabra dat dugc ham lugng glycyrrhizin tir 3-4% trong lugng kho.
Ham luong chit thir cip cao nhit duoc xac dinh trong nudi ciy té bao cua cay Coleus
blumei, d6 1a 13-15% trong lugng khd chét rosmarinic acid trong chu ky nudi 13
ngay. Nong do rosmarinic acid trong t& bao nudi cay 16n hon nim lan so voi trong
cay.

Trén linh vuc steroid va chuyén héa steroid cac dong té bao c6 ning suat cao
da dugc nghién ciru. Mot s cong trinh dd nudi cdy thanh cong té bao cia cay
Dioscorea deltoidea v&i san luong diogenin 1a nguyén liéu tho chinh dé san xuét cac
steroid chong thy thai va cac hormone thuong than. Qua trinh chuyén hoa céc steroid
dugc kha nhiéu phong thi nghiém nghién ctru. Chang han, nghién ctru qua trinh sinh
chuyén hoa cac hop chét glycoside cardiac bang nudi cdy té bao ciia Digitalis lanata
mic du té bao Digitalis lanata ngiing san xuét glycoside cardiac nhung ching van ¢6
kha nang hydroxyd hoa digitoxin & nguyén tir C12 dé tao ra digoxin. Digoxin 1a mot
hop chét co y nghia y hoc 16n hon digitoxin. Qua trinh hydroxyd hoa xay ra trong nudi
cdy té bao rat nhanh va rat hiéu qua khi dua vao méi truong nudi cay chat [1-methyl-
digitoxin. Sau 12 ngay nguoi ta thu dugc 4 g [1-methyl-digoxin trong mot binh nuéi
dung tich 20 lit.

Ngoai ra, nguoi ta con c6 thé thu duoc cac chat nhu caffein tir nudi ciy té bao
cdy Coffea arabica, berberin tir té bao cdy Coptis japonica (loai cdy nay phai trong tir
4-6 naim m&i thu duoc ham lugng dang ké berberin trong ré, song ham luong nay cé
thé thu dwoc sau 4 tudn bang phuong phap nudi ciy té bao)... Nhitng chat nay duogc sir
dung rong rii trong cong nghé huwong lidu va trong y hoc. Chét reserpin 1a chat co tac
dung chira bénh cao huyét ap va cac bénh roi loan tuan hoan khéc cling dugc san XUAt
bing phuong phap nudi cdy té bao cidy Rauwolfia serpentina. Nudi cy té bao cdy nay
trong 30 ngdy c6 thé san xuit duoc 3500 kg reserpin, twong duong véi lugng hang
nim cua céa thé gidi thu duoc tir ré cay d6. Chét naptathoquinones chiét tir r& cay co ré

mau (puccoon) dugc dung dé chira bong va bénh ngoai da. Chét ndy ciing duoc san



xuat bang phuong phap nudi ciy mo, san luong chat nay dugc tao ra tir mo nudi ciy
cao hon tam lan so véi cdy tu nhién. Cac nha nghién ctru thudc to hop duoc pham
Gibageigy (Based, Thuy ST) da san xuat dugc loai alkaloid scopolanin tir té bao cay
Hyoscyanus aegypticus nudi cdy trong hé 1én men khong c6 canh khudy. Bing cach
chon loc cac dong té bao cao san nho k¥ thuat dot bién té bao tran, bién di don dong
va k¥ thuat gen, nguoi ta da lam ting san lugng scopolamin gap ngan lan.

Tom lai, nudi cdy mo va té bao thuc vat co kha ning san xuat cac hop chat thu
cip voi ning suét cao va trong mot vai trudng hop cao hon han so voi nhitng cay hoan
chinh c¢6 nang suat cao nhat.

6.6.3. Sin xudt bang nuéi cdy té bao 6 nhitng nwéc cong nghiép

K¥ thuat tién bd vé nudi ciy té bao dang duogc trién khai ngay cang rd rang &
cac nudc cong nghiép tién tién. San pham cong nghiép dau tién tir nudi cdy té bao 1a
shikonin duoc tap doan cong nghiép hoa dau Mitsui (Nhat) san xuat. Shikonin ciing 13
mot vi thudc dan toc Nhat Ban dung lam thube chéng viém. Nam 1983, Mitsui thong
bao vé qua trinh phat trién k§ nghé san xuat cong nghiép chat shikonin bang nudi cay
té bao trong thung 1én men loai nhd 750 lit. Thanh cong budc dau 1a chon duoc mot
dong té bao tich lity shikonin gap mudi 1an nhiéu hon so v4i ngudn nguyén lidu tu
nhién ¢ cdy Lithospermum erythrozhizon (koshikon) va xay dung phuong phéap hai
giai doan dé san xuat shikonin tir nudi cdy té bao.
Tuy nhién, c6 nim van dé quan trong han ché k¥ thuat nuéi cdy té bao cho myc tiéu
thuong pham dbi véi mot s6 chat co gia tri cao:
- Chon duoc dong thyuc sy ¢6 ning suit cao.
- Diéu khién duoc té bao tao ra chat quan tam. Gen ma hoa cac san phém hoéa hoc do
thuong chi hoat dong ¢ nhitng diéu kién rat dic biét.
- Nhiém khuén va nhiém nidm vi té bao thuc vt sinh trudng cham, xu Iy khang sinh
cling gdy ra hau qua cho sinh trudng va tao hoat chat.
- San pham khong tap trung vi té bao thuc vat khong tong hop chuyén mot san pham
thir cAp ma thudng 1a kém mot s6 chat khac nira.
- Nudi ciy té bao thay doi vi nhirng bién dong trong twong tac cac gen khac nhau va
dong ning suat kém c6 thé 14n at toan bo nudi ciy.
Mic du vay, nhitng d6t pha trong k¥ thuat nudi cdy té bao (vi du nudi cay ré to) cho
thdy trong twong lai gin bat cr hoa chit cong nghiép nao c6 ngudn gdc thuc vét cho
du d6 1a duoc lidu, thude nhudm hay chit mau thuc vat déu c6 thé san xuét trong cac
ndi phan tng sinh hoc.
6.6.4. Nuéi cdy ré to (hair roots) va sinh tong hop

