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TUYEN BO BAN QUYEN

Tai liéu nay thuoc loai sach gido trinh nén cac ngudn théng tin co thé dugc phép
dung nguyén ban hoac trich dung cho cac muc dich vé dao tao va tham khao.

Moi muc dich khac mang tinh 1éch lac hoac sir dung véi muc dich kinh doanh thiéu
lanh manh sé& bi nghiém cam.

LOI GIOI THIEU

Cong nghé sinh hoc 1a mét cdng nghé méi mang nhiéu hiza hen. Viéc tang cuong
sur dung va trao doi cac san pham cdng ngh¢ sinh hoc trong nong nghiép dang thiic day
sw phon vinh & cd cde nweéc phat trién va cdc nude dang phat trién.

~Vinhan giéng cay trong 1a mét trong nhiing cong nghé cao nham tgo ra cac sdn
pham dong déu co tinh wu viét va quy mo Ion cung cap cho thi truong.

Gido trinh dd tich hop nhing kién thirc, Ky ndng can c6 cia nghé, cdp nhdt nhiing
tién bg ciia khoa hoc ks thugt va kinh nghiém thuc té vé nghé vi nhan giong nham trang
bi cho nguoi hoc mat so kién thirc va ky nang co ban dé thuc hién cdc budéc cong viéc
nhan giong cay trong bang phwong phdp nudi cdy mo.

Gido trinh mé dun gom 5 bai:

Bai 1. Gigi thiéu vi nhan giong trang bj cho nguoi hoc nhiing khai ni¢m, co so
khoa hoc, nhwng han ché cuia vi nhan gidng va ddc diém cia mét sé loai cay 1am nghiép,
cdy hoa va cay duoc liéu quan trong.

Bai 2. Chudn bj thiét bi, dung cu va nguyén ligu trang bi cho nguroi hoc nhitng
kien thuc, ky nang lya chon thiet bi, dung cu, nguyén liéu va cdc diéu kién vi nhan giong.

Bai 3. Chuan bj hoa chit va pha ché méi trwong dinh dwéng trang bj cho nguoi
hoc nhiing kien thic va ky nang xdc dinh, pha che, bao quan hoa char va méi truong
dung trong nghé vi nhan giong.

Bai 4. Thuc hién cdc giai dogn trong quy trinh nhan giong trang bi cho nguoi

hoc nhitng kién thizc va ky nang co ban vé nuoi cay khéi dau, nhan nhanh, tao cay hoan
chinh va hudn luyén cay mam.

Bai 5. Cdy cdy va cham séc cdy giong ¢ vieon wom trang bi cho nguoi hoc nhiing
kién thirc va ki ndng co ban vé chudn bj vieon wom, cdy cdy va chiam séc cdy mé & vieon
wom.

Gido trinh la co sé cho cac gidng vién sogn bai gidng dé giang day, 1a tai liéu
nghién ciru va hoc tap cua nguoi hoc. Cac thdng tin trong Giao trinh c6 gia tri hudng

dan giang vién thiét ké va té churc giang day mé dun mgt cach hop ly. Giang vién co thé
van dung cho phu hop voi diéu kién va béi canh thuc té trong qué trinh day hoc.

~ Trong qua trinh bién soan Gido trinh mé dun chac chan khdng tranh khai nhiing
thieu sot. Chlng tdi rat mong nhdn duoc nhing y kien dong gép quy bdu cua cac nha
khoa hoc, cac nha quan ly va cac ban doc deé hiéu chinh va hoan thién giéo trinh.

Pa Nang, ngay 07 thang 07 nam 2017
Tham gia bién soan
1. Nguyén Hitu Nhan
2. Nguyén Thi Duy Khoa
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BAI 1. GIOI THIEU VI NHAN GIONG
Ma bai: VNG-01
Muc tiéu
Sau khi hoc xong bai hoc nay hoc vién cé kha nang:
- Trinh bay duoc khai niém va co sé khoa hoc cua ky thuat vi nhan giéng;

- Néu duogc dic diém cua cac phuong thic vi nhan gidng;

- So sanh dugc nhimg vu diém va han ché cua vi nhan gidng véi cac phuong phap
nhéan giong khéc.

A.N¢i dung
1. Mt s6 thuat ngir dung trong vi nhan giéng

1.1. Nubi cdy dinh phan sinh (meristem-tip culture)

Phuong thirc nhan giong bang cach dung cac phan rat nho caa dinh chdi (shoot-
tip) bao gdm mé phan sinh dinh riéng ré (single apical meristem) va mam Ia non (young
leaf primordia) dé kéo dai chdi (shoot elongation) ngay sau d6. Kiéu nudi ciy nay dugc
ding lan dau tién dé 1am sach virus (virus-free) & thuc vat. Néu dung dinh phan sinh
khong thé sbng s6t va tao ré mot cach doc 14p, thi cd thé thay thé bang phuong thirc vi
ghep (micrografting).

1.2. Sinh san chai nach (axillary shoot proliferation)

Kiéu nudi cdy nay sir dung chdi cua cac diém sinh truéng bén va ngon noi ma
su kéo dai cua chdi ngon (elongation of terminal shoot) bi kim hdm va sy sinh san choi
nach dugc diy manh. Sy diéu khién nay cho phép nhan nhanh duoc céc chdi in vitro
(microshoots), 1a cac chdi c6 thé tach ra va tao ré in vitro dé hinh thanh cay trong 6ng
nghiém (microplants), hoic né c6 thé duoc cit ra riéng biét tao thanh cac canh giam in
vitro (microcuttings) dé tao ré bén ngoai in vitro.

1.3. Tao chéi bdt dinh (adventitious shoot induction)

Loai nudi cay nay cho phép hinh thanh cac choi bat dinh hoic truc tiép trén mau
vat hoac gian tiep tir mo callus, ma mo callus nay hinh thanh trén bé mat vét cat cua
mau vat.

1.4. Phat sinh co quan (organogenesis)

Thuat ngit nay dung dé md ta qua trinh phat trién cac choi hoiac/va ré bat dinh tir
cac khéi té bao callus. Qua trinh nay xay ra sau thoi diém ma mau vat dugc dit vao moi
truong nudi cay va sy bat dau cam ung tao callus.

1.5. Phat sinh phéi v tinh (somatic embryogenesis)

Thuat ngir nay dung cho sy phat trién cia cac phdi hoan chinh tir cac té bao sinh
dudng dugc san xuat tir cac nQUOn mau vat khac nhau sinh truong trong nudi cay in
vitro. Thuat ngir twong duwong d6i véi su phat trién phdi ¢ thuc vat sinh truong trong
diéu kién ty nhién 1a phét sinh phdi hitu tinh (zygotic embryogenesis) va phat sinh phoi
vo tinh (apomitic embryogenesis).



2. Tinh toan thé cua té bao
2.1. Khai niém vi nhan giong

- Nudi cay md (tissue culture) 1a thuat ngir dung dé chi qua trinh nubi cay vo
trng in vitro cac bo phan tach roi khac nhau cua thyc vat. Ky thuat nudi cdy mo ding
cho ca hai muc dich nhan giéng va cai thién di truyén (vi du: gidng cay trong), san XUat
sinh khdi c&c san pham héa sinh, bénh hoc thuc vat, duy tri va bao quan cac ngudn gen
quy... Cac hoat dong nay dugc bao ham trong thuat ngtr cébng nghé sinh hoc
(biotechnology).

- Vi nhan gidng (micro propagation) hay con goi 1a nhan giéng in vitro (in vitro
propagation) duoc st dung dic biét cho viéc ung dung cac ki thuat nudi ciy mo dé
nhan gidng thuc vat, bat dau bang nhiéu bo phan khac nhau cua thuc vat c6 kich thuéc
nho, sinh truang ¢ diéu kién vo tring trong cac dng nghiém hoic trong céc loai binh
nudi cy khac.

Nhan gidng in vitro va nudi cdy mo bat dau bang cac manh cit nho cua thuc vat,
sach vi sinh vat, va duoc nudi ciy v tring. Thuat ngir dau tién dang trong qué trinh
nhan giéng la explant (mau vat) tuong duong véi cac phuong thirc nhan giéng khac la
cutting (canh giam), layer (canh chiét), scion (canh ghép) hoic seed (hat).

2.2. Co sé khoa hoc cia vi nhan giong (Tinh toan thé cia té bao)

Té bao 1a don vi co s (don vi sinh 1y) dé ciu tao nén co thé thuc vat. Khi co thé
chi 1a té bao hop tir thi moi hoat dong séng déu duoc thuc hién trong té bao duy nhat
ay. Nhung khi co the truong thanh (co thé do nhiéu té bao hay da bao) thi moi hoat
dong sdng cua cac té bao tao nén hoat dong séng théng nhat cua ca co thé thyc vat.

Vé mat di truyén phan tur coqthe; noi toan bo qua trinh phéat t(len ca thé cua cay
tur hop tir cho dén khi cay chét ¢ tuoi toi da da dugc ma hod trong cau tric caa phan tu
ADN dac trung cua loai.

Dai séng cua cay 1a qua trinh thyc hién dan dan chuong trinh di truyén d6. Dudi
su thay d6i va tac dong cua diéu kién noi tai ciing nhu diéu kién ngoai canh ma céc
chuong trinh di truyén d6 dan dan duoc biéu hién thong qua phat sinh hinh thai cua
cay.

Tinh toan ning cua té bao tuc 1a nd co thé tdn tai doc 1ap néu nudi trong moi
truomg dinh dudng nhan tao thi co thé tai sinh phat trién thanh co thé hoan chinh. Nhu
vay bat cur té bao nao cua cdy ciling c6 thé tai sinh tré thanh cay hoan chinh (tryc tiép
hay ciing c6 thé tai sinh thdng qua hinh thanh md seo). Py chinh 13 co s& cia nhan
giong cay trong bang ki thuat nudi cdy md té bao (k¥ thuat in vitro) hay ki thut nhan
ban ¢ thyuc vat.

