KHOA HOC CONG NGHE
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TIS (Temporary Immersion System) la hé thang nud cay ban ngap chim guip ting hieu qua nhan pho, ndy
mam phai va kéo dai chéi ctia cay sam Ngoc Lioh trong vi nhan giong do kha ning cung cép hop ly nhu cau
dinh duéng va oxi cho cay, tic dung clia dong khi va dong chiy méi truong cén giip tang su thich nghi va
phan héa cho sam. Préu chinh théi gian va tn suit bom méi truémg gitp tang sinh khér tuoi, giam ti 1¢ thiy
tinh. Phéi soma duoc nhan nhanh trén moi trudmg 1/2 SH 16ng ¢6 chira 1,0 mg/t NAA + 0,5 mg/1BA + 30 g
sucrose. Vén ché do ngam 3 phut cir sav méi 4 gio trong TIS. Ty & ndy mam cao phit cia phéi soma la
87,22% tren mé1 truong 1/2 SH long ¢6 bo sung 5 mg/1 GA,. Nong do sucrose cao (40%) kich thich su phat
tnén cay /n viiro c6 cu b trong thiét 1ap ngam 3 phut tin sudt 6 mé trong TIS. Cac cay con ¢6 cii nho phat
trién thanh cay hoan chinh trén moéi trudng 1/2 SH duge bo sung 1 mg/1 NAA + 0,5 mg/1 BA + 40% sucrose

+75 g/l agar.

Tir khoéa: Ngdp chim tam thdi, sim Ngoc Linh, TIS, v nhan giong.

1. DAT VAN BE

Ngap chim tam thai 6 tac dung tich cyc trén tat
ca cic giai doan cua thyc vat. Tapg trudng va phat
trién cao hon so vé1 phuong phap nhin gidng thong
thuémg. Cay vo tinh va phoi soma cé chét lugng t6t
hon. Cay vé tinh c6 ti 1é séng va thich nghi cao hon
khi dua ra vuon vom. Ngoai viec duoc sir dung dé
nhan giéng cay tréng, ngap chim tam thai con la mot
mot cong cu hiru ich dé nghién ctiu qué trinh trao déi
chat ctia cay. Su phat trién ciia TIS ¢6 lién quan chat
ché véi viec thuong mai héa cac san pham vi nhan
giong (Georgiev, 2014).

TIS t6 ra ddc biét c6 hiéu qua voi cac loai trong
ho Araliaceae (Shohael, 2005) nuéi callus co kha
nang sinh phoi cia Eleutherococcus sessiliflorus
ngap chim 4 lan méi ngay, méi lan 30 phut dé phét
nay mim. Tuong tr déi voi loai X. septemlobus, phot
soma & dang thiy 16i duoc nay mdm khi ngam 60
phut, bom 6 lin mét ngay (Kim, 2011). Cang trén loar
K. septemlobus trong moi truomg quang (y dudmg
(Park, 2011) bom ngay mot lan, moi Jan 15 phut.

Tai Viét Nam TIS da duoc budc dau ing dung
trong nghién ctru nhan giéng cic loai lan Mokara

"Trung 1am Quéc gia Nghién ctru vi Phdt trién sam Ngoc
Linh .
2Khoa Sinh m&i inrong, Trueng Bar hoe Su pham DA Nang

vang chanh (Vuong Thi Hong Loan, 2016), cay ldy gé
nhu héng Paulownia fortunei (Nguyén Duic Minh
Hung, 2015) hay mia (Cao Anh Pwong, 2011) cho
khd nang nhan chdi hiéu qua hon so vé&i phuong
phap thong thuong.

Sam Ngoc Linh 1a loar duge liéu quy, c6 gia tri
kinh té cao, khé nhan giéng theo phuong phap
truyén théng do ti 1& dau qua va ndy man cua hat rat
thip. D61 vén phuong phap nhan nhanh bing cong
nghé in vitro, hién nay dang c6 hai huong nghién
amu chinh 1a sin xuat ciy giong trén moi truong
thach ¢6 ca1 tién nhu vao méu bing 1&t cit mong, t6i
ru diéu kién nudi cdy trong anh sing dén LED
(Duong Tan Nhut, 2007; 2010), ti vu héa méi truong
cho ¢l (Hoang Xuan Chién, 2011). Hudng tht hai Ja
nhan nhanh sinh khéi sam Ngoc Linh bing
bioreactor (Mar Truong, 2014) nhan pho: trong moi
truomg 16ng. Nhung phd bién hon ta nhan sinh khé:
ré toc (Nguyén Van Két, 2012) bing h¢ théng 5 lit,
(Nguyén Thi Nhat Linh, 2017) st dung binh 3 L va
(Ha Thj Thu Hoa, 2018) diing bioreactor lén toi 18 lit.