Nhitng van dé ton tai trong nudi ciy té bao cong nghiép co6 thé duoc giai quyét



thong qua k¥ thuat nudi cay ré to, co so khoa hoc cua giai phap nay 1a viéc nhiém
callus v6i giéng vi khuan dat Agrobacterium rhizogenes khién cho té bao callus dong
nhat phan hoa thanh ré. Vi khuan nay chuyén DNA ciia n6 vio trong bd gen cia té
bao thuc vat va khién cho nhiing gen tao chit diéu khién sinh trudng clua ré hoat dong.
Hé thong ré da bdi bao 13 noi 1y tuong dé san sinh ra hoa chat thyc vat va chung rat 6n
dinh vé di truyén, sinh truéng nhanh (tr mot dau ré nudi cay 1é 16ng c6 thé tang trong
luong tir 2500 — 5000 lan trong 3 tudn) mang lai cho nudi cdy té bao kha nhiéu wu
diém trong d6 dang ké 1a kha niang tranh nhiém khuan.
Céc cong ty Nhat Ban da str dung k¥ thudt nay dé mo rong nudi cdy ré nhan sam, loai
nudi cdy nay to ra dé diéu khién hon.
Cong ty Escagenetics (California, My) cling da thong bdo thanh cong trong viéc san
xut taxol bang nudi cay ré 16ng. Taxol 1a chat tach chiét tir vo va 1a kim cua cay thuy
ting (Taxus brerifolia) dang duoc dung thir c¢6 két qua trong diéu tri nhiéu loai ung
thu. Viéc cung cap taxol gap kho khin vi ban than cay thily ting khan hiém va ham
lugng taxol trong ching rat thap. Escagenetics dd co thé san xuét taxol véi nong do
cao hon ndong d6 tu nhién thay trong vo va l4 cdy thuy ting.
Hién nay, hiang Phyton Catalytic (New York, M¥) di mua ban quyén san xuét toxol
hoic chit dong dang cua taxol & qui mé pilot. Gia ban taxol hién nay dugc xac dinh 13
200.000 - 300.000 USD/Kkg. Theo Escagenetics viéc san xuat vanillin bang nudi cay té
bao cong nghiép di 1 bé phong tot dé ho di téi nudi cay té bao taxol. Thong qua mdi
quan tim vé san xuét taxol hiéu biét vé qua trinh sinh tong hop dugc chat duoc mo
rong. To1 nay méi ¢ 10 trong s6 cac dugc chat co nguén géc thuc vat dang duoc st
dung rong rai (khoang 300.000 loai) duoc tong hop nhan tao trong phong thi nghiém,
s6 con lai déu duoc chiét truc tiép tir cdy co. Thé nhung méi ddy Vian phong thuong
mai va ban quyén My da cap quyén tac gia cho PH Quéc gia Florida vé qui trinh cong
nghé ban tong hop thudc chdng ung thu. Cong nghé nay két hop mot chat goi 1a
baccatin IIT va mot chudi tong hop dé thu dugc mot chat co cau triic giéng chat taxol
tu nhién. Baccatin 11T dugc tach chiét tir thuy ting nudc Anh, ho hang véi thily ting
Dja Trung Hai. Cong ty dugc Bristol-Myers Squibb, noi cung cap taxol tu nhién chinh
vira ky hop dong ban quyén véi PH Qudc gia Florida dé dwa cong nghé san xuét taxol
Va0 san xuat.

Srinivasan va cs. (1997) da nuéi cdy dich huyén phu té bao cia 2 loai thuy tung
12 Taxus chinensis va T. baccata trong hé thong nudi cdy mé hinh (model system)
nham chtng minh kha ning twong tu trong tich lily sinh khéi (biomass) va san xuét
cac chat trao d6i thu cdp (taxane) thu tir nudi ciy trong céc dia polystyrene 6 ngin

(six-well polystyrene plates) va cac binh thay tinh (loai 25 ml va 125 ml, lic 120



vong/phut).

Merkli va cs. (1997) d3 nudi cay ré to ctia cdy Trigonella foenum-graccum véi
su gy nhiém chung A4 ciia Agrobacterium rhizogenes. Céc ré to nay di san xut
diosgenin, mot spirostanol quan trong cho sy ban tong hop (semi-synthesis) clia cac
hormone steroid. Ham lugng diosgenin thu dugc cao nhat 1a 0,040% trong luong kho
(trén moi trudng nudi cdy thich hop nhat-McCown's woody plant medium c6 1%
sucrose) gan gap 2 1an so véi cac ré khong bién nap chung A4 8 thang tudi (0,024%).
Céc tac gia nay cling da nghién ctru anh hudéng cua cholesterol, pH moi truong va
chitosan dén kha ning san xuit diosgenin. B6 sung 40 mg/I chitosan vao méi truong
nudi cdy sé nang ham luong diosgenin 1én gip 3 1an so v6i d6i chimg.

Sevon va cs. (1997) di tai sinh cAy tir protoplast cua ré cidy Hyoscyamus
muticus dugc gy nhiém Agrobacterium rhizogenes va sau d6 phan tich héa hoc trén
34 cay riéng ré& da truong thanh. Két qua nghién ctru cho thay cac cdy niy co san xuat
hyoscyamine, scopolamine, va nhiéu loai calystegin, va diéu dang ké 1a di tim thay
cac bién di dong soma trong cac cdy nay. Tuy nhién, su c6 mit cua cac gen rol (A, B
va C) ciia A. rhizogenes gy bat loi cho viéc tich lily cac alkaloid trong cac cay
chuyén gen nguoc lai voi wu diém ciia nudi cay ré to.

Sikuli va cs. (1997), da nghién ctru anh hudng ciia tudi mo nudi cay dén sy tich
lity sinh khdi va san luong alkaloid cua ré to thu dugc sau khi gy nhiém cdy Datura
stramonium v&i ching Agrobacterium ATCC 15834. Ham lugng hyoscimine & ré dat
cuc dai sau 6 tuan nudi cdy khoang 100mg/l. Bén canh dé, cac tac gia ndy con nghién
ctru anh huong cua su can bﬁng ion ( NO-3, SO24- , H2PO-4 , K+, Ca2+ va Mg2+)
dén san lugng sinh khdi va sy tich lily hyoscyamine. Nong d6 NO-3 va K+ cao cho
sinh khoi cao nhit, con san luong hyoscyanine cao nhat khi SO24- va K+ cao.

6.7. Ung dung ciia bién di dong soma va dong giao tir trong cong tic gidng ciy
trﬁng

Céac dot bién don gen trong hé gen ctia nhan hodc co quan tir c6 thé tao ra mot
thr in vitro (in vitro variety) thich hop nhat c6 cac dic tinh dic trung dwoc cai thién.
Trong khudn khd tao giéng cdy trong, bién di dong soma c6 thé duogc sir dung dé
kham pha ra cac thé bién di méi duy tri tat ca cac dic tinh t6t va co bd sung tinh trang
hiru ich, nhu khang cac bénh hoic chat diét co. Cac bién di nay sau d6 c6 thé duge thi
nghiém trén dong rudng dé xac dinh chic chian sy 6n dinh di truyén cia chung. Lai
thuan nghich (reciprocal cross) giita thé hé F1 mang tinh trang mong muén véi dbi
chtng c6 ngudn gdc tir hat s& 6n dinh xa hon (further stabilise) cac thé bién di va giup

do tao hat gitra cac dong htra hen. Bién di dong giao tir, dugc cam Ung hau hét boi su



tai to hop giam phan trong chu trinh hitu tinh cta thé lai F1, tao ra sy phan ly vuot qua
gidi han dé kham phaé ra cac t6 hop gen duy nhat.

Céc dong té bao khac nhau chon loc trong diéu kién in vitro c6 thé chimg minh
nang lyc ung dung cho ndng nghiép va cong nghiép. Céc cdy tai sinh biéu hién cac
tinh trang khang chat diét co, pathotoxin, mudi hodc phen. Hon nita, kha nang bién di
trong nudi cdy té bao di thé hién mot vai trd hitu ich trong viéc téng hop cac chat thir

cap lién quan dém pham vi thuong mai.
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Hinh 6.1 Biéu d6 khai thac hiéu qua tic dong giita nhan va té bao chat

Céc k¥ thuat img dung cho viéc cam tng bién di dong soma va dong giao tir d&
dang hon cong nghé DNA tai to hop. Pic biét, cai thién cdy trong mang cac tinh trang
da gen (polygenic traits) bang cac phuong phap tao giéng cay trong truyén thong va
khong truyén théng da dugc chimg minh 1a rat kho khan. Bién di dong soma c6 thé 1a
mot k¥ thuat thich hop cho cong nghé di truyén cac ciy trong nay.