2.3. Nhizng lgi thé va han ché cia vi nhan giong

2.3.1. Cdc phirong phdp nhén giong ¢ thuc vat

2.3.1.1. Nhan giéng bang cdc phwong phdp truyén thong

a. Nhan giéng bang hat: dua vao kha nang sinh san hitu tinh cta cay.

b. Nhan giéng bang phuong phap sinh dudng nhu giam, chiét, ghép 1a dya vao kha
nang sinh san vo tinh cua thuc vat.



Ghép mét

Chiét canh

Hinh 1.1. Céc phirong phdp nhén giong truyén thong

Nhan giéng bang phuong phép truyen thdng tuy don gian c6 tinh kha thi dé thyc
hién va dé ap dung nhung hé s6 nhan giéng khong cao. Cay glong ludn c6 sy tich luy
ngudn bénh qua céc 1an nhan nén gay thoai hoa giéng. Chu ky sdng ngan.

2.3.1.2. Nhan gidng bang phwong phdp hién dai

Day 1a nudi cdy té bao tach roi hoic md khdng c6 ngudn vi sinh vat (sach bénh)
trong moi truong dinh dudng nhén tao vo trung sé tai sinh thanh cady méi hoan chinh.

y Mb (ho#c t& bao)

Nubi nhan tao

Hinh 1.2. Téng quan vé nhan gisng in vitro
2.3.2. Uu diém cia vi nhan gisng

- Pua ra san pham nhanh hon: Tir mot cdy wu viét bat ky déu co thé tao ra mot
quan thé c6 do dong déu cao vaéi so lugng khdng han ché, phuc vu san xuat thuong mai,
du cay do la di hop veé mat di truyén.

- Nhan nhanh végi hé s6 nhan gidng cao tir 1 cay trong vong 1-2 nam cé thé tao
thanh hang triéu cay.

- San pham cay gidng dong nhat, tao ra quan thé c6 do dong déu cao di xuat
phat tir cy me c6 kiéu gen di hop hay dong hop.

- Tiét kiem khong gian: Mat d¢ cay tao ra trén mét don vi dién tich 16n hon rat
nhiéu so véi san xuat trén ddng rudng va trong nha kinh theo phuong phap truyén théng.

- Nang cao chat lugng cay glong Cay giong sach bénh tao ra bang ciy mo
thuong ting nang suat 15 - 30% so véi gidng goc.

- Kha nang tiép thi san pham t6t hon va nhanh hon: Cac dang san pham khéc
nhau c0 thé tao ra tir vi nhan giong co thé dugc ban & dang céy, cu bi hay la than cu.
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- Loi thé vé van chuyén: Céc cdy con kich thudc nho c6 thé van chuyén di xa dé
dang va thuan loi, dong thoi cdy con tao ra trong diéu Kién vo trung duoc X&c nhan la
sach bénh. Do vay, bao dam an toan, dap ung cac qui dinh vé vé sinh thuc vat quoc te.

- San xuat quanh nim: Qua trinh san xuat co thé tién hanh vao bat ky thoi gian
nao, khéng phu thuéc mua vu.

2.3.3. Han ché cua vi nhan giong

- Han ché vé chung loai san pham: Trong diu kién ky thuat hién nay, khong
phai tat ca cay trong déu duoc nhan glong thuong pham bang vi nhan giéng. Nhiéu cay
trdng c6 gia tri kinh té hoic quy hiém van chua thé nhan nhanh dé dap tng nhu Cau
thuong mai hodc bao quan ngudn gen. Nhiéu van dé ly thuyét lién quan dén nudi ciy
va tai sinh té bao thyc vat in vitro van chwa duoc giai dap.

- Chi phi san xuat cao: Vi nhan giéng doi hoi lao dong co trinh do cao. Do do,
gia thanh san pham con kha cao so véi cac phuong phap truyen thong nhu chiét, ghép
va nhan giong bang hat.

- Hién tuong san pham bi bién doi kiéu hinh:

+ Cay con nudi cdy md co thé sai khac véi cdy me ban dau do hién tuong bién
di té bao soma. Két qua la cay con khéng gitr dugc cac dac tinh quy cua cay me.

+ Ty 1& bién di thuong thap & giai doan dau nhan gidng, nhung sau d6 co chiéu
hudng tang 1én khi nudi cay kéo dai va tang ham lugng cac chat kich thich sinh truéng.

+ Hién twong bién di nay can duoc luu y khic phuc nham dam bao san xuat hang
triéu cay giong dong nhat vé mat di truyen.

3. Sw phan héa va phan phan héa caa té bao

Co thé thyc vat truéng thanh 1a mot chinh thé théng nhat bao gdm nhiéu co quan
chtrc ning khac nhau, dugc hinh thanh tir nhiéu loai té bao khac nhau. Tuy nhién, tat
ca cac loai té bao d6 déu bat ngudn tir mot té bao dau tién (té bao hop tir. O giai doan
dau, té bao hop tir tiép tuc phan chia thanh nhiéu té bao phéi sinh chura mang chirc ning
riéng biét (chuyén hoa). Sau dé tir cac té bao phdi sinh nay ching tiép tuc duoc bién
dbi thanh céc té bao chuyén hoa dic biét cho cac mo, co quan c6 chirc ning khac nhau.

Sy phan hda té bao 1a sy chuyén cac té bao phéi sinh thanh cac té bao md chuyén
hoa, dam nhan cac chirc nang khac nhau. Vi du: M6 dau lam nhiém vu quang hop, mo
bi lam nhiém vu bao vé, nhu mé lam nhiém vu du trir, mé dan c6 chirc nang dan nuéc
va dan dinh dudng.

Qua trinh phan hoa co thé biéu thi nhu sau:

Té bao phoi sinh —Té bao din —T¢é bao phan hoda ¢ chiic ning riéng biét

Tuy nhién, khi té bao da phén héa thanh cac té bao ¢6 chirc nang chuyén, chliing
khong hoan toan mat kha nang blen d6i minh. Trong trudng hop can thiét, & diéu kién
thich hop, ching lai cé thé tro vé dang té bao phdi sinh va phan chia manh mé. Qua
trinh d6 goi la phan phén hoéa té bao, nguoc lai vai sy phén hoa té bao.

Vi du: khi nudi cdy mé thudc 14, cac té bao da phan hoa cua la gap diéu kién
thich hop cua méi truong s€ phan phan hdéa va phan chia lién tuc tao nén cac mod seo
(callus). Céc te bao md seo khong con la té bao cd chirc nang nhu té bao 14 nira. Néu
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chuyén céac callus nay sang méi truong khac, tdy theo thanh phan mai truong ma callus
lai phan hoa theo hudng hinh thanh choi, ré va co6 thé hinh thanh nén cay hoan chinh.

V& ban chat thi sy phan hda va phan phan hoa 1a mot qué trinh hoat hda, ¢ ché
cac gen. Tai mot thoi diém nao d6 trong qua trinh phat trién ca thé, c6 mot s gen duoc
hoat héa (ma vén trude day bi tc ché) dé cho tinh trang mai, con mot s gen khac lai
bi dinh chi hoat dong. Piéu nay xay ra theo mot chuong trinh da dwgc ma hda trong
cau tric cua phan tir DNA cua mdi té bao khién qua trinh sinh truéng phét trién caa co
thé thuc vat duoc hai hoa.

Mit khéc, khi té bao nam trong mot khdi mo cua co thé thuong bi uc ché bai
cac te bao xung quanh. Khi tach riéng tung te bao hoac giam kich thuéc cua khoi mo
sé tao diéu kién thuan lgi cho su hoat hda cac gen cua té bao.

Hau hét c4c té bao thuc vat da biét hda cd thé phat trién thanh callus hodc huyén
phu té bao khong biét hoa dudi sy cam wng caa mot ché ¢ hormone nhit dinh, din dén
su bt tir cua té bao thuc vat. Cac té bao thuc vat ¢ kha ning phat trién dén mot cau
tric c6 biét hoa bang cach thay ddi chuong trinh phat sinh hinh thai cua nd. Té bao
mam (té bao cd kha ning tu sinh san va biét hda thanh nhiing loai md khéc nhau) c6
thé ton tai trong trang thai khong biét hda va tiy theo sy phan chia c6 thé biét hda thanh
mot hay nhiéu loai té bao phu thudc vao nhiing té bao co ban, tir d6 cac co quan bén s&
duoc hinh thanh.

Té bao mam dugc tim thay v6i lugng nho trong md phan sinh dinh chdi va mo
phan sinh dinh ré, tai d6 nhirng té bao mam nay van ton tai trong trang théi khong biét
hoa truéc khi trai qua qué trinh biét hoa tao nén nhiéu loai mé khac nhau. Nhitng té bao
khdi u hodc nhiing té bao mé seo phét trién mot con duong khoa sy biét hoa binh thudng
va c6 kha inng ting sinh khong gisi han, mac du viéc tré vé trang thai biét héa binh
thudng co thé dugc thuc hién bang cach diéu khién cac diéu kién cua méi truong nudi
cay.

Qua trinh phat sinh hinh thai trong nudi cy mé, té bao thuc vat thuc chat la két
qua cta quéa trinh phan hda va phan phan hoa té bao. Ky thuat nudi cdy ma, té bao cho
dén cung 1a ky thuat diéu khién su phat sinh hinh thai cua té bao thuc vat mot cach dinh
huéng dua vao sy phan hda va su phan phan héa cua té bao trén co sé tinh toan ning
cua té bao thuc vat. Bé didu khién su phét sinh hinh thai caa md nudi cdy, ngudi ta
thudng bd sung vao mai trudng nudi cay hai nhém chat diéu hoa sinh truéng la auxin
va cytokinin. Ty Ié hai nhdm nay s¢€ tao ra su phat sinh hinh thai khac nhau. Khi méi
truong nudi cay cd ty 1é nong do auxin thap thi sy phat sinh hinh thai cia mé nudi cay
theo hudng tao choi, khi ty 1é nay cao md nudi cay s& phat sinh hinh thai theo huéng
tao ré, con & ty 1& can d6i sé phat sinh theo huéng tao mé seo.