TIS cang da duge (Ha Thi Loan, 2017) sir dung
dé nhan ré roc sam Ngoc Linh trong moi truong SH
b6 sung 60 g sucrose, pH 5,7-5,8 mat do nusi cdly ban
dau 1a 3 g, khoang cach bom 5 gio/lan, tin suit bom
3 phiit mot lan.
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2. VAT LIEU PHUONG PHAP

2.1. Vat li¢u nghién ciru

Phoi sam Ngoc Linh 3 thang tudi dugc lwu gir
tai phong thi nghiém Trung tim Quéc gia Nghién
ctru va Phét triéo sam Ngoc Linh.

B¢ thiét bi TIS PLANTIMA dugc sin xuat bén
Céng ty ATECH BioScientific (Dai Loan).

Dung cy: thuéc kep dién tir INSIZE (Trung
Qudc), can phan tich phan tich OHAUS PA214 (My).

Hoéa chit: Méi trudng SH, GA,, BA, NAA sin
xuat boi Cong ty Duchefa Biochemie (Ha Lan).

2.2. Phuong phép nghién ciru

221 Ank hutng ciia tho gian ngam dén & I¢
nhan cda phéi thi cap sam Ngoc Linh

Cdy 2 g phoi sam Ngoc Linh vao binh TIS chira
300 ml mér trudmg 1/2 SH + 1,0 mg/I NAA + 0,5 mg/1
BA + 30g sucrose.

Thiét 1ap ché do bom dé phai uép xic vér moi
trudmg trong 1, 3, 5 va 10 phiit chu ki 1ap lai 4 gio.

2.2.2. Anh hitong cuia tin sust ngdp chim dén t
1é nhan phéi thir cap sim Ngoc Linh

Cdy 2 g phoi sim Ngoc Linh vao binh TIS chira
300 ml méi truomg 1/2 SH + 1,0 mg/I NAA + 0,5 mg/1
BA + 30g sucrose.

Thiét lap ché do bom dé phéi tiép xic véi moi
trudmg trong 3 phut, chu ki lap lai sau 2, 4, 8, 12 gio.

Méu déi chimg: cdy 0,5 g phoi sam Ngoc Linh
vao binh tam gi4c 250 ml chtra 100 mi mét trudmg, lac
& 100 vong/phut.

2.2.3. Nghien ciu anh huomg cia GA, dén ti Ié
ndy mam phéi sam Ngoc Linh

Cay 120 phéi sam Ngoc Linh vao binh TIS chira
300 ml moi truomg 1/2 SH + 1,0 mg/1 NAA + 0,5 mg/1
BA + X mg/1 GA; + 30 g sucrose, véi gia tr1 khio sét
Xlanlwot 120, 1,3,5,7.

2.2.4. Nghién citu anh huong cua thor gian ngam
dén 6 Ié ndy mam va chiéu d3i choi sam Ngoc Linh

Cdy 120 phéi don vio binh TIS chira 300 ml méi
truomg 1/2 SH + 1,0 mg/l NAA + 0,5 mg/1 BA + 5
mg/1 GA; + 30 g sucrose.

Thiét lap ché d¢ bom dé phoi tép xic voi moi
truong trong 1, 3, 5, 10 phut, chu ki lap lai 4 gior.
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225, Nghién ciru anh hudng cua tin suat ngap
chim dén t7 Jé ndy mdm va chiéu dai choi sam Ngoc
Linh

Ciy 120 phoi don vao binh TIS chira 300 ml mai
truong 1/2 SH + 1,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l BA + 5
mg/1 GA; + 30 g sucrose.

Thiét 1ap ché d¢ bom dé phor ti€p xic voi méi
truong trong 3 phit, chu ki 1ap lai sau 2, 4, 8 va 12
gio.

Mau déi chimg: cay 40 phéi don saim Ngoc Linh
vao binh thach rin chia méi truémg 1/2 SH + 1 mg/1
NAA +0,5 mg/1 BA + 5 mg/1 GA; + 30 g sucrose + 7,5
g/1agar.

2.2.6. Nghién cuu tao cay sam Ngoc Liph vdi cu
micro (cu bi) trén TIS

Phéi sam Ngoc Linh sau khi nay mam thanh
chéi duge cay chuyén vao binh TIS chira mér truong
SH + 1,0 mg/1 NAA + 0,5 mg/1 BA + X% sucrose, vt
gia tr1 khdo sat X lan luot 14 2, 3, 4,5, 6.

BG tri ngap chim 3 phut tin suat 6 gig.

Sau 10 tuan nuoi cay, do va can khéi lugng cay
thu duoc.

227 Nghién cuu tao cay hoan chinh gom I4,
thaa, cti bi va ré con trudc khi dua ra viron wom

Cay chuyén nhimg cdy in wiro saim Ngoc Lioh
nay mam tir phoi soma cé du 1, ci nhung dudng
kinh cti nhé hon 0,5 cm va chua c6 ré con hoac ré
con rdt ngin vao binh thiy tnh chua méi truomg
thach theo cac nghiém thuirc sau:

CT1: SH + 0,5 mg/I NAA + 1,0 mg/1 BA + 4%
succrose + 7,5 g/l agar.