CAU HOI ON TAP
1. Khai quat van dé nudi céy té bao thuc vat don
2. Trinh bay dic tinh cua té bao thuc vat duoc nuodi céy
3. Néu cac yéu cau vé nguyén liéu va diéu kién nudi ciy
4. Vi sao ludn xuat hién cac bién di dong té bao?
5. Trinh bay cac nguyén tic chon dong té bao
6. Trinh bay cach chon dong té bao trong trudng hop khong cé tac nhan chon loc va
c0 tac nhan chon loc
7. Trinh bay phuong phap nudi ciy té bao trong san xuit cac hop chat tu nhién
8. Néu cac ung dung cua bién di dong soma va dong giao tir trong cong tac gidng cay
trong



Chuong 7. NUOI CAY MO THUC VAT VA VAN BE LAM SACH VIRUS O
THUC VAT

7.1. TAm quan trong

Tao giong chdng chiu cac bénh virus 1 mot huéng nghién ctru kha quan.
Nhung trong thuc té, chon tao gidng gip nhiéu kho khin do thiéu ngudn gen c6 kha
nang chéng chiu vd1 cac loai bénh virus khac nhau. Bén canh do, viéc tao giéng cay
Iy nién con gip tré ngai hon do mat nhiéu thoi gian va cong stirc. Gan day, ky thuat
gen d4 mo ra trién vong tao gidng mién dich di truyén véi mot sb loai virus bang cach
chuyén gen protein vo virus hodc gen iARN vao cay trong, 1am cdy c6 kha ning bat
hoat gen va mARN virus. Tuy nhién, nhiéu van dé k¥ thuat va 1y luan van con kha nan

giai.
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Hinh 7.1.Cac dang cau tao ngoai cta virus

Do vay, phuong phép c6 hiéu qua nhat hién nay van 1a tao ra cac vat liéu nhan
gidng sach bénh virus qua nudi cdy dinh chdi, dinh sinh truéng hoic két hop véi xur 1y
hoa chat, nhiét d6. Nhiing phwong phap nay da gitip loai trir cic bénh virus khac nhau
khoi vat liéu nhan giéng va tao giéng sach bénh & mot loat cay tréng, chu yéu la khoai
tay, khoai lang, san, toi, cdy an qua c6 mui, chudi, nho, mo, man, cay hoa nhu cuc,
cam chudng... Phuong phap nay cho phép loai bo hau hét cac bénh virus, viroid va cac
tac nhan gay bénh tuong tu virus (Vasil va Thorpe, 1994).

Chép dinh sinh truéng duge coi la sach bénh virus. Mau mé nudi cay cang nho
va cang gan dinh sinh truong thi kha nang sach bénh cang 16n. Dudng nhu c6 tuong
quan ty 1& thuan giita kich thuéc mau véi kha ning cdy tai sinh sach bénh (Stone,
1982; Green va Lo, 1989). Nhung trong mot vai trudng hop, viéc loai trir virus rat kho

khan va khong phu thudc vao kich thuéc mau do mét so virus c6 kha néng sinh san va



chuyén dich nhanh chéng dén ving sinh truong (Theiley va cs, 1984). Nguoi ta di
quan sat thdy mat do virus kha cao ¢ ving chép dinh sinh trudng cta mot sé loai dudi
kinh hién vi dién tir (Toussaint va cs, 1984). Do viy, viéc két hop k¥ thuat nudi cay
nay véi cac yéu td kim ham virus nhu hoa chat, nhiét do co thé ting cuong kha ning

loai trir bénh virus va tao gidng sach bénh & cy trong.

Hinh 7.2. Ca chua bj bénh virus dém vang

Hau hét cac cay trong nong-lam nghiép déu bi nhiém cac hé thong giy bénh
nhu nam, virus, vi khuan, mycoplasma va nematodes. Céc tac nhan gay bénh khong
phai ludn gay chét cdy, nhung n6 thuong xuyén lam giam ning suat va chat luong cia
cdy trong. Trong khi cac tc nhan giy bénh khac gan nhu ludn xdm nhiém vao co thé
thuc vat qua nhan giéng sinh dudng, thi cac bénh virus lai xudt hién & cé nhiing cay
trong nhan giéng bang hat ciing nhu nhan gidng sinh dudng. Mic du cac ciy trong bi
nhiém bénh vi khuan va nim c6 thé phan tmg vé&i viéc xtr 1y cac hop chat diét khuan
(bactericidal) va diét ndm (fungicidal), nhung ngudi ta chua thé san xuét ra cac hop
chat thurong mai diét virus dé chita bénh cho cac cay trong nhiém virus.

Dé san xuét cay sach bénh virus, thong thuong ngudi ta chon ra mét hoac nhiéu
ciy khoe manh va sau d6 nhan giéng chung bang phuong thirc sinh dudng, tao ra mot
quan thé cdy khoé manh. Nhung tai noi ma quan thé ctia mot dong hoan toan bi nhiém
bénh virus thi chi ¢6 cach thu dugc cay sach bénh thong qua nuoi céy mo. Cac mo
phan sinh dinh & cac cay bi nhiém bénh thuong hodc 1a sach bénh hodc chtra néng do
virus rat thip. Tuy nhién, ndng do cua virus trong cdy ting 1én twong ung véi viée
taing khoang cach tinh tir cac dinh phén sinh. Cac 1y do khac nhau dé cho mé phan
sinh khong hodc it bi virus xdm nhiém 1a: (a) céc virus di chuyén d& dang trong co thé
thuc vat thong qua hé thong mach dan 13 cdu trac ma ¢ dinh phan sinh khéng co, (b)
hoat tinh trao ddi chét cao trong qua trinh phan chia ctia cac té bao phan sinh ngin can
su chép virus, va (c) néng dd auxin ndi sinh cao ¢ trong cac dinh choi ¢6 thé e ché
sinh san cua virus.

Morel va Martin (1952) da ung dung cac k¥ thudt nudi cady mo dé loai bo su
xam nhiém virus & thuc vat. Ho nudi céy cac dinh phan sinh tach ra tir cdy Dahlia bi
nhiém virus va thu dugc cic cdy sach bénh. Sau d6, cic tién bo trong loai bo virus

bang k¥ thuat nudi cdy mo di dugc tmg dung rong rai trong nong nghiép. Nudi cay



dinh phan sinh cling cho phép thu dugc cac cay sach nhitng bénh khac nhu bénh
viroid (dang virus-tac nhan gay bénh chi chira mot doan rat ngan RNA), mycoplasma,

vi khuan, va nam.

7.2. Nguyén ly lam sach virus

Danh tir lam sach virus chi dung vé ndi dung ciia cong viéc. Do 1a viéc phai
giai phong cac thuc vat bi nhiém virus khoi virus. O day chi dé cap t6i cac cay trong
nhan gidng vo tinh vi phuong thirc nhan giéng nay la nguyén nhan truyén bénh tir thé
hé nay sang thé hé khac. Vi vay, bién phap lam sach bénh virus luon phai két hop véi
bién phap duy tri tinh sach bénh. Ca hai bién phap nam trong pham vi phuc trang
gidng, ngudi ta goi 13 bién phap giit sach bénh. Bén canh hai nhiém vy 1a duy tri dic
tinh giong va tinh dong déu cua giéng nhiém vu chu yéu ciia cong tic phuc trang
gidng 13 cung cap duoc tap doan cdy b me va hat giéng sach virus. Kinh nghiém thuc
té cho hay nhitng bién phap phuc trang gidng c6 hiéu qua 1a nhimng bién phap duoc
thuc hién mét cach triét dé va co trach nhiém. Lam sach virus duwoc coi 1a muc tiéu
clia cong tac phuc trang gidng.