4. Cac phwong thirc vi nhan giong

Phuong phap nhan giong in vitro thuc chat 1a mot budc tién bo vuot bac cua cac
phuong phap nhéan gidng vo tinh ¢ dién nhu giam canh, gidm choi, chiét, ghep, tach
dong... O day gia tri thuc tién cua cac tién bo khoa hoc ky thuat la da bién nhiing
phuong thic co dién d6 thanh nhimng phuong thirc hoan toan méi vé chat cho phép giai
quyét nhitng kho khin ma phuong phap co dién khong thé vuot qua. Vi du: ky thuat
giam canh chi c6 thé ung dung thanh cong & mot sd cay trong nhat dinh, vi rang voi
kich thudc 5-20 cm kha ning tao ré phu ciia viing mé thuong tang gan vét cat hoac kha
ning danh thtic choi phu van bi cac viing té bao 1an can va toan bo phan con lai cua
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doan giam khdong ché. Néu tién hanh nudi cdy mau md véi kich thuéc 5-10 mm, tac 1a
lam giam thé tich khéi md xudng 108 1an thi rd rang méi tuong tac gitra cac té bao va
cac loai md s& don gian di rat nhiéu, hiéu qua tac dong cua cac bién phap nudi cy s&
phai cao hon. Sau day 13 mot s6 phuong thirc nhan gidng in vitro:

4.1. T4i sinh cay mdi tir CAC Cdu triic sinh dwing
Su tai sinh co quan khéng xay ra ngay khi vira cd 1ap mau cdy ma phai trai qua
mot qua trinh phuc tap vi:

- C6 nhitng méi tuong quan can phai pha v& dé 1ap lai nhitng méi twong quan
khéc cé thé dua dén viéc tai sinh co quan:

- Gom c¢6 céc qua trinh sau:
~ + Syphan phan hda cua nhitng té bao da phan héa, co the dan dén sy tré héa cia
té bao.
+ Su phan chia té bao, doi khi tao thanh mé seo; khi té bao phan chia thi bat dau
xay ra sy hinh thanh co quan.

+ Sy hinh thanh co quan

+ Sy phét trién co quan.

- C6 mot s6 han ché vé mit s6 luong 13n chat lwong do nhiéu yéu té:

+ Céc yéu tb noi sinh trong mau cay

+ Diéu kién ting truong cua cdy me trong nha kinh hozic ngoai thién nhién
+ Vi trf cua mau cdy trén cay

+ Thoi gian nubi mau trong nim

+ Ham luong chat diéu hoa sinh truéng thuc vat noi sinh

+ Kich thugc cua mau Cay, phuong phap nubi cay, thanh phan dinh dudng trong
mdi truong nuoi cdy, cac chit diéu hoa sinh truéng, cac yéu té vat ly trong qua trinh
nudi ciy nhu nhiét do, anh séng,...

4.1.1. Nudi cdy md phan sink dinh hay dinh phan sinh

Phuong thuc nay sir dung cac bo phan nhé nhat cua dinh chdi (shoot-tip) hay
dinh sinh truong (apex) 1am mau vat nudi ciy. N6 bao gdm moé phan sinh dinh (apical
meristem) va cac mam la non (young leaf primordia). Khai niém mo phan sinh dinh
(ngon) chi ding khi mau vat duoc tach tir dinh sinh truong c6 kich thuge trong vong
0,1-0,15 mm tinh tir chop sinh truéng. Trong thuc té mau vat dugc tach vai kich thudc
nhu vay chi khi nao ngudi ta tién hanh nuéi cay véi myc dich lam sach virus cho cay
trong. Thuong sé gap kho khin 16n trong viéc nudi thanh cong cidc md phéan sinh dinh
riéng ré c6 kich thugc nhé nhu vay. Do d6, trong khudn kho nhan giéng in vitro nguoi
ta thuong nudi cay ca dinh choi hoic dinh sinh truong. Pho bién nhat & cac d6i tuong
nhu phong lan, dira, mia, chudi... dinh sinh truong duoc tach véi kich thudce tir 5-10
mm, nghia I toan bd mo phan sinh dinh va mot phan mé xung quanh.

Tuong quan giira do 16n cua chéi nudi cay, ty 1& sdng va mirc do on dinh vé mat
di truyén cua chdi dugc biéu hién nhu sau: Néu do Ion tang thi ty & song va tinh 6n
dinh tang, néu do6 16n giam thi ty Ié séng va tinh on dinh giam. Nhung xét vé hiéu qua
kinh té nudi ciy (thé tich binh nuéi, lugng dung dich méi trudng dinh dudng): Néu do
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|6n tang thi hiéu qua kinh té giam, néu do 16n giam thi hiéu qua kinh te tang. Do do,
phai két hop hai hoa dugc cac yéu té trén dé tim ra phuong thic ldy mau téi wu.

Mot dinh sinh truéng nuoi cay ¢ diéu kién thich hop s& tao mot hay nhiéu choi
va mdi chdi s& phét trién thanh mot cay hoan chinh. Xét vé ngudn gdc cua cac cay do
O ba kha nang:

- Cay phét trién tir chéi dinh (chdi ngon).
- Cay phét trién tir chdi nach phéa ngu.

- Céy phat trien tir choi mai phét sinh, vi du: nudi cdy doan tru duéi mam
(hypocotyl) cua cay mang cau (Annona squamosa) s& cho xuat hién rat nhiéu mam
(buds) trén mé nudi cdy, mot sé mam sau do s& phét trién thanh chdi (shoots) va tro
thanh cay in vitro hoan chinh (plantlet). Tuy nhién, thong thuong khé phan biét dugc
chdi pha nga va chdi phat sinh méi. Cac phuong thirc phat trién cay hoan chinh tir dinh
sinh truong nudi cdy nhu sau:

- Phét trién cay truc tiép

Chu yéu & cac ddi twong hai 14 mam (dicotyledon) nhu khoai tay, thudc 14, cam
chanh, hoa cuc... Vi du: Khoai tay (Solanum tuberosum):

Mam (dinh sinh truong) » Chdi ndch - Cay
- Phét trién cdy thong qua giai doan protocorm

Chu yéu gip ¢ cac dbi twong mot 14 mam (monocotyledon) nhu phong lan, dua,
hué... Cung mot lac dinh sinh truong tao hang loat protocorm (proembryo) va cac
protocorm nay c6 thé tiép tuc phan chia thanh céc protocorm méi hoic phét trién thanh
cay hoan chinh. Bing phuong thirc ndy trong mét thoi gian ngan ngudi ta c6 thé thu
dugc hang triéu ca thé, vi du: Hoa lan (Orchidaceae):

Dinh sinh truong » Protocorm » Cay

Céc ddi tugng hoa lan d3 mang lai hiéu qua kinh té dic biét cao. Sau nhirng két
qua dau tién & chi Cymbidium cua Morel (1966) ngudi ta da thu duoc két qua rat tot &
22 chi khac nhau cua 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 thac sinh san qua
protocorm. Nho ¢6 phuong thirc nhan gidng nhanh va ré tién ma hoa lan vén dit tro
nén cé gia phai chang va dugc nhiéu ngudi wa chudng. Nhitng thanh céng ¢ ho lan
khong nhiing chi 1a bang ching ma con mé dudng cho viéc ung dung k¥ thuat nay doi
Vi cac loai cay khac.

Linh vuc ng dung méi day nhat ciing da bat dau c6 két qua 1a cac ciy in qua
va cay 1am nghiép, trong d6 cé cac cay quy nhu ca phé, tao, 1¢, thong, bo dé... Tong s6
c6 trén 30 chi khic nhau di duoc nudi cdy thanh cong. Vi rang, cac cy trong rung va
cac cdy an qua la nhirng cay trong lau nim nén moi chi phi ban dau trong nhan giéng
in vitro déu c6 thé chap nhan dugc.



Hinh 1.3. Protocom hoa lan

- Ghép dinh chdi (shoot apex grafting) hay vi ghép

V& nguyén tic, vi ghép Ia nudi cy dinh sinh truéng, nhung thong qua dinh
dudng tu nhién cua goc ghép. Pinh sinh truong ding 1am mic ghép co kich thudc
khoang tur 0,2-0,5 mm, dugc tach tur bup non dang sinh truéng manh cua cay me trusng
thanh, géc ghép 1a mam gia méi nay mam tir hat cia gidng hoang dai, toan bo cay ghép
dugc nudi dudng trong diéu kién 6ng nghiém vo trung. Phuong thire nay thuong dung
dé tao ra céac gidng cay an qua sach bénh virus nham cung cap mat ghép va canh chiét
dau dong 1am nguyén liéu nhan gidng cho san xuat dai tra. Phuong thic nay cho phép
thu duoc cdy hoan toan sach bénh va mang dic diém di truyén cua cady me cho mat
ghep.

C6 nhiéu cach ghép khac nhau, ching han: (1) Ghép I&n mat cét: diat mat ghép
tryc tiép 18n bé mat 14t cit, trén ving twong tang. (2) Ghép chir T-nguoc: dung dau nhon
cta ludi dao cét 16 ghép hinh chit T-nguoc, chan chit T 1a mit cat dé dé boc 16 ving
turong tang. (3) Ghép ham éch: khoét trén than mam cach mat cit 5 mm maot vét 16m
hinh ham éch, chiéu sau vét 16m bang chiéu day 16p vo. Pt mit ghép vao day ham éch
(Hinh 3.2).