CT2: 1/2 SH +0,5 mg/1 NAA + 1,0 mg/1 BA + 4%
succrose + 7,5 g/l agar.

CT3: 1/3 SH + 0,5 mg/1 NAA + 1,0 mg/1 BA + 4%
succrose + 7,5 g/1 agar.

CT4: SH + 1,0 mg/1 NAA + 0,5 mg/1 BA + 4%
succrose + 7,5 g/l agar.

CT5: 1/2 SH + 1,0 mg/1 NAA + 0,5 mg/1 BA + 4%
succrose + 7,5 g/ agar.

CT6: 1/3 SH +1,0 mg/1 NAA + 0,5 mg/1 BA + 4%
succrose + 7,5 g/1 agar.

2.3. C4c chi tiéu theo déi va danh gia

Cac thi nghiém dugc ti€n hanh theo doi va danh
gid sau 8 tuan nuéi cdy, ghi nhan ti 1é phéi b thay

23



KHOA HOC CONG NGHE

tinh hoa va xac dinh khér luong twoi cia phoi thu
duor.

Khéi luong phoi thu duoc 13 khéi lugng uét duec
c4n bing can phan tich.

Ti lé phoi bi thiy tinh duoc tinh theo cong thire:
Khéi lvong phoi thuy tinh

TL phai thuy tinh = — — -
Tong khot lwong phoi

X 100 (%)
Ti lé ndy mam phai duoc tinh theo cong thire:
S6 phéi nay mam

TL phéi nav mam = X 100 (%)

Tc:mg 56 phoi
Ti lé tang sinh khéi dugc tinh theo céng thirc:
Khéi luong phéi ban dau

TL tang KL= ————rr—
¢ Khoi hrong phéi thu duoe

X 100(%)

Chiéu dai chdi duoc do bing thuoc kep trén méi
nghiém thic sau 10 tudn nudi cdy va ldy trung binh
méi nghiém thirc.

Chiéu cao cdy: do bing thubc kep tir ddu choi
dén cudng la.

Khéi lugng cay dugc can bang can phan tich.

Xir Iy s6 héu bang phin mém Statgraphics
Centurion 18 & & = 0,05; vé do thi biing Microsoft
Excel Office 365.

Thi nghiém dugc tién hanh tir 6/2018 ~ 9/2018
tai Trung tam Qudc gia Nghién ciru va Phat trién
sam Ngoc Linh, dit tar Khu cong nghiép 24/4, khoi
9, thi trdn Pak Té, huyén Bak To, inh Kon Tum.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh hirdmg ciia thoi glan ngam dén thai gian
nhan phéi

Thai gian ngam la thai gian ma phé bép xiic voi
moi truomg dinh duong, dugc coi la yéu t6 quan
trong nhét trong viéc diéu chinh cdu tric cia cum
phéi chér va i 1é cay bi thiy tinh hoa. Ther gian
ngam ngin nhung tan suit ngam day sé kich thich
sinh pho1 soma va ngan qua trinh hinh thanh phot
thily tinh (Georgiev, 2014) théi gian ngam cna da s¢
céc loai thuong nhé hon 15 phut tuy nhién déi véi cac
cay ho Sam nhu Z: sessiiflorusva K. septemlobus thi
théi gian ngam lai kéo dai hon 15 phut, (Shohael,
2005; Kim, 2011).

Sau 2 tudn nuoéi cdy phoi bt dau se lai va hinh
thanh cac phéi con xung quanh phéi me ban dau,
timg budc hinh thanh cum pho 0,203 em dudi tac

dong ca su luan chuyén moi trudmg cac cur !
bt ddu tach ré1 hinh thanh phéi don sau 3t

Trén méi truomg t6i wu cho sy nhan p o m‘"’i
gian ngam 3 phit phoi c6 kha nang tang sinh khoi
cao nhit dat 17,64x1,46 g tir 2 g vat lieu ban dau, véi
thor gian ngam thap hon 3 phit phér sinh truong
cham hon, tuy nhién khi tang thén gian ngam lén 5
dén 10 phut thi phoi bit dAu gap hién tuong thiy tinh
héa len téi 22,2245,09%, i 1é nhan phor cing gidm
manh.

Diéu nay chimg t6 thoi gran ngam c6 moét vai tro
nht dinh trong viéc quyét dinh t lé thiy tinh héa
trong nuoi cdy ngap chim tam thoi, khi tiép xuc qua
lau voi moi truong dinh dwong 1ong, phot gap stress
dan dén hién tueng thiy tinh hoa.

Tile (ve)

' 10
0

1 ’ i ¢ 1o

Thargaan ngan (pliy

s o phdy -~ - Tilé phortlivy tah

Hinh 1. Anh hutng cila thoi gian ngam dén khéi lugng
phéi sam Ngoc Linh thu dirge va ti 1¢ phéi thiy tinh

3.2. Anh huéng ciia tAn sust ngap chim dén t l¢
nhén phéi

Chu ki bom 14 yéu t6 quan trong nhat anh hirong
dén su sinh truéng va phat trién cda phoi, tan sudt
bom qua day o thé lam cdy bi irc ché nhumg néu tin
sudt qué thua se lam cdy bi thiéu hut dinh duong.