Bén canh xtr Iy nhiét va xac dinh tinh sach bénh, cac phuong phap dé thu duoc
cdy sach virus bao gom chu yéu van 13 nudi cay dinh phan sinh. Puong nhién 1a k¥
thuat nuoi céiy dinh phan sinh ¢ day dugc thuc hién theo mot muc dich khac nén phirc
tap va ton kém hon trong nhan giéng vo tinh. Vi thé, nguoi ta phan biét 1 giita nudi
cdy dinh phan sinh trong cong tac phuc trang giong ndi chung va lam sach virus néi
riéng. Muc dich ctia cong tic bao vé thuc vat (trong nudi cdy dinh phan sinh va nudi
cdy mo) phan biét rd vdi cong tac duy tri gidng. Trong cong tac bao vé thyuc vat thi
yéu cau 16n nhat 13 lam sach virus, nhung trong thyc té diéu d6 hau nhu khong thé dat
duogc. Vi vay phai két hop nhiéu bién phap dé dam bao két qua. Xir Iy nhiét, nudi cay
dinh phan sinh va xac dinh (thtr) virus phai dugc thyuc hién theo mot chu trinh kin. Céac
nha duy tri giéng doi hoi phai c6 nhitng co thé thuc sy sach virus, dé roi thong qua
phuong phap nhan in vitro c6 thé nhan thanh sb lugng cdy bat ky ma khong bi tai
nhiém. Cac nha nudi cdy mo thuc vat rat quan tim dén phwong phép nhan gidng in
vitro, ma 1y do chinh 13 viéc 1am sach virus dbi voi cdy trong. Vi hiéu qua kinh té,
ngudi ta chi gidi han viéc nhan gidng in vitro ¢ nhimng cay trong ma ddi véi chung cac
phuong phap ¢ dién dé nhan nhanh nhitng gidng méi hodc lam sach virus khéng thyc
hién dugc. Phuong phép nhéan giéng in vitro loai trir dugce nguy co tai nhiém va vi thé
t6 ra vu viét hon cac phuong phap cd dién. Tuy vay theo kinh nghiém thuc tién, céc
cdy trong dugc nhan gidng in vitro van con mang it nhiéu tac nhan gay bénh.

Da sb cac cdy trong thuong mai (commercial crop plants), dic biét 1a cac cay



nhan giéng vo tinh déu chita cac virus ndi hdp (systemic virus), cic virus ndy anh
huong x4u dén nang suat. Vi vay, viéc san Xudt ra cc nguyén li¢u thyc vat sach virus
hodc gan sach virus 1a rat can thiét trudc khi ching dugc nhan giéng dé dua ra thi
truong. O nhiéu loai, phuong thirc cho hiéu qua cao 1 xir Iy nhiét cac co quan khac
nhau hodc lic cay dang sinh truong manh. Tuy nhién, ddi v6i mot s6 virus phuong
thirc ndy hoan toan khong thich hop vi thé phai st dung mot sé phuong thirc khac.
Phuong thirc cho hiéu qua cao nhat 1a nudi cdy dinh phan sinh, thudng c6 thé két hop
v6i xir Iy hoa hoc hodc xtr 1y nhiét. Cac phuong phap ndy cho phép cé thé thu duoc
cac ca thé khong nhimg sach virus ma con sach ca ndm va cac nhéan té gy bénh khéc.
Tu nam 1952, 1953 Morel va Martin da thanh cong trong vi¢c loai tror mot sb virus &
khoai tdy va thuoc dugc (Dahlia variabilis) bang cach nudi cdy dinh phan sinh, diéu
dang tiéc 1a cac chdi nay di khong tao ré va ngudi ta phai ghép 1én cac cdy mam khoé
manh. Tuy nhién, sau d6 trén co s& cac két qua cia Morel va Martin ngudi ta da dua
ra nhiéu phuong phap san xuit cac cdy trong sach virus c¢6 kha ning tao r& ¢ nhiéu
loai thuc vat khac nhau va cac dong cay do hién nay da dugc st dung rong rai trén thi
truong.

Nudi cdy dinh phan sinh 12 nudi cdy cac mau nhé ciia choi dinh 1én méi trudng
dinh dudng thich hgp dé chung sinh truéng va tao cay hoan chinh. Phian mo thudng
dugc dung 14 vom phén sinh (meristem dome) cong thém cip 14 dau tién. Tuy thudc
vao tung loai khac nhau ma dinh phan sinh cé thé co chiéu dai tir 0,1-0,5 mm, mdt sb
tac gia yéu cau chi nudi cdy vom phén sinh, tuy nhién mot so tac gia lai thu duoc cay
sach virus tir dinh sinh trudng c6 chiéu dai 0,5 mm. Chdi dinh hoic dinh sinh trudng
sau khi cat thuong phai khir tring bé mat, nhung giai doan nay c6 thé khong can thiét.
Céc k¥ thuat nudi cdy dinh sinh truéng rat khac nhau tiy thudc ting loai.

Moi trudong agar thuong khong thich hop cho ciy sinh trudong khi nudi cay, chi
c6 cac "cau gidy loc" (filter paper bridge) v6i phan chan dugc nhing trong méi trudng
long chtra trong 6ng nghiém nudi cy 1a thich hop hon ca. Chi trén cac cau gidy loc
nhu thé ré mai phat trién tbt, va cdy co thé sin sang dé dua ra dat. R4t nhiéu loai moi
truong di dugc dung trong nudi cdy dinh phan sinh nhung khong c6 mot méi truong
chung thich hop cho moi loai. Méi trudng chira cac nguyén té da lwong va vi luong
cua Knop va Berthlot (khong c6 beryllium va titanium), glucose 40 g/L, thiamine 10-
5g/L va myo- inositol 10-3 g/L & pH 5,5 c6 thé duoc dung cho nhiéu loai. NAA &
ndéng d6 10-3 mg/L can thiét cho sy hinh thanh cac ré ban dau, nhung sau d6 phai ciy
chuyén sang méi truong khong co NAA.

Céc s6 lidu vé diéu kién chiéu sang va nhiét do 1y tuong duoc cong bd rat it,

mac du trudc day Hollings (1968) da dua ra nhiét do nuoi la 200C dudi anh sang dén



huynh quang véi thoi gian chiéu sang 22 gid/ngdy. Thoi gian dé dinh phan sinh tao
chdi va ré 1a tir vai tuan dén vai thang tuy loai.

Hién nay, ba bién phap lam sach virus t6 ra c6 hiéu qua ddi v6i ciy luong thuc
va cay thuc pham, d6 1a xir 1y nhiét, nudi cdy dinh phan sinh va chon loc bang céc
phuong phap thir virus. Mdi mot bién phap déu thu dugc két qua nhat dinh, nhung chi
khi str dung mot cach tong hop ca ba bién phap nguoi ta méi thu dugc két qua sach
virus thuc sy. Muc dg hitu hi€u ctia qué trinh lam sach virus ddi véi thuc tién phu
thudc vao nhing yéu td sau:

- Kha nang xir 1y nhiét.

- Kha ning nudi cy dinh phén sinh.

- Phuong phap thir virus c6 do chinh Xac cao.

- Hé sb nhan gidng v6 tinh cdy kha cao.

- Tréng cac vat liéu sach bénh ban dau dudi diéu kién cach ly tt, tranh duoc tai
nhiém.

- Mtic d6 (dién tich) trong trot cho phép cung cap di cay giéng méi trong mdi nam.

Nhiing diéu kién trén day dugc thuc hién ¢ cac muc do rat khac nhau d6i vai
cac loai cay trong khac nhau. Viéc 1am sach virus khong thé thay bang viéc phén tich
virus cua mot loai cay tré)ng, phan tich virus can dugc thuc hién trude d6 va dé roi tir

d6 ma tim ra bién phap thich hop dé bao dam cay trong sach bénh.