1. Ghép [En mét cét

Wi
— Tuong téng

[T L

—— 2. Ghép vao vet T-nguoc

@ 3. Ghép véo I& trén thén

Hinh 1.4. V; tri mat ghép trong ba kiéu vi ghép khac nhau

4.1.2. Nubi cay choi bat d@inh (adventitious shoot culture)

Hé théng nudi cay nay c6 nhiing yéu cau tuong ty Vi nudi cdy mé phan sinh
dinh, n6 chi khac vé ngudn mau vat va nguon goc bat dinh cia cac choi méi. Binh choi
bat dinh méi c6 thé phat trién hoac tryc tiép trén mau vat hoic gian tiép tir mé callus,
ma md callus nay hinh thanh trén bé mat vét cit cua mau vat. Mot so loai mau vat duogc
dung nhu sau:
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- Poan than: thuéc 14, cam, chanh, ca chua, bap cai...
- Manh 1&: thuéc 14, ca chua, bap cai, ca phé, ca cao...
- Cudng l&: thuy tién...

- Céc bo phan cua hoa: stp lo, laa my, thudc 14...

- Nhénh ct: ho hanh, ho lay on, ho thuy tién...

- Poan mam: ming tay.

Su phét sinh chdi bat dinh truc tiép bt dau bang céc té bao nhu md (parenchyma
cells) nam & trong biéu bi hoic ngay phia dudi bé mat caa than; mot sé té bao nay tro
thanh mé phén sinh va cac tdi nho goi 1a the phéan sinh (meristemoids) phét trién. Céc
thé phan sinh nay rd rang c6 nguon goc tir cac té bao don. Tuy nhién, chiéu huéng phan
ung cua thu:c vat ciing tiy thudc vao nong do phytohormone Nghién ctu su tao chdi &
md nudi cdy cua cay linh sam Douglas cho thay cytokinin (BAP 5 i M) can thiét cho
su phét sinh chdi bat dinh, nhung c6 ba kiéu phan @ng khac nhau c6 két qua tuy thudc
vao ndng do cua auxin dugc cung cap. Nong do auxin thiap (NAA < 51 M) chi ¢6 choi
phét trién. Khi ndng do auxin cao hon (NAA > 5 M) |4 mam tao ra ca callus va nhiéu
chdi. Khi cung cap chi riéng auxin (NAA =5 u M) thi chi ¢6 callus duoc tao thanh.

Sy phat trién cac chdi bat dinh gian tiép dau tién qua giai doan hinh thanh callus
co so (basal callus) tir cac chdi duoc tach trong nudi cdy. Cac chdi sau d6 phat trién tir
ngoai vi md callus va khdng cé quan hé ban dau véi cac md c6 mach dan (vascular
tissue) ciia mau Vvat.

4.2. Nhan gidng thong qua giai dogn callus

Trong khuén khé cua muc dich nhan gidng in vitro néu tai sinh duoc cay hoan
chinh truc tiép tir mau vat nudi cay ban dau thi khdng nhirg nhanh chéng thu duoc cay
ma cAc cdy ciing kha dong nhat vé mat di truyén. Tuy nhién, trong nhiéu trudng hop
mo nudi Cay khong tai sinh cay ngay ma phat trién thanh khéi callus. Té bao callus khi
Cay chuyén nhiéu lan s& khdng 6n dinh vé& mit di truyén. Dé tranh tinh trang do nhat
thiét phai str dung loai callus vira phat sinh, tic 1a callus so cap dé tai sinh cy thi hy
vong s& thu dugc cdy tai sinh ddng nhit. Thong qua giai doan callus con c6 thé thu
dugc nhirng ca thé sach virus nhu truong hop ctua Kehr va Sehaffer (1976) thu duoc &
toi.

Sy phét sinh co quan tir callus tuong tu nhu su phat sinh co quan truc tiép tir
mau ciy. Té bao cua mau cay s& phan phan héa dudi tac dong cua cac chat diéu hoa
sinh truong thyuc vat dé phan chia hon loan tao thanh callus. Khi thay d6i thanh phan
va nong do cac chat diéu hoa sinh truéng thi té bao callus duoc cam tng dé phan hoa
tao co quan.

Vi tri ciia ving mo phan sinh trong callus c6 lién quan dén t6 chirc cua co quan
vira méi hinh thanh trong callus, sau d6 chdi va ré phat sinh tir bén trong callus va phat
trién ra ngoai. O mot vai loai thyc vat (Convolvulus), hai loai co quan khac nhau hinh
thanh tir nhitng phan khac nhau cua callus, ré thuong hinh thanh tir nhing té bao ¢ trén
callus, con chéi thi xuat phét tir nhitng té bao tiép xdc véi mdi truong nubi cay.

Tom lai, c6 3 phuong thirc tao cly con trong nhan gidng in vitro:

- Mau mé tryc tiép tao choi va cay hoan chinh.
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- Mau md phat sinh callus va callus tao chdi.

’ - Mau md phat sinh callus, callus phat trién phdi (hodc nudi cy dich huyén phu
te bao phét sinh phéi) va tir phoi thu dugc cay hoan chinh.

5. Pic diém cia mat sb loai cay 1am nghiép va dwoc liéu quan trong
5.1. Cay Keo la tram (Acacia auriculiformis)
- Dic diém nhan biét
+ Cay gd nhd, than tron thang, canh thudng phan canh doi.
+ L& bién thai: Cay dudi 1 nam c6 14 kép LC2 1an, cay trudng thanh co 1a don,
moc cach, khéng co6 1a kém. Cac gan nho song song vaéi gan 16n.
- bac tinh sinh hoc va Sinh thai hoc: Cay moc nhanh, wa sang, chiu dl‘rqcldét nghéo dinh
dudng, mua ra hoa qua gan quanh nam. Kha nang tai sinh hat va choi tot.
- Phan bb: Moc ¢ Uc, Inddnésia,.. Viét Nam thay ¢: Vinh phac, Phu tho,...
- Gié tri: Dung lam cii, than ham, 1am nguyén liéu gidy, cay trong rirng phong ho.
- Kha ning kinh doanh bao ton: C6 thé gay trong thuan loai va hdn giao trén dat trong,
diét co tranh.

5.2. Ciy Keo tai twong (Acacia mangium).
- Piac diém nhan biét

+ Cay go nho, tan hinh trang hoac thap, trén canh nhé dudi 1 nam c6 14 kép LC2
lan, cuong thuong bet.

+ La don moc céch, khong cé 14 kém, cd 4 gan doc song song noi rd.
+ Qua dau xoan, ré cay nhiéu ndt san cb dinh dam.

- Bic tinh sinh hoc va sinh thai hoc: Cay moc nhanh, moc tét noi dat sau, nhiéu anh
sang, noi dat xau moc cham va phan canh thap.

- Phan bb: Phan bé rong khip trong ca nuée
- Gid tri: Cay cai tao dat, cay cho nguyén liéu gidy.

- Kha ning kinh doanh bao tén: Da duoc gy trdng thuan loai va hdn giao véi Bach
dan.

5.3. Cay keo lai

Keo lai la sy két hop gitra hai loai: keo la tram (Acacia Auriculiormis) va Keo
tai tugng (Acacia Mangium) va dugc tuyén chon tir nhiing cay dau dong co nang suat
cao. Cay c0 nguon goc ¢ Australia, dugc trong phé bién o Dong Nam A, & Viét Nam
cay dugc trong rong réi trén toan qUOC trong nhitng nam gan day. Cay moc t6t & hau
hét cac dang dat, thich nghi nhat 12 & cac tinh tir Quang Binh tré vao.

Cho dén nay, Keo lai da dugc khang dinh 1 loai cay c6 kha ning chiu dung
dugc kho han, ting truong nhanh va wu viét hon Keo 14 tram ké ca trén dat cat nghéo
dinh dudng. Cay Keo lai 6 strc sinh truong nhanh hon cay bd me. Nham han ché tinh
trang phan ly cua giéng lai, Keo lai thuong dugc tao cly con bang phuong phap vo
tinh.
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- Piac diém nhan biét: Cay c6 thé cao dén 25-30 m, du:ong kinh 1én dén 60 — 80 cm.
Céy ua sang, moc nhanh, c6 kha ning cai tao dat, chong x0| mon, chdng chay ring. Go
thang, mau vang trang co van, c6 giac 18i phan biét, gd co tac dung nhiéu mat: kich
thudc nho lam nguyén ligu glay, kich thudc I6n sir dung trong xay dung, déng dd moc
my nghé, hang hda xuét khau.

- Bac tinh sinh hoc va sinh théai hoc: Cay moc nhanh, moc tét noi dat sau, nhiéu anh
sang, noi dat xau moc cham va phan canh thap.

- Phan bé: Phan bé rong khip trong ca nudc
- Gia tri: Cay cai tao dat, cay cho nguyén liéu gidy.
- Kha ning kinh doanh bao ton: i duoc gay trdng thuan loai va hdn giao véi Bach
dan.
5.4 Cay Bach dan triang (Eucalyptus camldulensis)
- Diac diém nhan biét.
+ Cay g0 lon, than thing, tan thua phan canh cao, canh non mau tim hdng, manh
va hoi ru.
+ La don, moc cach, mép nguyén, khong cé 1a kem.
+ Hoa tu hinh tan ¢ nach la.
+ Qua nang khi chin mo 0.

- bac tinh sinh hoc va sinh thai hoc: Cay moc nhanh, ciy wa sang, séng trong diéu kién
tr am dén ndng, cay d¢ tinh ¢6 bién d6 sinh thai rong.

- Phan béb: Khip luc dia chau Gc, Viét Nam thay trong ¢ khap cac tinh.

- Gia tri: Gb cung, nang, khong bi méi mot c6 thé dung lam trong cdng trinh xay dung,
got gd 1am nguyén liéu gidy, hoa nudi ong mat, c6 thé trong cai tao dat.