Sau 2 tuan nuéi cdy phoi da bit dau kéo dai va
sau 4 tuan cé thé quan sat dugc sy phat sinh chéi.
D4i v6i mau thi nghiém ¢ tén sudt 8 va 12 gi¢ nhan
thdy hién tuong thi€u dinh duong cia cay thong qua
cac dau higu: vang 14 va kich thuéc chéi ngin,

O mé1 truéng va thoi gian ngam t6i wu, khi thay
d6i tan suat ngam kéo 2 gio dén 12 g0, nhan thay
chu ki ngap chim 1ap la1 nhanh & nghiém thuc 2 gig,
€6 8,66% phoi c6 hi¢n tugng thuy tinh do tiép xuc lien
tuc voi méi truong 1ong, & cac nghuém thic con aj
khi tan sudt thip hon, khéng con bit gip hien g
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phoi thiy tinh. Tuy nhién khi chu ki ngap chim dai
phoi bi thiéu dinh dudng din té ti 1é nhan phoi giam
thé hién & khéi luong phoi thu duoc sau 4 tuan nuéi
cdy. Khéi lugng phéi cao nhdt thu dugc dat
17,832,99 g & chu ki 4 gi bom mét lan, thap nhét &
chu ki 12 gi¢r bom mét 1an, chi thu dugc 3,60+0,41 g
phoéi.
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Hinh 2. Anh huéng cita tAn sust ngap chim dén s
phat trién ctia phéi va ti 1 phai thiy tinh
Bang 1. So sinh ty lé nhan phoi trén TIS so véi nuéi

1dng lic
KL phoi | KL phoi thu | Ti 1é nhan
ban diu | duoc sau 8 | phéi (%)
(® tudn (g)
TIS (t6i wru) 1.5 17.64+1,46 |11,22+04"
Long lic 0,5 4,12+0,16 [8.25+0,31°

(Trong ctng mét cot nhing gid tri ¢d cung chir
cdi theo sau thi khong khdc nhau vé gis tri thong ké
o p<0,05).

Qua thi nghiém thu duoc théi gian tuan sudt tdi
uu dé nhan phot 1a 3 phit ngam véi chu ki 4 gio.

Do khong thé bé tri thi nghiém long lic ddi
chimg & cung thé tich 300 ml voi TIS, da st dung céc
binh tam giac chira 100 ml méi truong cting loai va so
sanh tréen ti 1€ nhan phoi thong qua su tang khéi
luong phéi sau thoi gian nuéi cay.

Nhan thay ti 1é nhan phéi trén TIS hiéu qua hon
26,5% so véi hé thdng long lic thong thuong. Dang
chi y la trong qua trinh nuéi ciy long lic da nhan
thiy qué trinh tang nhanh sinh khé1 (san lugng phoi)
chi dién ra tir tuan thi 3 dén tuan thir 5, sau do dimg
la,, mau phoi chuyén dan tir mau sang sang mau
vang nau & tuan thi 8.

Chu ki luan chuyén mor trudng trén TIS dé phoi
sam Ngoc Linh ndy mim tvong déng véer E

sessiliflorus, tay nhién thoi gian ngam ctia sam Ngoc
Linh 3 phat ngan hon nhiéu lan so véi cAc loai trong
ho sam Arahaceae nhu £ sessilifforus 15 phit hoac
60 phit, A septemlobus 30 phut. Ching t6 sam
Ngoc Linh ¢6 nhu ciu héap thy dinh duong kbéac bi¢t
s0 v6i cac loai khac trong cung ho nhung lai tuong
ddng voi da s6 cac loai phé bién di biét do théi gian
ngam <15 phut cia Shohael (2005), Kim (2011).

3.3. Nghién ciru anh hudng ciia GA; dén ti 1& ndy
mam phéi ciia sam Ngoc Linh trén TIS

Trong phuong phap nuéi cdy mé té bao thuc vat
bing cac heé théng bioreactor, viec sir dung GA, 1a
mot phuong thirc phd bién nhim diéu khién cac phoéi
ndy mam dong nhdt nhim tao nguyén liéu dé san
xuit cay giéng s6 luong 16m, nhanh chéng va déng
déu. C6 hai phuong thic st dyng GA, chinh 1a bg
sung tryc tiép vao moéi truémg nuéi ciy hoac xir ly
phéi bing GA; trudc khi dua vao bioreactor. Trong
thi nghiém nay di bd sung truc ti€p GA; vao méi
trudmg nudi cay vai cac néng do khao sat khac nhau
nhidm rit ngén thér gian san xuat, giam s6 lan cay
chuyén han ché nii ro do nhiém khuén va thoai héa.
Theo doi va danh gi4 thi nghiém sau 4 tun nuéi cay
thu dugc s6 liéu trinh bay trong bang 1.
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Hinh 3. Anh huémg clia néng dp GA, dén ti 1¢ ndy
mam ctia phéi vé tinh sam Ngoc Linh