7.3. Phwong phap lam sach virus
7.3.1. Cic phwong phdp chudn dodn bénh virus

Khong phai tit ca cac loai cdy sau qua trinh xtr Iy phdi hop nhiét va nudi cay
dinh sinh truong thi déu sach virus, vi vay can phai tién phai xét nghiém khoang thoi
gian tir luc tai sinh cdy cho tai khi xét nghiém phai tir 4 dén 6 thang dé cac thé virus
con ton tai trong thuc vat dat duoc n6ng dd can thiét cho viéc xét nghiém dam bao do
chinh x4c. Xét nghiém virus trong khuon kho ciia qui trinh 1am sach virus hoan toan
khac qué trinh phan tich virus & mot cdy trong. D6i voi viée 1am sach virus thi do
chinh x4c cua phuong phap thir virus trong mdi lodi xét nghiém mang y nghia quyét
dinh cho nén mdi mét cay can dugc xét nghiém theo nhiéu phuong phap khac nhau
trong d6 can chu ¥ toi cac phuong phap xét nghiém nhiing loai virus phd bién va cd ¥
nghia kinh té. D4i v6i viéc phén tich virus mot loai cay trong ngudi ta chi cha ¥ t6i sb
luong ciing nhu sy phan loai ctia chung. D6 nhay cam ciua mdi phuong phap xét
nghiém co vai tro thtr yéu, sau day l1a mot sé phuwong phap xét nghiém virus dugc tng
dung trong trong trot cac loai cdy hoa:
7.3.1.1. Xét nghiém bang cdy chi thi



Dung dich ép cua thyc vat can duoc xét nghiém giy bénh trén mot cay chi thi
thich hop hodc ding phuong phap ghép c6 thé chimg minh dugc bénh virus. Chi sau
khi thuce hién phuong phap thir nay két luan vé bénh virus méi thuc sy dam bao tinh
chinh xac ctia nd. Phuong phép thir bang cay chi thi ludn duoc coi 12 phuong phap xéac
dinh dau tién va cling 1a phuong phap nhay cam nhét, tuy nhién két qua xét nghiém
cling con phu thudc cac yéu té khac nira.

Trong truong hop xét nghiém hang loat cong viéc gay bénh nhan tao d6i véi sb
luong cay chi thi 1a 10.000 dén 100.000 & mot thoi gian nhidu thang thi do chinh xé4c
ctia phuwong phép giam di vi khong thé tién phai cac thi nghiém lap lai. Tudi cua cay
tréng ciing nhu trang thai sinh 1y cua ching trong cac mua khic nhau ctia mot nim
anh huong rt nhiéu dén tinh chinh x4c ctiia phuong phap xét nghiém. Vi Iy do do,
trong truong hop phai xét nghiém hang loat phuong phép dung cay chi thi khong dam
bao bang phuong phap mién dich. Néu chi xét nghiém mot sé lugng cdy vira phai vi
du 1.000 c4 thé thi phuong phap dung cay chi thi khéng can thay bang phuong phap
khac vi cong viéc ¢ thé tién hanh trong mot thoi vu thich hop.

Triéu ching bénh 1y c¢6 thé quan sat dugc sau 3-5 ngay song thong thuong la
sau hai thang vi vdy can mot dién tich nha kinh kh4 rong trong mot thoi gian twong
d6i dai chi phi cho xét nghiém bang phuong phap ciy chi thi thuong dat gap ba lan so
v6i phuong phap huyét thanh.
7.3.1.2. Phuong phdp huyét thanh

Tinh dic hiéu cao ctia phuong phap huyét thanh 1a mot dic diém quan trong.
Ngoai ra, phuong phap nay con cho phép xac minh nhanh sy ton tai cua virus va phan
loai ching. Két qua thu dugc cham nhét 1a sau 48 gio. Chi phi cho xét nghiém thap, dé
chtng minh virus khong can c¢6 nha kinh trong cdy. Phuong phap huyét thanh lai c6
d6 chinh xé4c cao, tuy nhién nguoi ta chua san xudt duoc khang thé dbi véi tit ca cac
loai virus va ké ca khi c6 huyét thanh rdi cling chua cé thé noi rang két qua xét
nghiém hoan toan bao dam. Vi rang véi phuong phap nay nguoi ta khong thé xéac
minh dugc dic tinh gdy bénh cia ting loai virus ddi v&i thuc vat cha, co nhiéu
phuong phap huyét thanh khac nhau d dugc tmg dung trong xét nghiém hang loat d6i
v6i cay hoa, trong d6 c6 phuong phap két tia giot, xét nghiém khuyéch tan agar gel
hai chiéu, xét nghiém latex, xét nghiém mién dich huéng tim... M&i mot phwong phap
déu 6 uu va nhuoc diém dic trung thong s6 vé do chinh xac thudng thu duoc véi diy
ndng do dich ép tir thuc vat hodc virus phan 1ap. Nhiéu nghién ctru cho thiy khong thé
coi dd nhay cam nay thuong thu dugc khi pha lodng dich ép nhiéu lan hoan toan cho
phép tin tudng vao két qua xét nghiém hang loat. Vi thé cAn chon phuong phap thich
hop cho xét nghi¢m hang loat.



7.3.1.3. Xét nghiém bang kinh hién vi dién tiv

Kinh hién vi dién tir v6i sy hoan chinh vé k¥ thuat va sau khi tng dung phuong
phap nhing c6 thé dua vao xét nghiém hang loat véi sé luong mau vira phai. Khi
chirng minh virus hinh diia va hinh sg¢i1 & hoa phong lan va hoa hu¢ kinh hién vi dién
tir 3 mang lai nhitng két qua dang tin cay ddi v6i xét nghiém hang loat. Kho khan cha
yéu hién nay 14 chi phi cho thiét bi va s6 lugng miu dugc xét nghiém bi han ché, dong
thoi loai virus dugc ching minh ciing chi 14 loai hinh diia va hinh soi. Néu virus ton
tai dang cau thi rat kho phat hién vi n6 khéa giéng cac co quan tir cua té bao thuc vat
binh thuong.
7.3.1.4. Xét nghiém bang phwong phap PCR

Hién nay, mot phuwong phap duoc st dung phd bién cta cong nghé sinh hoc co
rat nhidu tiém ning tUng dung d6 1a khuéch dai gen bang phan tng tring hop
polymerase (polymerase chain reaction) trén may PCR. Bang cach thiét ké cac cip
moi (primers) ddc hiéu ciia cac gen giy bénh ¢ virus, ngudi ta c6 thé khuéch dai cac
gen nay (néu co) tir DNA hé gen cia thuc vat da dugc xir Iy lam sach virus. Néu
khong xuat hién san pham PCR dic trung ciia gen virus sau khi phan tich dién di
agarose gel thi ta c6 thé két luan 1a cdy da duoc lam sach bénh hodc nguoc lai, cay
dugc xur 1y van con mang virus. Phuong phap nay c6 do nhay rét cao, chinh xac va it
tén kém hon cac phuong phap noi trén. Hién nay, nguoi ta di san xuat mot thiét bi
phan tich PCR ¢6 do nhay rat cao goi la Realtime- PCR (PCR thoi gian thuc hay con
goi 1a PCR dinh luong) cho phép phén tich véi mdt nong do virus vo cing thap o
nhitng sinh vit méi bi nhiém bénh. K¥ thuat nay da khéc phuc duogc thoi gian cho doi
virus sinh san t6i mot nong d6 du cao dé dam bao d6 chinh xac ciia phuong phap xét
nghiém.