- Kha ning kinh doanh bao tdn: La cay nhap néi can gy trong thir nghiém noi co cing
hoan canh.

5.5. Cay Bach dan Urophyla (Eucalyptus erophylla)
- Pic diém nhan biét.

+ Cay g6 Ion, than thang, tn hinh thap, phan canh thap, canh va 14 non c6 mau
do tia.

+ L4 don, moc cach, hoi 16m & mat trén.

+ Hoa ty tan, cudng bet.

+ Qua nang khi chin mép qua nat 4 - 5 6 vét chin trong qua.

- Bac tinh sinh vat hoc va sinh théi hoc: Cg?ly moc kh& nhanh ¢ Vinh phic, mua qua
chin thang 4 -5. Ua sang, c6 thé song trén dat kho han.

- Phan bé: Phan bé & ving Pong bac mién Bac: Vinh phuc, Tuyén quang,..
- Gia tri: Kinh doanh gb nho, gé cho nguyén liéu gidy do cdy moc nhanh.

- Kha ning kinh doanh va bao tén: C6 thé gay trong rirng thuan loai hozc trong hdn
giao vai keo.
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5.6. Cay Téch (Tectona grandis)
- Diac diém nhan biét;

+ Cay g6 Ion, than 16n c6 mai, goc ¢ banh vé, vét vo d&o day cé nhiéu xo, canh
non vuéng canh, phu 16ng hinh sao mau nau vang nhat.

+ La don, moc d6i, mat trén nhin, mat dudi phu 16ng hinh sao mau nau vang
nhat, vo 14 mau do tuoi. Khong c6 1a kém.

+ Hoa tu hinh vién chuy kha 16n, hoa c6 14 bac nho hinh ludi méc.

+ Qua hach hinh cau, phu 16ng hinh sao, dai phét trién bao kin qua, hat
- Pic tinh sinh hoc va sinh thai hoc: Cay moc kha nhanh (diéu kién pht hop), rung 14
vao mua khé. Mua ra hoa thang 6-8, qua chin thang 11- 2 ndm sau. Cay ua sang, ua khi
hau mua nhiéu (6 2 mua rd rét). Thich hop véi dat sau, am thoang va thoat nuéc. Kha
nang tai sinh choi va hat tot.
- Phan bé: C6 nhiéu ¢ 4n Do, Théi Lan, Viét Nam gy trong ¢ c4c tinh mién Nam nhu:
bong Nai, Séng Bé,..
- Gia tri: Giac mau vang nhat, 16i vang sam, két cau min, van thé dep c6 mui thom, gd
cang, nang, khdng bi moi mot, c6 thé dong tau thuyen, xay dung, van san,..
- Kha ning kinh doanh bao tén: Cay cé gi4 tri sir dung cao, c6 thé tréng bang hat hoic
than cut, nén nghién ctru gay trong rong ¢ phia Nam.
5.7. Cay Lat hoa (Chukrasia tabularis).
- Piac diém nhan biét.

+ Cay g6 I6n, than thang, v mau xam tro nhiéu dom dai cong quanh than, canh
non phu 16ng hung vang, seo & trén canh rd, canh xép tang.

+ L& kép LC1 chin, moc cach, la chét moc gan di hoac cach, khdng keém.

+ Hoa tu xim vién chuy & dau canh, hoa déu ludng tinh, miu 5, dai va bau cd
phu 16ng.

+ Qua nang, hat det hinh quat.
- bic tinh sinh hoc va sinh thai hoc: Cay moc tuong ddi nhaph. Mua ra hoa thang 6-7,
mua qua chin thang 10-2 nam sau, thuong ryng la vao cuoi dong dau xuan. Cay ua
séng, luc nho chiu bong, wa dat toi xop am nhiéu mua. Co6 kha nang tai sinh hat tot dudi
tan che cao.
- Phan bé: Phan bé tir Ha Tinh tré ra Bac.
- Gia tri: G4 ¢6 anh van dep c6 thé dong d6 dan dung, xuét khau,..
- Kha ning kinh doanh bao ton: Cay gd qui, moc kha nhanh, dé gay trong phat trién
trén dién rong.
5.8. Cay Sao den (Hopea odorata Roxb)
- Dic diém nhan biét.

+ Cay g6 lon thuong xanh, than hinh try thang, V6 ngoai mau nau den, nut doc
sau hanh manh su xim thit vé mau nau dam, nhiéu sgi, c6 nhiéu dau mau vang, thom.
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+ L& hinh trai xoan thudn hay trai xoan ngon gido, mat trén nhan mat dudi cé
I6ng hinh sao va cé tuyén & nach cac gan cap 2.

+ Hoa ty hinh chuy mang nhiéu bong ¢ nach 14 hay dau canh, mdi béng c6 4-6
hoa, canh trang nho, cong, mau vang nhat c6 mui thom diu.

+ Qua nho hinh triang, mang 2 canh phat trién.

- Pic tinh sinh hoc va sinh thai hoc: Cay moc trong cac ring am thudng xanh, ring
ven song sudi & do cao dudi 800m, thuong moc rai rac hay thanh dam nho. Thudng
moc cling véi DAu réi, vén vén, cay khi nho ua bong sau chuyén dan sang ua sang. Cay
ra 14 non vao thang 10-12 hang nam, lugng qua nhiéu nhung thuong 2 nim méi ra qua
mot lan, cay trong & Ha Noi chu ky ra qua kéo dai téi 7-8 nam. Mua hoa thang 2, ra
qua thang 3 va két thic thang 5.

- Phan bé dia ly: Cay moc tir Quang Nam, Pa Ning tro vao Nam, tap trung nhiéu ¢ Tay
Nam Nguyén va Dong Nam BJ.

- Gi4 tri: Dung 1am sudn nha, d6 moc, xe o, do tién, don tau thuyén. LAy nhya ding
trong cong nghiép nhe.

- Kha nang kinh doanh va bao tén: Cay Sao den c6 thé gay trong bang hat, 1a loaih cay
kinh doanh lay go.

B. Cau hei

- Thé nao la vi nhan giéng.

- Trinh bay co sé khoa hoc cua vi nhan gibng.

- Trinh bay han ché cua vi nhan gidng.

C. Ghi nhé

- Khai niém vi nhan giéng

- Co sé& khoa hoc cua vi nhan giéng (tinh toan ning cua té bao)
- Uu diém va han ché cuaa vi nhan gidng

- Cac loai cay lam nghiép va dugc liéu quan trong
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BAI 2. CHUAN BI THIET BI, DUNG CU VA NGUYEN LIEU
M4 bai: VNG-02

Muc tiéu

Sau khi hoc xong bai hoc nay hoc vién cé kha nang

- Trinh bély duoc phuong phap chuan bi thiét bi, dung cu va nguyén vat liéu phuc vu
vi nhan giong;

- Xac dinh dugc danh muc céc thiét bi, dung cu, vat liéu dung trong vi nhan giéng;
- T6 chuc, sap xép duoc céc thiét bi, dung cu vi nhan giéng hop ly, khoa hoc;

- C6 tac phong cong nghiép, tiét kiém vat tu va tuan tha cac quy dinh trong phong
thi nghiém.

A. N¢i dung
1. Chuan bi thiét bi, dung cu vi nhan gidng

1.1. May lgc, cit nwéc

Hinh 2.1. May cdt nudc

Day 1a mot hé théng bao gdm céc cot loc dé 1am sach ngudn nuée trude khi vao
may cat nudc. Sau khi qua hé thong cot loc, nude duoc dun soi dé bay hoi va ngung tu.
thong thuong qua trinh nay dugc thyc hién 2 lan (may cat nudc 2 lan) va nuéc sau khi
ngung tu s& duoc s& di qua hé thong cot loai bo ion hoa tan trong nudc (cot anion va
cot cation). Vi vay nuéc su dung sé 1a nudc cat 2 lan, khi ion.

Mot diém lru y la do chét luong nude dau vao caa hé théng may thanh phd chua
dam bao vi vay can phai thay cot loc thudng xuyén dé tranh hong, tic may.
1.2. Thiét bi, dung cu hdp sdy, kh tring
1.2.1. Tu sdy chan khong (60 — 6000C )

Pay 14 loai ti sdy c6 dung tich I6n. Bao gom mot tu sdy dugc gan véi bom hut
chan khéng.

~ Tu sy dung dé 1am kho mau, dung cu trong dieu kién nhiét d cao va ap suat

thap. Trong dicu kién &p suat thap, nudc cd thé bay hoi ¢ nhiét d6 khdng qua cao chinh
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Vi vay ngudi ta c6 thé sir dung dé 1am kho cac mau sinh hoc ma van giir dugc hoat tinh
cua nd

Hinh 2.2. Céc logi ti sdy chan khéng
1.2.2. Noi hap khi tring

Hinh 2.3. Néi hap khez tring

Ngoai cac hinh thirc khur trung nhu khtr bing tia cuc tim (UV), Pasteur, mang
loc vO khuan... 2 hinh thuc khir tring dugc stir dung pho bién do la:

- Khet tring kho: Day 1a hinh thirc sir dung nhiét d6 cao dé khir trung. Dé khur
trung ngudi ta boc c4c vat can khir tring bang gidy nhom sau d6 dua vao tu sy & 200-
3000C tir 2 dén 3 gio. Loai khir trung nay chi sir dung d6i véi cac dung cu thay tinh,
kim loai. Nhugc diém ¢ chd thoi gian khi tring kéo dai, tiéu ton dién nang, khong diét
dugc mot sb bao tir va khdng p dung ddi vai nhitng d6 bang nhya, giay. ..

- Khit tring wot: La thiét bi duoc st dung dé khir tring méi trudng nudi cay, cac
vi khuan, nam, mam bénh va cac dung cu can v6 trung khi st dung.