Quan sat va danh gia thi nghiém sau 4 tuan cho
thdy: & méi truomg khong cé GA, qué trinh nhan phoi
dién ra manh, phot thur cap tiép tyc dugc hinh thanh
tir phoi goc ban ddu, kha nang ndy mam phai thanh
chéi rit thap, ti lé phoi ndy mém chi dat 6,11%. Ti l&
nay mam cua phéi co sur tang 1én ro rét khi néng do
GA, trong moé1 truomg nudi cdy tang tir 1 dén 5 mg/1.
Ti lé nay mam phéi cao nhit dat 87,22% ¢ moi truong

NONG NGHIEP VA PHAT TRIEN NONG THON - KY 2 - THANG 1/2020 25



KHOA HOC CONG NGHE

chira 5mg/1 GA;. Tuy nhién khn tang nong do GA,
16n hon 5 mg/1 thi kha nang nay mam by trc ché va
giam manh chi con 33,06%. Diéu nay I3 tuong déng
véi bao cao cua Shohael, (2005) trén phoi £
sessiliflorus va Kim, (2011) voi phéi soma X
septemlobus.

34. Nghign ciru anh budng ciia thei gian ngap
dén 4 1 pdy mim phoi va kéo dai chéi sam Ngoc
Linh trén TIS

Sau khi khao sat xac dinh duoc ndng do GA; toi
tu cho phor ndy mam sau 4 tuan nudi cay, uén hanh
thi nghiem nghién ctru anh huong cua thor gian ngap
dén ti 1é ndy mam clia phoi va kéo dai chéi. Theo doi
danh gia thi nghiém sau 10 tuan thu duoc sé liéu
trinh bay & hinh 4.

z 4 50
ERR an 2
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Z 0 - 0

1 2 1 - it

Cluewdarcher  —®—=Tu¢ nay mam

Hinh 4. Anh huéng céia thoi gian ngam dén & 1é ndy
mém cia phéi va chidu dai chéi

Phan tich két qua & hinh 4 cho thdy, ti 1& nay
mam phoi ting tir 46,67% len dén 91,11:8,39% khi
théi gian ngap tang tr 1 dén 3 phat. Tuy nhién, khi
théi gtan ngap 1ém hon 3 phiit (5-10 phuif) thi ty lé nay
mam cua phér lar ¢6 xu huong giam manh xudng con
40%. D1éu do chung to, & néng d¢ xac dinh 5,0 mg/1
GA,, khi ngém phoi trong khoang thai gian 1-3 phut,
chu ki bom 4 tiéng/lan thi GA; c6 tac dung kich
thich tang kha nang nay mam cua pho.

Panh gia chi s6 chiéu dai chéi sau 10 tuarn nuéi
cay cho thiy GA; cing c6 anh huéng tuong tu nhu &
danh g4 chi tiéu nay mam cia phoi. Két qua o hinh 4
chi ra réng, khi thoi gian ngap 3 phut thi kha nang
kéo dai choi cha phéi nay mam la ré rét va mash
nhat véi chiéu dai chdi trung binh dat 4,53:0,44 cm.
Khi théi gian ngam trong 1-2 phut hoéc 510 phut thi
chiéu dai chéi khong cé su khac biét nhau vé mat
thong ké. Chiéu dai choi c6 gia tri nho nhat (1,01
cm) khi thoi gian ngap la 10 phuat. Nhu vay, GA;
Kkhong chi e ché kha nang nay mam ma con han ché
su kéo dai chdi khi thor gian ngam 16n hon 3 phut.

3.5. Anh hurdng cita tAn suit ngap chim dén kha
nang nay mam phéi va kéo dai chéi sam Ngoc Linh
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Hinh 5. Anh hurémg cita tAn sust bom moi trudng dén
ti 1¢ ndy mAm va chiéu dai chéi

Bang 2. Anh huémg ciia tn sust ngap chim dén kha

nang niy mam phéi va kéo dai chdi sam Ngoc Linh
Ti lé nay Chiéu dai
mam (%) chédi (cm)
TIS (t6i wu) | 95.56+192° | 598061
Thach rén 82,12+10,2° | 4,6240,56
Long 16,67+2,7° 1,37+0,4°

(Trong cung mdt cot nhimg gid tri ¢o cung chir
cdi theo sau thi khong khdc nhau vé gid bri thong ké
6p<0,05).