Phuong phép phan tich PCR di duoc tng dung rat rong rii dé chan doan bénh
& nguoi nhu sot xuat huyét Dengue, viém gan B, viém gan C, Chlamydia... Va o rang
n6 rat hiru ich trong viéc ung dung dé xét nghiém cac thuc vat bi nhiém bénh virus, vi
khuan hodc vi nam...
7.3.2. Xur ly nhiét

Qua trinh xtr 1y nhiét dugc coi nhu 1a bién phdp lam sach bénh c6 co s& thuc
tién. Nhitng cdy mia mic bénh c6 thé cho ning suit cao sau khi ngdm & nuéc nong,
cac nghién ctru vé van dé nay cho thiy dung khong khi néng thuén loi hon ddi véi hau
hét cay tréng bo1 vi chung co thé chiu dung tot hon va virus bi loai trir dan dan.
Nhirng hiéu biét ctia ching ta vé qua trinh 1am sach bénh théng qua xir 1y nhiét con
chua diy du. Nguoi ta néu ra gia thiét chung 1a virus bi trc ché sinh san & nhiét do tir

34-400C. Qué4 trinh sinh truéng cta thue vat trong khi xtr 1y nhiét ciing bi trc ché



nhung it hon vi thé nhitng bd phan vira dugc sinh truong thuong sach hodc nghéo
virus. Két qua xir 1y nhiét con cho thiy co thé thyc vat co thé dugc bao ton & trang
thai toi thich trong mot thoi gian dai & nhiét d6 cao. Tot nhat 1a nén xtr 1y véi chu ky
quang 16 gio/ngay. Nhiét 46 phai dugc kiém tra lién tuc bang may ghi tw dong dé dam
bao cung cip luong nhiét ning can thiét, d6 4m twong ddi phai dat trung binh 1 50%.
Pé dam bao sy phan bd nhiét 46 déng déu trong phong can phai co quat gié. Mdi mot
loai cay hoa thuong man cam rat khac nhau d6i véi nhiét d6 cao trong khi xur ly, vi du:
hoa ctic ¢6 kha ning chiu dung nhiét rat 16n: 380C trong thoi gian nira nam tiép theo
1a hoa anh tc. Hoa thuy tién thi chiu dugc nhiét do 340C trong thoi gian tur 4-6 tuan.
Trong mdt s6 trudng hop, ngudi ta phai phdi hop xtr Iy nhiét v6i nudi cdy dinh sinh
truong hodc vi ghép dé loai trir bénh virus (Walkey, 1980; Kartha, 1986; Brown va cs,
1988). Uu thé cua k¥ thuat nay 1a sau khi cdy da qua xtr 1y nhiét, mau nudi cdy (hodc
vi ghép) thuong c6 kich thudce 16n hon. Green va Lo (1989) da tao giéng khoai lang
sach bénh virus (bénh vang lui) bang nudi cdy dinh sinh truéng kich thudc nho (0,3
mm) hodc nudi cdy dinh chdi kich thudc 16n hon (1,0 - 2,5 cm) sau khi xtr Iy cady me &
37° C trong mot dén hai thang (hinh 9). Két qua twong ty cling nhan dugc & ciy sin
(Kartha va Gambong, 1975).

Cay me hodac mot phﬁn cay me dugc xu ly ¢ nhiét do cao bﬁng cach tang nhiét
mot cach tir tir cho dén khi dat nhiét do t6i han. Nhiét do nay co thé e ché hoac loai
trir virus khoi ving sinh truéng manh nhung khong anh huéng dén sinh truong cua
cay. Cay dugc luu gitt ¢ nhiét d tdi han trong khoang thoi gian xac dinh, sau d6 tach
va nudi cdy chdi dinh hoic sir dung trong vi ghép.

Ty 1é sach bénh ctia mau phu thudc vao thoi gian xir Iy nhiét do téi han va phu
thudc vao kha niang chiu nhiét cta gidng (Converse va Tanne, 1984; Lozoya-Saldana
va Merlin -Lara, 1984). Xt Iy nhiét c6 tac dung tot v6i da sd trudng hop, song d6i khi
mé té bao cua cAy nhiém virus nhung khong bi loai trir & nhiét d6 cao do ching virus
van c6 kha ning sinh san & nhiét do nay (Dawson, 1976).

Két hop xtr Iy nhiét d6 thap v&i nudi ciy dinh sinh truong di duge sir dung thanh cong
dé loai trir virus khoi khoai tay va hoa ctc (Paduch-Cichal va Kryczynski, 1987). Bén
canh do, nguoi ta st dung két hop mot sd hoa chit (rc ché virus nhu ribavirin,
vidarabine co géc adenine dé tao giéng sach bénh (Cassells va Long, 1980; Stone,
1982). Céac hoa chat chéng virus thuong doc cho md ciy nén tmg dung cua k¥ thuat
nay van con han ché.

7.3.3. Nuéi cdy dinh phén sinh

Nguoi ta dd ching minh dugc ring néng do virus trong thuc vat giam dan & bo

phan gan dinh sinh trudng riéng dinh phan sinh thi hoan toan sach virus. Thyc té nay



da duoc tmg dung dé lam sach virus bang cach tach dinh sinh truéng ¢ diéu kién vo
tring roi nudi cay ching thanh thuc vat hoan chinh. Viéc phan 1ap dinh phan sinh c6
kich thudc 0,01-0,1 mm rat kho khin va viée tai sinh thanh cay hoan chinh cling chi
dat duoc v6i tan so rat thap (0,2-5%) vi vay nguoi ta thudng phan 1ap ca chdi ngon va
go1 no la doan dinh (shoot tips) co kich thude tir 0,1- 1 mm qua d6 tinh sach bénh cua
mAau vat nudi cay bi giam xudng nhung téc do tai sinh cdy duoc ting 1én va d6 chinh
1a phuong phép dugc ing dung trong thyc tién.

Khai niém sach virus cta thyc vat khong c6 nghia la can phai c6 dinh phan sinh
hoan toan sach, cac phan tir virus ma nd dugc hoan thién trong qua trinh phan hoa cta
cac té bao chua phan hoa. Vi vdy, trong thyc tién phai gidi han ndng d6 virus va khoi
luong md phan hoéa & mdt muirc nhét dinh néu can c6 thuc vat sach virus. Viée phéi
hop xtr 1y nhiét v6i nudi cay dinh phan sinh 12 phwong phap rat thuan loi boi vi thong
qua xUr 1y nhiét qua trinh sinh san ciia virus trong chdi ngon bi @c ché manh va thong
qua qua trinh phan hoa dinh phan sinh tinh sach virus s& dugc dam bao vai do xac suat
cao, & day khong dé cap dén van dé chon cac mdi truong thich hop. Thong thuong
ngudi ta xtr dung moi trudng Murashige-Skoog hoic White. Theo quan diém 1y thuyét
va kinh nghiém thyc tién nguoi ta thu dugc nhiing két qua khac nhau trong ting
phong thi nghiém, néu viéc nudi cdy dinh phan sinh duoc thyc hién trén quan diém
san xuat 16n thi can phai chi ¥ nhitng mit sau day: (a) dam bao do dong nhat cua
gidng trong tat ca cac khau nudi cay, (b) dam bao tdc do sinh trudong nhanh va déu dbi
v6i mot s6 lugng dinh phan sinh 16n dong thoi (c) két qua dua ciy ra dét ciing can
phai dugc bao dam. Cac dinh sinh truong sau khi phan 1ap can dugc nudi & cic budng
nudi cay hoan toan khéng ché vé mit khi hau: nhiét do 220C va 16 gio chiéu sang &
1.000-3.000 lux .

Khi dua cay tai sinh tir dinh phan sinh ra ngoai dat can phai phu nilon dé chiing
thich nghi dan véi d6 4m khong khi thap. Tt nhat 14 nén trong & cac budng nudi cay
cach ly c6 thong khi va hoan toan sach rép 1a. Tir thang 10 dén thang 3 can phai chiéu

sang thém, nhung trong mua he lai phai che bdt anh sang.