Thiét bj hoat dong dya trén co sd khtr tring bang hoi nuéc ¢ nhiét d6 va ap suat
cao. Thong thuong & 120-1300C trong 30 phit ¢ 4p suat latm. Loai khir tring nay
nhanh, tiét kiém dién va co thé tiéu diét dugc hau hét cac bao tir, chinh vi vay n6 dugc
st dung nhiéu nhat.

1.3. Thiét bi, dung cu chudn bi méi truwong
1.3.1. May do pH (pH meter)
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Hinh 2.4. Cac loai may do pH (pH meter)

Thiét bi dugc st dung dé xac dinh gia tri pH caa mot dung dich. Bé do pH cua
dung dich ngudi ta ¢ thé dung cac loai dién cuc khac nhau: dién cuc hydro, dién cuc
thity tinh... trong d6 dién cyc thity tinh dang duoc st dung pho bién. Hién nay nguoi
ta tich hop nhiéu chirc ning vao ciing mot dién cuc chiang han ddng thoi ¢ thé do duoc
pH, nhiét d6 va nong d6 mot sé ion nhat dinh.

Mot diém luu v khi st dung may do pH 1a phai diéu chinh dung bang dung dich
chuan cua nha cung cap va sau khi sir dung xong phai rira sach bang nuéc cit va ngam
ngap dién cuc trong dung dich bao quan twong tng cta nha cung cap, thong thuong 1a
dung dich KCI 3M.

1.3.2. Cén phan tich

Hinh 2.5. Cac logi can phan tich

La thiét bi sa dung dé can dugc mot khéi luong chinh xac mau vat hoic héa
chat. Tuy thuoc vao khoi lugng ctia mau hoac hoa chat va muc d6 sai so cho phép ma
nguoi ta chia thanh 2 nhom: Can phan tich thuong va can phan tich dac biét.

Can phan tich thuong sir dung dé can véi lugng tuong ddi 1on (c6 thé dén 2000g)
va d6 chinh xac khong cao, sai s6 khoang 10-2g, trong khi d6 can phan tich dic biét
thudng chi can véi lugng nho (<200g) va cho do chinh xac tir 10-3 dén 10-6g. Tuy
nhién trén thyc té khdi luong nho nhat ¢ thé can dugc va chinh xac thudng chi ding
lai & mutc 10-3. Chinh vi thé dé pha duoc nhitng dung dich ¢6 nong do thap nguoi ta s&
pha mét dung dich géc (dung dich me) ¢6 ndng do cao sau d6 pha lodng theo y mudn.
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1.3.3. Cac loai tu lgnh

Hinh 2.6. Cac logi ti lanh

Pay 1a nhém thiét bi khong thé thicu trong moi phong thi nghiém. Tiy thuoc
vao yéu cau str dung ma nguoi ta sir dung cac loai may lam lanh khac nhau.

- Tu mat: Nhiét d tir 1-80C: Bao quan cac mau hat giéng ma van gitr nguyén
hoat tinh stc nay mam... Bao quan mau DNA, Protein trong thoi gian ngin, bao quan
cac mau vi khuan.

- Tui lanh thuong: Nhiét do tir -10 dén -30 oC: Bao vi khuan trong thoi gian dai,
bao quan cac protein enzyme Bao quan cac hoa chat chay PCR, cac héa chat khac

- Tui lgnh sau: Nhiét do tir -85 dén -30 oC: Bao quan cac chung giong vi khuan
lau dai, bao quan cac enzyme protein va cac hda chat dac biét
1.3.4. Néi ndu méi truong

Hinh 2.7. Néi ndu méi truong

La dung cu dung dé dun néng mdi trudng nudi cay. Tuy vao luong moi trudng
ta str dung dé nudi cay ma chon loai noi nau moi truong phu hop.

1.3.5. Céac dung cu hat dung dich

Ngoai cac thiét bi hiit va do dung dich thong thudng nhu: 6ng dong, coc dong,
cac loai pipet, 6ng hat thay tinh ¢6 vach mic, phong thi nghiém vi nhan giong su dung
cac dung cu hit dung dich dac biét véi do chinh xéc tir 10-4 ml dén 1ml. Céc dung cu
nay duoc goi la pipet. C6 nhiéu loai pipet, tly thudc vao ngudng thé tich ma nguoi ta
chia thanh cac loai sau: Pipet 1000 - 5000pl, Pipet 100 - 1000pl, Pipet 10 - 100pl, Pipet
2 - 20ul, Pipet 0,5 - 10pl, Pipet 0,1 — 2,5ul
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Pipet ban Pipet ban
tw déng tr déng
1 kénh nhiéu kénh

Hinh 2.8. Pipet hat dung dich

*Luu y khi str dung pipet:

- Pipet la dung cu hat chinh xac va rat dat. Bat ky pipet nao cling c6 gi¢i han hit
chinh xac vi vy chi st dung pipet dé hlt mot the tich chat long tuong ng véi the tich
ghi trén nhan. Khong duoc diéu chinh thé tich vuot qua ngudng cho phép.

- Trong bét ky truong hop nao ciing khong duoc ngira phan dau hit cua pipet
1én trén dé tranh cac chat long chay nguoc vao trong piston cua pipet.

"Phuong phap lay mau c6 thé da dang tlly theo céc loai dung dich khac nhau, trén
thuc té co hai cach lay mau dugc minh hoa dudi day

-z

Hinh 2.10. Céch Idy mdu theo chiéu nguot lai
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1.4. Nhom céac may khuady, ldc

Hinh 2.11. M4y khudy May ldc

Day 1a nhom may tao ra mot dai dong lac voi tan s6 duge diéu chinh tly y cua
nguoi sir dung. Nhom nay duge dung dé chon céc chat, tranh hién tugng von cuc cua
té bao trong nudi cay ..

- May lac: C6 gi& gan véi cac hé théng lic véi he thong diéu chinh tc do. Ngoal
ra, mot sb may lic con duoc dat trong mot h¢ théng gitt 6n dinh nhiét do, loai nay
thudng duoc ding trong nudi cdy té bao thuc vat protoplast ...May lic con ding trong
truong hop vi nhan gidng dong trong méi truong léng...

- May khudy tir; May s& tao ra lec tir xoay tron, nho d6 khi cho mét thanh nam
cham vao trong dung dich, dung dich s& duogc tron déu. Mot sé hé théng may khudy tur
con duoc trang bi hé thong gia nhiét nhd d6 qua trinh hoa tan cac chat s& nhanh hon.

1.5. Thiét bi, dung cu cdy vo tring
1.5.1. Buéong cdy vo tring
Cho phép ngudi s dung thyc hién céc thao tac nhu phan lap vi khuan, nim, bao

tr, nudi Cay mo té bao ... trong diéu kién v trung. Budng Cay vo trung dugc trang bi
cac mang dé hut, loc khong khi véi kich thuéc 16 khac nhau dé loc vi khuan, virus.

Hinh 2.12. Buong cdy vo tring

Ngoai ra budng cdy vé tring con duoc trang bi dén chiéu tir ngoai UV, dén chiéu
séng va phu kién cho viéc stir dung gas dé khir trung. Tuy thuéc vao mac d6 vo trung
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ma nguoi ta chia thanh cac buéng ciy dac biét s dung cho nhitng thao tac lién quan
den céc virus gay bénh nguy hiem.

1.5.2. Qugt théng gid, thiét bj loc khong khi

Hinh 2.13. Quat théng gié Piéu hda
Diéu hoa, luu thong, loc khdng khi trong phong thi nghiém.
1.5.3. Pén tir ngogi treo tran hodc treo twong

Hinh 2.14. Dén tir ngoai treo tuong

~ Deén tr ngoai (UV) ¢ tac dung khtr trung trong phong thi nghiém. Trugc khi
tien hanh lam viéc trong phong cay can khtr trung bang deén tir ngoai it nhat la 15 phat.

1.5.4. B6 dung cu cdy

Hinh 2.15. B dung cu cdy



25

Bao gom: panh, kéo, dia cdy, que cdy...

Ngoai ra, dé tién lgi can c6 céc loai thiét bi khac nhu: gid, ban dé méi truong, xe
day dé di chuyén méi trudng, binh méi truong tir phong pha méi truong téi phong nudi
cay.

1.6. Thiét bj, dung cu nudi mdu cay

! y by
- m : : e e
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Hinh 2.16. Hé thang gian gia cé dén hupnh quang dé nudi cay
- Thiét bi, dung cu nudi sang
- Thiét bi, dung cu nudi toi
- Cac gian dén huynh quang nhiéu ngin
- May diéu hoa nhiét 46
- Céc thiét bi va dung cu nudi cy té bao don
- Ta am.
1.7. Dung cu thay tinh trong phong thi nghiém
1.7.1. Khai niém

Thay tinh 1a mot chét ran v dinh hinh dong nhat, c6 gdc silicat, thuong duoc
pha tron thém cac tap chat d€ c6 tinh chat theo y muon. Cac loai dung cu thuy tinh trong
phong thi nghiém thuong bang thuy tinh borosilicat, thach anh nau chay hogc oxyd
sillic nau chay khac do tinh bén virng hoa hoc cao hon va hé so gian no cua loai thuy
tinh nay thap.

1.7.2. Y&u cau doi véi dung cu thuiy tinh ding trong phong thi nghiém

Chiu hda chat: la thuy tinh trung tinh, chiu dugc hau hét cac héa chét, dung dich
an mon manh‘é nhiét do cao (ngoai trir HF la dung dich acid c¢6 d6 an mon cao nhat
tham chi tai nong d¢ thap).

Tinh chiu nhiét: chiu dugc nhiét do cao, shock nhiét.