Véi thin gian ngam 61 wru cho phoi nay lam 1a 3
phit trén madi tomg 1/2 SH + 1 mg/1 NAA + 0.5
mg/1 BA + 5 mg/1 GA, + 30 g sucrose. O chu ki tir 2
dén 12 gi& nhan thdy cang kéo dai tin suat ngap
chim thi 8 1& phai, chéi b thiry tinh héa gidm, & chu
ki 6 tiéng phor c6 ti lé ndy mam cao nhat dat
95,56+1,92%, dong thon & tan suat ndy cang thu duoc
chéi & ¢ chiéu dai 16n nhat dat 5,98+0,61 cin. Tho
gian tan sudt (6i wu dé phai ndy mam 1a 3 phut ngam
& chu ki 6 g1én,

Trong thi nghiém so sanh ti 1& nay mam trén cac
moi truong khac nhau, nhan thidy TIS co ti lé nay
mam va chiéu dai chéi lén nhat, sau dé Ja mé: tnrong
thach rin théng thuong. & moi truong thach, bén
canh qua trinh nidy mam thi phoi méi van tiép tuc
nhan lén, gay ton thoi gian dé phan loai phoi chér kh
cay chuyén. Méi truong long chimg t6 khong hiéu
qua cho qua trinh ndy chéi, khi chi c6 16,67+2,7%
phoi nay mam, chéi ngan thuong bi tdn thuong trong
qua trinh lac.
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Trong TIS, mé nuéi cdy lin lrot duoc tiép xac
vé1 moi trudmg dinh dudng va khong khi sach theo
chu ki tuan hoan, diéu nay ngan cac strees do ngam
Jau ngdy trong dung dich, khong str dung canh guat
nhu bioreactor nén cung giam duwoc tén thuong mau.

3.6. Nghién ctru tao ciy sam Ngoc Linh voi cit
micro (¢ bi) trén TIS

Néng do sucrose co vai trd rit 16n dén sy nay
mém, kéo dai chéi vdo tao ¢l ciia cic loai trong he

Sam. Choi, (2002) nhao thiy déi véi sim Syberya £
sessiliflorus khi ham lugng dudmg trong méi truémg
vuot qua 6% t 1¢ ndy mam giam, khi sucrose vuot
trén 9% thi phoi khong thé ndy mam du da c6 13
mam. Kim, (2016) da nghién ctru dnh hudng cua cac
yéu 15 toi sy hinh thanh ci sam P. ginseng trén TIS
trong d6 moi treémg 1/2 HS 50% sucrose cay ¢6 khat
lwgng i 16m nhit nhung ¢6 s6 chéi it hon.

Bang 3. Ach huémg ciia néng d6 duémg dén qua trinh chuyén héa tir chdi thanh cay
TIS Thach rédn
Cong thuc|  Méi truong R A Khéi lugng cay | Chiéu cao cay
Khoi luong cay (g) | Chiéu cao cay (em) @ (om
CT1 SH + 2% sucrose 0,57+0,04* 4,43+0,39" 0.64+0,09° 5.0+0.8*
CT2 [SH +3%sucrose|  0.80£0,09° 6.17£0.65" 0.85£0,06" 5921,1°
CT3  |SH + 4% sucrose 1,59+0,06° 7,400,19° 1,370,18° 6.8+0.3
CT4  [SH + 5% sucrose 1,14:0,16° 6,2240,57° 1,22+0,11° 6,3:0,3"
CT5 |SH + 6% sucrose 1,3320,14° 5.86+0,75" 1,19+0,16° 5,640,5*

(Trong cung mgt cot nhimg gid tri ¢6 cung cher cdi theo sau thi khong khac nhau vé gid tri thong ké &

p<0.05).

Thi nghiém cho thay trén méi ruong SH & ndng
d6 duong tang dén tir 24% thi c6 anh huéng tich cyc
dén su sinh trudng clia cay thé hién qua su ting
chiéu cao va khéi luong cay, & 4% sucrose sinh
truémg tSt nhat cay c6 khéi luong trung binh 1,59 g
cao 7,40 cm. Tuy nhién khi ting néng 46 duong 56%
nhan thdy cay m vitro c6 dau higu bi mat nuoe thé
hién qua hién tuong Ja bi héo, chuyén mau tring.
Nhu vay, moi truéng SH +1 mg/1 NAA + 0,5 mg/1 BA
cb bé sung 4% dudmg sucrose la thich hop nhat cho
sur sinh truéng phat trién thanh cay tir chéi ctia sam
Ngoc Linh.

Mot dic diém lam tng hiéu suit cia TIS so voi
nuéi cay thong thuomg chinh 14 do mau mo thure vat
duoc tiép xic véi khéng khi: sw u€p xic nay la nher
vao bom khi nén, qua mang loc.