7.4. Két qua trong thue tién san xuat
7.4.1. Tao cdc giong cdy sach bénh
7.4.1.1. Cay khoai tay

Khoai tay 1a ciy trong & chau Au duoc nhan gidng vo tinh va bi virus pha hoai
nhiéu nhat. Trong thoi gian qua viéc 1am sach virus & khoai tdy méi duoc ting dung
mot cach chdm chap trong qua trinh duy tri giéng. Nguoi ta chii ¥ nhiéu nhét toi viée

tao ra cac cdy giong sach bénh bang qui trinh thir virus va trong & cac khu vuc sach



bénh dé tranh tai nhiém thong qua cac loai rép 14. Qui trinh dugc sir dung chii yéu 1a
giét cac cay thao c6 thé truyén bénh vao ci khoai tdy. Qui trinh ndy c6 thé nang cao
hiéu suat thong qua xir Iy nhiét va nudi cdy dinh sinh truéong. Qua trinh xtr 1y nhiét
giita 32 va 380C trong thoi gian 7 ngdy dén 7 tudn va sau d6 nudi cay dinh phan sinh
c6 thé loai trir duoc virus A, xodn 14, X va Y trong khi virus M va S cling dugc giam
di mot cach dang ké.

Céc anh hién vi dién tir ciia dinh sinh truéng khoai ty c6 do 16n tir 80-100 um
cho thdy ching van con chira trong tiéu ban t&i 12 thé virus X. Tuy vay, sau qué trinh
phan loai tir cac dinh phan sinh do van thu dugc mot ty 1€ phén tram nhét dinh céc cay
sach virus.
7.4.1.2. Cay thirc an gia suc

Pé san xuét hat gidng cdy trong 1am thirc an gia stc, vi du c6 ba 14 can phai co
cdy bd me sach bénh virus dé tranh su lay bénh thong qua hat giéng va dam bao thu
duoc nang suat hat cao. Ngudi ta nghién citru nhiéu phuong phap 1am sach virus khac
nhau. X 1y lanh va nuoi chdi ngon mang lai tbc do sinh trudng cao, nhung chi sach
virus ting phan, néu xur 1y nhiét két hop véi nudi cdy dinh phan sinh thi thu dugc phan
16n cac cay sach virus.
7.4.1.3. Cay hoa bia

Céc loai bénh virus ¢ hoa bia thuong lam giam ning suat dang ké. Tién hanh
chon loc bang mat thuong, xir Iy nhiét va nudi cay dinh sinh truéng, cai tién dan tinh
trang sach bénh nguoi ta da giai phong 66% cay khoi virus hop-mosaic (HMV) va
latent bang nudi cay dinh phan sinh, sau d6 1am sach virus prumis necrotic ringspot
(PNRV) bang xtr 1y nhiét trong thdi gian 10 ngay.
7.4.1.4. Céay rau

Hau hét cac loai rau trir mot vai trudng hop ngoai 1¢ déu dugc nhan giéng bang
hat. Truyén bénh virus qua hat vira méi duoc chimg minh ¢ loai virus giy bénh kham
& xa lach va dau (dau an qua tring hodc xanh), vi vay ¢ nhiing ciy trong nay can phai
chon loc nhitng cdy lam giong va thong qua bién phép trong trot cach ly dé tao ra hat
gidng sach virus. Di véi cac loai virus giy bénh & cac cdy rau khac thi qua trinh lay
lan thuong xay ra do co hoc hodc do rép 14, vi vay can c¢6 bién phap v¢ sinh déng
rudng va phong trir tac nhan truyén bénh. O mot sd cdy rau nhan giéng vo tinh (ndm
rom,...) can xtr dung phuong phap nudi cdy dinh phan sinh hodc xir 1y nhiét dé giai
phoéng virus. Dbi v6i ndm rom c6 thé 1am sach bénh bang phuong phap xir 1y nhiét va
trong thoi gian gan day nguoi ta di tao dugc phuong phap mién dich trong agar gel.

Ngoai ra, & nhitng cay trong dung dé san xuat hat cta chung c6 thé nhan gidng

vo tinh qua nhi€éu nam, vi du nhu stip-lo nguoi ta cling can phai cé vat liéu sach bénh



virus ban dau. Thong qua nudi cdy mo ngudi ta tao dugc mot vai trim cy va bang
bién phap thir virus da thu dugce 3.220 cay sach bénh.
7.4.1.5. Cay an qua

Cay an qua thuong bi virus pha hoai mot cach manh nhat. Cac thé virus giy
bénh khong nhitng lan truyén khi nhan gidng v6 tinh ma ca khi nhan giong bang hat.
Ngoai ra cay an qua thuong 1a cay lau ndm, luén luon chiu tac dong cuia cac tac nhan
truyén bénh vi thé ching rat d& bi nhiém bénh. Viéc chirng minh virus nhiém & cay an
qua gip nhiéu kho khin, hon nita thoi gian G bénh dai va kha ning chdng chiu cao gay
nhiéu kho khin cho viéc 1am sach virus cdy an qua, vi viy can tién hanh cbng tac
chéng virus gdy bénh & cdy an qua mot cach lién tuc.

Vi viée xtr Iy nhiét d6i voi cac cay than gd va viéc nudi cdy dinh phan sinh cua
chung kho khin hon nhiéu so véi cac loai cay than thao cho nén tir 1au nguoi ta da xir
dung phuong phéap thir dé tim ra cac vat liéu sach bénh ban dau. Qua trinh xir Iy nhiét
d6i voi cay an qua dén nay thuong duge tién hanh cha yéu ¢ nhitng doan canh ma céac
mat cua chung s& dugce xtr dung dé ghép sau nay. Theo tai liéu tong hop ciia Nyland
va Coheen (1969) vé van dé xtr Iy nhiét & cac cay than gd co thé loai trir duge bon loai
virus ¢ cdy anh dao, mdt loai virus ¢ cdy man, bay loai virus ¢ cay tdo, hai virus & cay
nho dt (nho ty), sdu virus & cay dao va hai virus & phic bon tir. Thanh cong trong xir
1y nhiét & cay an qua khong bao gio dat duoc 100%. O mdi dbi tuong it nhat con lai
mot tham chi mot s6 loai con téi bon virus khong bi mat hoat tinh khi xir 1y nhiét.

Nudi cay dinh phan sinh & cdy dn qua t6i nay méi chi dugc sir dung & nhiing
doi tuong sau: dau chua, dau chua qua dd, dau chua qua den va cay tao. Thyc tién cho
thay dbi véi cay an qua (cAy than gd) viéc nudi cay dinh phéan sinh con gip kho khin
hon béi vi kha ning tai sinh cia chiing yéu hon so véi cdy than thao. Cac thi nghiém
trong nhitng ndm sap ti chac chan s& néu ra nhiing két qua méi.
7.4.1.6. Cay hoa

O ddi twong cay hoa chi gip nhiing cAy nhan giéng vo tinh thuong bi bénh
virus trong khi budc dau nguoi ta chi tap trung lam sach bénh & nhiing cdy hoa c6 y
nghia kinh té quan trong (vi du: hoa ctlc, hoa anh tuc, hoa thuy tién...). Hién nay,
ngudi ta bat dau nudi cdy cac loai hoa khac. Xt 1y nhiét két hop véi nudi cy dinh
phan sinh dugc st dung dé 1am sach virus & hoa anh tac va hoa ctc.