Ngoai ra dung cu thuy tinh dung cho phong thi nghi¢m can phai sach vé mit hoa
hoc (kh()ng dll'nh cac chat hiru co hodc vo co) va sach vé mat vi sinh vat hoc (kh()r}g
chtra bat ky te bao vi sinh vat hay bao tir cia chung). Do vay, trudc khi st dung thi can
dugc ria sach va khir trung.
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1.8. Céch rwra dung cu thay tinh
~ Nhin chung tat ca cac dung cy thiy tinh trong phong thi nghiém déu phai rua rat
can than, phai that sach, that kho trudc khi st dung.

1.8.1. Xur ly dung cu truoc khi rua

Dung cu thay tinh méi mua, chua sﬁ"dung, cAn ngdm nudc ho‘éc (jung dich
H2S04 loang trong khoang 24 gio. Rua lai bang xa phong va nudc nhiéu lan cho toi
pH trung tinh.

Céc dung cu da sir dung dé nudi cdy vi sinh vat, nhat 12 cac vi sinh vat gay bénh,
trudc khi rira nhat thiét phai dugc khir trung bang hoi nudc ap luc cao trong ndi hap vod
trung (autoclave) dé giét chét cac té bao, bao tir caa vi sinh vat, dam bao an toan cho
ngudi rira, khdng reo ric mam bénh vao méi truong.

1.8.2. Rura dung cu thuy tinh

Sau khi tiét tring dung cu ban, thdo bo nit bong, méi truong, thach, cin ban
chura trong dung cu.

Trang dung cu bang nudc dé loai hét can ban.

_ Dung miéng nham tham xa phong hogc bong tham con dé lau sach cac ky higu
ghi bang but da trén thay tinh.

Chon chdi rua thich hop véi tiing loai ng hoic binh, mot dau nén budc miéng
mut nhé dé phan sit khdng choc thung day dng nghiém hoic day binh. Dung choi rira
tham xa phong co k¥ phia trong, dung khin mém thim xa phong co phia ngoai, ddi véi
cac dia petri chi can dung khian mém thdm xa phong co k§. Xa sach bang nude nhiéu
lan, trang lai bang nudc cat dé pH dat dén trung tinh.

Déi véi pipet can ngadm trong dung dich sunfocromat 1 ngay, chuyén sang binh
rua pipet tu dong qua dém hoac rira truc tiep dudi voi nude dé dong nudc chay bén
trong pipet, rira sach bang xa phong sau dé rira nwde nhiéu lan, trang lai bang nudc cat.

Néu dung cu ban nhiéu hoic dinh ddu m&, ngdm cac dung cu d6 vao dung dich
sunfocromic trong nhiéu gio sau do ria lai.

Dung cu sau khi rira phai dam bao pH dat (,ién trung tinh, ip nguoc dung cu cho
rao nuac, Iém kho 6‘nhiét d6 phong hoac dem say ¢ nhié:[ d6 600C - 800C trong vai
gio. Sau d6 cat gitr d6 thuy tinh khd hoac bao goi chung dé dem di khir trung.

1.8.3. Khe trung dung cu thay tinh
1.8.3.1. Chuan bi do thuy tinh dé khu triing

Pipet: nhoi mot miéng bong nho vira phai vao dau ong hit, cho vao ong bang
kim loai khéng gi c6 bdng ¢ phia dat dau nhon hoac dung giay bao goi tirng cai pipet
hogc bao goi theo ting bo c6 cung Kich ¢&, budc hai dau, danh ddu dau hat, sau khi khi
tring chi dwoc ma phan nay dé lay pipet ra dung, tay khong duoc cham vao phan dau
nhon cua pipet.

Dia petri: xép thanh chong khoang 5 bo dia, bao goi bang giay hoac xép vao ong
tru lam bang thép khéng gi hoac nhém.

Ong nghiém, binh tam giac, binh cau néu khong cé ndt thi nhat thict phai dugc
day nut bong. Dung béng mé& (béng khdng tham nude) dé lam nat. Nat bdng co6 chuc
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ndng nhu mdt dung cu loc khi v triing do vay can c6 do day vira phai dé khong khi co
thé di qua nhung vi sinh vét bi gitr lai, hon nira nut béng cling can phai lam dung kiéu
cach dé thuan tién khi thao tac thi nghiém.

1.8.3.2. Khur trung dung cu thay tinh

Khtr tring bang hoi néng kho: xép dung cu da bao goi kin vao ta siy, khong dé
bng c6 nat béng vao gia ¢ ngan dudi d& phong bdng chay. Khong xép qua chat dé
khong khi Ivu thong 1am néng déu dung cu can khir tring. Khir triing ¢ nhiét do tir 160-
1700C trong thoi gian 1 gio. Khi nhiét d6 trong ta khtr tring xudng dén nhiét do phong
méi duge ldy dung cu ra.

Khit triing bang noi hap udt (Autoclave) ding hoi nuéc &p luc cao (1210C, 1 at,
trong 30 phut) dé khir trung dung cu. Sau khi khir trung xong nén say khé trugce khi su
dung.

1.8.3.3. Bao quan dung cu thuy tinh

Dung cu thay tinh sau khi khir tring néu khdng sir dung ngay nén cho vao tdi
polyetylen budc chat, bao quan trong ta kin sach s¢, kho rao.

Céc loai dung cu nhu que gat, que cay thay tinh sau khi khir tring chi nén si
dung trong vong 1 ngay, hop petri trong vong 3 ngay, dng nghiém, binh tam giac, binh
cau khoang 7- 10 ngay néu bao quan tot. Néu dé qué 1au dung cu can duoc khir triing
lai trude khi dung.

* Luu y khi logi bo dung cu thuy tinh:

Thuy tinh khong c6 tinh chat mém déo ngan chan tic dong cua xung luc hogc
su ran nut va gay dudi tac dung cua lyc. Thuy tinh khi v, gay tao ra nhitng goc canh
sac rat nguy hiém, c6 thé lam ton thuong ngudi lam cong tac don dep trong phong thi
nghiém. Tat ca cac dung cu thuy tinh khi da loai bo can phai dugc khu trung va phai
bo vao thung rac chuyén dung cé canh bao chura vat sac nhon.

1.9. V¢ sinh céc thiét bi, dung cu dung trong vi nhan giéng

Bo dung cu cdy giong, cac thiét b thiy tinh (ong nghiém, binh tam giac) can
phai dugc v trung bang cach dwa di say ¢ nhiét do 160 — 1700C trong thoi gian 2 gio
trong tu say.

Cac phong cay, phong nuoi mau ciy phai dung cac chét tay rira nhu xa phong,

nuGce ria chen, con... dé vé sinh va dung nudc sach dé lau sach. Pinh ky khu tring
bang foocmol, bot lu:u huynh, cloramin B, .

Péi vai cac thiét bi khdng thé dung nudc dé vé sinh: may do pH, am ké, tu cay,
tu lanh, can... thi can phai dung khan khoé (c6 tham con néu can) dé lau sach.

2. Chuan bi vat liéu vi nhan giong

Vi nhan gi(‘)ngrlfi mot ky thuat hién dai, cé nhirng wu viét ma cac phuong phap
nhén giong truyén thong khong co dugc.

Vay thi cau hoi dat ra & day 1a: Chung ta phai nhan giéng cay gi, giong gi va bo
phan nao? D¢ vi nhan giong phat huy t6i da nhitng lgi thé ma né mang lai.
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Va liéu rang c6 phai bt ctr loai vat liéu nao ta ciing c6 thé chon dé nhan Ién va
deu mang lai loi ich kinh té hay khong? Vi trong san xuat thi bai toan kinh té luén phai
dat Ién hang dau.

Phan nay gilp chlng ta tra 15i cho nhitng van dé néu ra trén day.

2.1. Poi twong cia vi nhan giong
Cay trong c6 dac tinh néng hoc quy nhu: mau sac dep, c¢6 huong thom, 1au tan,
., dugc thi truong va chudng dan den nhu cau ngay cang tang.

Cay trong phu hop véi diéu kién sinh thai cua tirng ving, ¢6 kha nang dwa ra san
Xuat dai tra.

Cay trong kho sinh san bang hat hogc cay con trong tir hat d& phan ly, 1am cho
ham luong hat, chat lugng hoa khong 6n dinh, cay c6 theé dugc nhan vo tinh truyen
thong nhung hé s6 nhan giong thap (hoa rum).

Céc cay trong da bi thoai hod: Sau mot thoi gian dai nhan giéng vo tinh truyén
thdng, cac giéng hoa bi thoai hoa nghiém trong do nhidm mat sé loai nAm va vi sinh
vat gay hai dac biét 1a bénh do virus. Thuong ap dung véi nhung loai hoa trong bang
ngit ngon hay tach nhanh nhu: hoa cuc, cdm chudng, ddng tién..

Cay can nhan nhanh dong bd me dé san xuat hat lai
Can cha dong ngudn giéng chat lugng cao dé san xuit quanh nam.
Cay trong c6 nguy co tuyét ching, ngudn mau con lai 1a rat it

2.2. Lua chon cay giéng goc dé ldy mdu nudi cdy

Trudéc khi tién hanh nhan gidng in vitro can chon loc can than cac cay gidng gbc
lam ngudn mau cho nudi cay. Céc cay nay can phai sach bénh, dic biét 1a bénh virus
va dang & giai doan sinh truong manh.(Viéc tréng cac cady me trong diéu kién moi
truong thich hop véi ché do chdm soc va phong trir sau bénh hiéu qua truge khi Iay
mau cdy s& lam giam ty Ié miu nhiém, ting kha ning sdng va sinh truéng cia mau cy
in vitro).