Su tiép xuc tryc LEp cia mé thuce vat vér moéi
truong khi lam don gian héa viec vén chuyén oxy tir
khong khi vao trong 1€ bao nuéi cdy, trai nguoc vén
moi truong 1ong, nor ma van chuyén oxy giira cac bé
mat phai dé1 mat véi sie can kht di qua bé mat coa
cac moi truomg khac nhau (Iongléng va 1dng-rin).
Cai thién van chuyén oxy gop phan vao trao déi khi
t6t hom, khong lam trc ché qua trinb hé hap, giam sy
xuét hién cta rd1 loan sinh ly nhu ngat. Lam tang qua
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trinh nhan nhanh, phan héa va phat sinh ciia mé té
bao (Georgiev, 2014).
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Hinh 6. Anh huémg ciia néng d¢ sucrose dén kha
nang hinh thaoh ciy va tao it micro

., S F

Hinh 7. Phéi vé tinh sim Ngoc Linh ndy mdm thanh
chéi. A. Phoi sam Ngoc Linh. B: Phéi sam Ngoc Linh
ndy mAm thanh chdi trén TIS
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Chu ki ngap chim con lam cai thien chat hrong
vat liéu géc nhu tang téc do sinh trudmg, gidm bién
dy, tang kha nang biét hoa thanh mé co quan, ngin
dot bién soma lam gidm 4 1& nhan, giam hién tuong
thiy tinh héa. Cay giéng vo tinh san xudt tir TIS con
€6 ti ]¢ séng, t6c do sinh trudng ngoai vrém ot cao
hon so voi cay nuéi ciy mo thong thuong. Bén canh
d6 TIS con dem lai hieu qua kinh k€ 16m do giam
cong lao dong, giam dién tich phong, ké nuér cay,
giam s6 lugng binh nudi cdy, ting nang suét sinh hoc
(Etienne, 2002; Hvoslef-Eide, 2005; Georgiev, 2014).

Tuy nhién qua thuc té sin xudt cang da nhan
thdy nhimg han ché clia cong nghé sin xudt cay con
invitro bang TIS.

e
Qua thi nghiem déi chimg grira cay tré v

cdy tir méi truomg thach rén nhan thiy cay -+
trudng thach tuy c6 khér luong va chiéu can 1on
by tén

ohung 1a va ré phat tmén tét, cay khong
thuong. Vi vay dé xust sit dung TIS trong var fro
nhan nhanh va nay mam phoi 1a hieu qua nhét, cic
bute tép theo trong quy tinh van sir dyng phuong
thuc nhan trén mé truong thach rdn.

3.7. Nghién citu tao cly in vitro sim ngoc linh
hoan chinh gdm 14, than, cii bi va ré con

Yéu céu quan trong déi véi cay in vitro 1a phat
trnén nhanh, thich nghi tét va dac et Ja phai phét
tnén doc 1ap ko dinh lién vo1 phoi soma, vi vay can
chon mér truong phit hop sao cho cay c6 thé phat
trién t6t déng thoi khong lam xuat hién phoi soma.

Bang 4. Anh hudmg cia méi trdmg va cac chit didu hoa sinh trudng 1én kha nang hinh thanh cac bé phan 14,
than, cti va ré con sim Ngoc Linh

Ngh‘u_ém Moéi ruomg S6 ré/cay Chiéu cao cay Pac diém sinh trudng
thie (cm)
cT1 SH 1.8420.26" 6634036 Nhanh, yéu, su;\h phoi
+ 4% sucrose soma & géc
0,5 mg/1NAA + 1/2SH abe o Nhanh, khoe, sinh phoi
3,30+0,54 6,58%1,10 .
cl2 1,0 mg/1 BA + 4% sucrose soma & géc
cT3 1/3SH 3.5740.27° 5.6740.78° Cham, yéu,ﬂsin’h phoi
+ 4% sucrose soma & goc
J
CT4 SH 3,8140,27" | 6,48+1,08° Nhanh, khoe, khong
+ 4% sucrose sinh pho1 soma & géc
1,0 mg/1 NAA 1/2SH ¢ . Nhanh, khée, khéng
5,58+1,30 6,91+0,93 3 N
CTs +0,5mg/1 BA + 4% sucrose * ! sinh phé1 soma & géc
cT6 1/3SH 4,5640.83% 532:001° Cham, yéu, khOngysmh
+ 4% sucrose phoé1 soma & géc

(Nhimg gid tri ¢ cung chir cdr theo sau trong ctng mot cot thi khong khic nhau vé thong ké 6 p<0,05).

Khi sir dung chit diéu hoa sinh trréng 1,0 mg/1
NAA + 0,2 mg/] BA trong mor truomg 1/2 SH va 1/3
SH nhan thdy sau 4 tuin cay bt dau phat tnén ré
con, sém hon 1 tudn so vé1 méi truémg cing loai
nhung ding 0,5 mg/1 NAA + 1,0 mg/l BA. Ngoai ra
cay cho ra nhiéu ré va c6 chiéu dai 1én hon, chimg to
ti 1¢ auxin/cytokinin 12 yéu t6 quyét dinh dén qua
trinh phat trién cic bo phan cia cay.

Sau 10 tuan bit ddu quan s4t duoc su hinh thanh
chét mam trén cac cay & mau 1/2 SH + 1,0 mg/l +
NAA + 0,5 mg/l BA+ 4% sucrose, 12 ciy bit dau
chuyén sang méau xanh dam, ciy cimg cap.