Viéc tng dung thuc tién trong céc xi nghiép chuyén san xuit hoa di tré thanh
quen thudc trong nhirng nim gan day. O Ha lan, c6 nhiing co s cua td chirc trong hoa
chuyén nhén cac loai vat liéu dé 1am sach virus. O Anh, cling td chirc mot co quan
turong ty nhu vay. O Pong Dic (cii) c6 xi nghiép wom ciy con ¢ thanh phd Dresden

cling nhan céc loai hoa nhu cic, hoa anh tac, hoa thuy tién... dé xur ly nhiét va lam



sach virus.

Cac diéu kién dé 1am sach virus dbi v6i cdy hoa thuong duoc thuc hién dé
dang, vi thé ¢ nhiing loai cay trong ndy viéc 1am sach virus thudng c6 két qua nhat. Vi
thé dudi day mot sd bién phap quan trong nhu xir 1y nhiét, nudi cdy dinh phan sinh va
xét nghiém virus dugc trinh bay trén dbi tuong cdy hoa.

7.4.2. Kiém dinh tinh sach bénh virus

Néu trong qui trinh 1am sach virus c6 thé 4p dung duoc k¥ thuat xtr Iy nhiét va
nudi cay dinh phan sinh thi viéc xét nghiém virus chi con 14 bién phap kiém tra cudi
cling cta qua trinh lam sach virus, nhu vay s& c¢6 mau thuan véi muc dich 1am sach
virus néu ngudi ta sir dung 50% cdy trong tdp doan cdy trong bi bénh lam vat lidu ban
dau va coi ching 1a nhitg cay c6 pham chat tot, mot mit théng qua cai tién phuong
phap xét nghiém dua d6 chinh x4c ciia phuong phép 1én cao nguoi ta phai luon tinh dé
s6 lugng virus bao ton & nong do t6i thiéu ma phuong phap xét nghiém khong ching
minh duogc.

Vi vay, theo kinh nghiém thyc té can tién phai xét nghiém theo phuong thic sau:

Pua vat liéu ban dau vao xur 1y nhiét trong mot thoi gian dai dé 1am sach nhirng
virus man cam nhiét d6 sau d6 dung phuong phap nudi cdy dinh phan sinh sau tir 4-6
thang ké tir ngay nudi cdy méi bat dau xét nghiém thoi gian nay di dé cho virus bao
t6n trong cdy di néng do cho phép chirng minh dugc. Nhitng co thé duge xac dinh 13
sach bénh 1a nguon vat lidu ban dau dé cung cap cay me cho san xuat. Khoang 5-10%
sd co thé nay dugc tach riéng ra thanh tip doan nhan manh khoé (health nucleus
clone) dé cac nha tao gidng cai tién tinh chat theo y muén va do thuan chung (dong
nhat) cua giéng. Nguoi ta kiém tra nhitng co thé nay bang tat ca cac phuwong phap xét
nghiém virus hién c6. Véi hoa nelken nguoi ta da kiém tra bang phuwong phap huyét
thanh cac loai virus caruation woltle, caruation latent, caruation ringspot... va xét
nghiém bang cay chi thi Cheuopodium quinoa va Vaccara pyramydata nham loai trir
nhitng virus it sinh san khong c6 biéu hién nhan biét dugc. Nhitng cdy xdc minh dugc
1a khoé duoc tién hanh wom canh réi sau d6 dua vao xir 1y nhiét, tiép theo nudi ciy
dinh sinh truéng va cudi cing kiém tra bang xét nghiém virus. Do 13 toan bd qui trinh
lam sach virus khép kin.

Ngoai phuong phap va qué trinh xét nghiém thi két qua lam sach virus phu
thudc nhiéu vao trang thai cta ciy can duoc xét nghiém, nghia 13 ndng do virus co
trong cac by phan khac nhau, tudi khac nhau, mua khac nhau. Mudn bao dam xét
nghi¢m hang loat chinh xac thi can phai c6 nha nudi cay. Nhiét do on dinh, tuong
quan anh sang 6n dinh va ciy xét nghiém phai cing d6 tudi nhat dinh véi ndng d6

virus thich hop cho xét nghiém, cho phép thu duoc két qua xét nghiém chinh xéc.



7.4.3. Duy tri tinh sach bénh virus

Van dé c6 tam quan trong dang ké va ciling 14 van dé quyét dinh cudi cung dbi
v6i thyc tién nong nghiép lién quan t6i thoi gian duy tri duge cdy trong sach virus.
Pbi v6i thuc tién san xudt thi cdy dugc coi 13 bi bénh chi khi nao ning xuit giam
xudng. Hién nay, trong san xuat nong nghiép va tréng cay dn qua van dé nay con chua
duoc giai quyét thoa dang. Viée san xuat dong Elite trong qui trinh san xuat khoai tay
gidng kéo dai nhiéu niam, trong khi d6 nguy co tai nhiém thong qua yéu td truyén bénh
luén ton tai va phu thudc vao diéu kién khi hau. Trong nganh tréng hoa tinh hinh
thuan loi hon nhiéu. Hién nay & CHLB Dbtic véi tap doan nhan (nucleus clone) ctua
hoa ctic va nelken nguoi ta duy tri dugce tinh sach bénh trong mot nam rudi, trong khi
chi cAn mot nam 13 c6 thé thay duoc hoan toan tip doan gidng. Vi vay, van dé néura &
trén co thé dugce tra 101 tom tit nhu sau: khi luong va chét luong vat lidu cé san ban
dau xac dinh kha nang san xuat mot vu khong bi gidam nang suét do bénh virus.
Giam nang suat c6 thé xuat hién néu nguodn gidng sach virus bi nhiém sém. Dbi véi
khoai tay thi nhiém chu yéu do cac yéu t6 truyén bénh song o diéu kién ty nhién ddi
v4i cdy hoa thi tai nhiém xay ra khi dua cdy giéng sach bénh vao cac xi nghiép san
xuat bi nhiém sin. C6 thé noi rang trong nganh trong hoa qui trinh 1am sach virus
duoc coi nhu mé hinh phwong phap. Ciing qua d6 c¢6 thé nhan thdy phuong phap lam
sach virus khong phai 1a bién phap chita bénh mot 1an ma 1a mot qué trinh phirc tap
dbi voi cay trff)ng da bi bénh tir tredc. Nguoi ta co thé so sanh bénh virus cua thuc vat
nhan gidng vo tinh nhu bénh x4 hoi ciia con nguoi khong thé chita bang thudc men ma
phai thay d6i ca thoi quen sinh hoat. O cac xi nghiép cong nghiép san xuit cy trong
c6 thé 201 cac tién bo khoa hoc k¥ thuat 1a mot loai stress khi ma tir mot cay ciic me
mot ndm cho 100 cdy wom, trudc kia chi thu dugce 15 va mot cy wom chi can 11 ngay
dé ra ré trong khi trudc ddy can 21 ngay. Pé tao diéu kién cho cac xi nghiép san xuat
cong nghiép cay gidng thu dugc nhitng thanh tich to 16n hon nita thi viéc dau tu hang
nam cho cong tac chdng bénh virus trd nén can thiét. Trong truong hop nhan giéng vo
tinh in vitro thi viéc 1am sach virus cang phai duoc coi 1a diéu kién trudce tién.

CAU HOI ON TAP

1. Néu tam quan trong ctia phuong phap 1am sach virus thong qua nudi cdy mo
2. Trinh bay nguyén ly 1am sach virus cho thyc vat
3. So sanh cac phuong phap chuan doan bénh virus & thyc vat
4. Trinh bay k¥ thuat nudi cay dinh phan sinh
5. Khai quat cac két qua trong thuc tién san xuat cia phuong phép tao giéng sach

virus nho nudi cay dinh sinh truéng
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