Thi nghiém cho thay khi ham luong dinh duong
trong méi trudng giam thi sd 1é ctia cay tang, ching

t6 méi truong nghéo dinh dudng kich thich ting sinh
ré dé dap vmg nhu cau dinh dudng cho cay. Tuy
nhién khi néng dé dinh duong gidm thi qua trinh
sinh truéng ciia cay b cham thé hién qua chiéu cao
cay gidm chi con 5,32 — 5,67 cm & nghiém thire moi
truong 1/3 SH. Néng do dinh duong 14 mot yéu t6
anh hudng dén chiéu cao va s6 ré in vitro.

Bén canh dé moi truong hoan thién cic bo phan
clia cay trude khi dua ra vuon vom can phai han ché
qué trinh phat sinh phéy, vi phoi sé canh tranh dinh
duong vé cay va lam tc ché su phat mén cic co
quan ctia cay 7 vitro, trong cac nghiem thie chi cé
mé1 truomg 1/2 SH + 1,0 mg/UNAA + 0,5 mg/I BA+
4% sucrose 1a pht hop nhat cho qua trinh tao cay m
vitro hoan chinh.
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Hinh 8. Cay in vitro & cic nghiém thirc moi trudng

A, KET LUAN VA KEN NEHI

Péi vai phoi sim Ngoc Linh duoc nuéi cdy trén
TIS nhan thdy véi chu ki bora 4 g1 méi lan ngam 3
phit trén méi tnromg 1/2 SH + 1,0 mg/1 NAA + 0,5
mg/1 BA + 30 g sucrose la t3i wu cho qua trinh nhan
phéi soma. Qua trinh ndy mam cta chéi dién ra & tin
sudt bom dai hon 12 6 gi¢r str dung més truomg 1/2 SH
+1 mg/I NAA + 0,5 mg/l BA+5mg/l GA; + 30 g
sucrose. Phéij cé t 1é nay mam cao, chdi khde, khéng
ghi nhan phéi, chdi cé dau hiéu thuy tinh héa. TIS c6
uu diém trong qui trinh nhan nhanh va nidy mam
phoi nhung khong phit hop dé phat trién cay va chér.

O qua trinh to cit: tai méi trudmg 1/2 SH + 1,0
mg/l NAA + 0,5 mg/l BA+ 4% sucrose +7,5 g agar
cho két qua tét nhat. Cay con thu dugc dat trang thai
sinh truong va phat tnén manh nhat, cic chi s6 vé
dac diém néng sinh hoc déu dat yéu cdu (ré cii cimg
cap, dam mau, 14 mau xanh dam). Dic biét, khéng
xudt hién cac phé1 soma trén méi truong nudi cdy,
cung cdp mét dir lieu quan trong cho cac nghiém
thic t6i tu moi trudng nhan cay sau nay. Tuy nhién
van con mét s6 diém yéu cia TIS PLANTIMA cén
duoc tiép tuc nghién ciu cai tién.

LO1 CAM oM

Nghién ctu ndy duoc thuc hién voi sur tar tro tir
dé tai "Nghién cuu hoan thign quy trinh nhan giong
in vitro s4m Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et
Grushv.) bang cong nghé bioreactor’, thugc nhi¢gm
vu khoa hoc va céng nghé, Bo Khoa hoc va Cong
nghé.
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APPLICATION OF A TEMPORARY IMMERSION SYSTEM FOR MICROPROPAGATION OF
VIETNAMESE GINSENG (Panax vietnamensis Ha et Grushv.)

Nguyen Phuc Quan, Vu Duc Thanh
Nguyen Minh Ly, Dinh Xuan Tu

Summary

TIS helps increase embryo efficiency, germunation and prolonging buds of ginseng in micropropagation due
to the ability 1o reasonably supply nutrient and oxygen demand for plants, the effect of air flow and
environmental flow It also helps increase the adaptation and differentiation of Vietnamese ginseng. Adjust
the time and frequency of pumping medium to increase fresh biomass, reduce glass plants. For mass
production of somatic embryos, embryogenic cell clumps were mamntamed in 1/2 strength SH liquid
medium containing 1.0 mg/l NAA + 0.5 mg/! BA + 30 g sucrose. It is most high yielding protocol with an
immersion regime o( 3 min every 4 h in TIS. Highest germination rate of somatic embryos 1s 87.22% on 1/2
strength SH Liquid medium supplemented with 5 mg/1 GA,. Elevated conceniration of sucrose in the SH
hquid medium (40%) stimulated the root thickening of plantlets in TIS (3 min immersion every 6 h). The
plantlets with small taproots developed into plants with well-developed taproots on 1/2 strength SH medium
supplemented with 1 mg/l NAA « 0.5 mg/] BA + 40% sucrose+7.5 g/1 agar.

Keywords: Micro propagation, Temporary Immersion System, TIS, Vietnamese ginseng.
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