Hinh 2.17. Noi thu thdp nguén mau

2.3. Lwa chgn mdu md (bé phén cdy) dwa vio nuéi ciy
Khi lay mau can chon ding loai mo, giai doan phat trién cua cay. Noi chung thi
mau dung trong vi nh&n giong co thé 1a bat cir md, co quan nao cua cay nhu: choi ngon,
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chdi bén, phién 14, cudng 14, ..., cac cdu trac phodi nhu 14 mam, cic co quan tu dudng
nhu ct,...Nhung dé chon co quan nuodi cay tot nhat phai can ctr vao:

2.3.1. Muc dich cia vi nhan giong
+ Nhan gidng két hop voi 1am sach virus: mau thuong 13 dinh sinh trudng.

+ Nhan gidng dé thu dugc hé s6 nhan gidng cao: mau thudng 1a manh cit ngang
14, lat mong té bao than, doanre, ...

2.3.2. Tudi ciia mau cay

Mau cang non tré thi phan ang véi diéu kign nudi cay cang nhanh, dé téi sinh.
Nubi cay dinh sinh truéng cua cdy non dé dang hon cay truong thanh, ty 1€ ra ré trong
truong hop nay dat 83%, trong khi véi cay trudng thanh chi dat 63%.

_ Matkhac, mau dua vao nudi cay dam bao do chin sinh ly thi khd néng phat sinh
choi cao. Mau qué non dé bi chét sau khi khur trung con néu qua gia thi kha nang tai
sinh lai kém.

Nhung d6 chin sinh ly mau nudi cay can phai xéc dinh qua thyc nghiém vi doi
véi moi loai cay trong thi giai doan lay mau t6t nhat thuong la khac nhau. Thi du nguoi
ta tién hanh nudi cdy trén ciing moi truong CaC mau cay thong do lan luot c6 tudi sinh
ly 1a 12, 13 va 18 thang va nhan thay rang mau 18 thang tudi 1a tét nhat vé kha ning tai
sinh cling nhu chét luong choi: cay cam chudng thi giai doan lay mau tét nhat 12 3 thang
sau trong, dong tién mau tét nhat 1a hoa chuwa nd..

2.3.3. Kich thwéc va vi tri 1dy mdu

Nhin chung, kich thuéc mau nudi ciy cang lon ty 18 tai sinh va séng s6t cua mau
cang cao va kich thuéc cang nhé thi cang khé nudi. Vi trong qua trinh khir tring mau
c6 thé cac hoé chat khir trung nhu HgCl2, Javen, con thim sau vao té bao, pha v& ciu
trdc va mot phan chic niang cua té bao. Tuy nhién mau nhé thi kha niang sach bénh
virus lai cao hon.

2.3.4. Thoi diém ldy mdu

Nén ldy mau vao thoi diém cay sinh truéng va phat trién manh nhit (thuong 1a
vao mua xuan). Tranh lay mau vao nhirng ngay mua, ngay c6 d6 am khong khi cao ma
nén lay vao ngay nang, kho rao.

Hinh 2.18. Cu lily Ngong hoa lan
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3. T6 chiic, sap xép day chuyén vi nhan giéng
3.1. Phong pha ché va x Iy méi trwong
L

Hinh 2.19. Phong pha ché méi truong

 Muc dich: rira, sy dung cu, xi Iy, pha ché va thanh tring méi truong dé nhan
giong.
Yéu cau: Phong phai dugc xay dung kién cd, sach s&, c6 dién tich twong doi
rong, thc‘)ng thoang, tién cho viéc di lai, thaq tac trong khi lam viéc. C6 hé thong dién
nudc day da an toan, cd duong thoat nudc tot.

Cau tgo: gom 3 khu vuc
- Khu vuc chuyén rira dung cu, nguyén liéu
- Khu vuc chuy@n pha ché, phéi tron nguyén liéu

- Khu vyc bé tri céc thiét bi dung cho sdy dung cu va thanh tring méi truong
nhan giong, khu vuc nay yéu cau hé thong dién day du va an toan.

3.2. Phong cdy

Hinh 2.20. Phong cdy giong

Muc dich:

- Phong dém: ding dé chira moi truong sau khi da khir tring

- Phong ciy: dung cho nhan gidng va cdy chuyén. Thuong thiét ké phong cay &
bén trong phong dém

Yéu cau:

- Phong dém: phai kién ¢, sach s&, kin nhung thong thoang va dam bao vo trung

trong qua trinh luu git méi trudng, phong céc it ctra ra vao, cira s6 cang tét, day du anh
séng.
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- Phong cay: Thuong thiét ké trong phong dém, phong co cua lua Iéch véi vi tri
cua ctra phong dém dé khoi gio l0a vao phong ciy. Xung quanh c6 thé lap dat hé thong
kinh hoic &p gach men dé tién loi cho cong tac vé sinh khir triing. Trong phong can lap
dat hé thong quat thong gi6, may diéu hoa nhiét a6 dam bao moéi truong cay kho thoéang,
vO triing. Phong cay can lap hé thong dén tir ngoai dam bao vo tring cho phong. Phong
cay thuong duoc b tri lién k& phong pha ché mai truong.

3.3. Phong nudi

Hinh 2.21. Phong nudi
Muc dich: dung cho viéc nudi cay.

Yéu cau: Pugc thiét ké ndi tiép véi phong Cay Phong phai kién cé, sach s&, trong
phong can lap dit hé thong quat thong gid, may diéu hoa nhiét do, dam bao nhiét do
ludn 6n dinh. Trong phong b tri cac gian gia dé cac binh nudi ciy.

3.4. Khu vc hudn luyén cay con

Huan luyén cdy: Cac cdy con hoan chinh trong méi trudng tao ré, dugc dua ra
mai truong bén ngoai phong nudi cy vai nhiét do 30-350C, cudng d6 anh sang 2000-
3000lux, trong thoi gian 14 ngay

Uom cay: Sau huan luyén, cay khoé manh, khéng nhiém khuan, den r&, cut ngon,
cong queo, thi dugc dua ra wom. Ttc d6 thach ra, cdy cit r& mam con 1cm rdi trong
vao bau. Bau wom cay 1a hdn hop gdm dit va cam dira (mun dira) theo ty & 1a 3/2 da
duogc xir ly bang Viben C ndng d6 0,3%. Trong diéu kién nhiét do 30-350C, &nh séng
che phi 50%, am do 80-85%. Sau 14 ngay thi cdy bén ré. Sau d6 4 ngay thi thao d&
man che phi va cham bon theo dung quy trinh ky thuat. Dén khi cay cao 25-30cm thi
dem trong.

3.5. Khu viee viwon wom

Vuon wvom 13 mot bo phan khéng thé thiéu duoc caa vi nhan giéng cay trdng.
Cay sau khi dugc huan luyén s€ dugc dua ra ngoai vuon wom dé thich nghi dan voi
diéu kién moi truong bén ngoai; sau do cdy giong du tiéu chuan méi dugc xuat vuon.
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Hinh 2.22. Khu vizc hudn luyén cay con

3.5.1. Chon dia diém thanh ldp vieon wom
Khi chon dia diém thanh 1ap vuon vom, can chi y mot sé yéu cau sau day:
- biéu kién khi hgu: Vudn wom phai dat ¢ noi c6 diéu kién khi hau phu hop véi
yéu cau sinh thai cua cac chang loai cay giong

- Dieu kién ddt dai: Khu dat xay dung vuon wom phai bang phing, co do dbc
nho hon 5° va tiéu thoat nudc tot.

- Nguon nude iz €6 ngudn cung cap da nude tudi tat ca cac thang trong nam,
bao dam yéu cau vé chat luong. Ngoai ra, vuon wom phai dat ¢ noi cé vi tri thuan lgi
vé giao thong, gan thi truong yéu cau cay giong.

3.5.2. Cac logi viron wom
Tuy theo nhiém vu va thoi gian st dung ma cé thé chia thanh 2 loai vuon uvom:

- Vuon vom cb dinh: 1 loai vuon wom c6 thoi gian st dung lau dai, thuc hién
ca 2 nhiém vu co ban cta vuon wom la chon loc, boi dudng giong tot

- Vuon wom tam thoi: Vuon wom nay chi ton tai trong mot thoi gian ngan sau
khi da hoan thanh nhiém vu cung cap giong cho san xuat.

B. Bai tap
Bai tap 1: Poc tén dung cac loai thiét bj ding trong cac phong cdy va phong nudi mau
cay? Cho biét muc dich cua cac thiét bi trén?

Bai tap 2: Thyc hanh khtr tring phong cdy, phong nudi miu ciy bang formol va bot
lwu huynh?

Bai tap 3: Thuc hanh van hanh néi khir triing: ndi ap suat hoac ndi Autoclave?
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Bai tap 4: Xac dinh vit ligu dat tiéu chuan dé tién hanh vi nhan giéng cho hoa lan, hong
mon, hoa ctc, lily va dong tién?
Bai tap 5: Thuc hanh lya chon cay gidng gbc ding tiéu chuan?
Bai tap 6: To chic, sip xép cac phong thiét bi, dung cu vi nhan gidng hop Iy, khoa hoc.
Bai tap 7: Thuc hanh lua chon vi tri thich hgp va xdy dung vuon wom?
C. Ghi nhé: Can chd y mot sb noi dung trong tam
- B6 phan thich hop nhat dé nudi cdy caa mdi loai cay giéng
- Tiéu chuan lva chon cay giéng gbc va vat lidu nudi cay.
- Yéu ciu vo trung ddi véi phong ciy, phong nudi mau ciy, ta cay va bo dung cu ciy
- Céc thiét bi dung cu dung cho vi nhan gidng: muc dich va cach sir dung.
- Day chuyén vi nhan giéng phi hop

- bia diém thich hop dé xay dung vuon vom
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BAI 3. CHUAN BI HOA CHAT VA PHA CHE MOI TRUONG DINH DUONG
M3 bai: VNG-03

Muc tiéu

Sau khi hoc xong bai nay hoc vién co ky nang

- Trinh bay dugc phuong phéap pha ché, bao quan hoa chit va méi trudng dinh dudng
su dung trong vi nhan giong;

- Phan loai dugc cac nhom héa chat can sir dung;

- Lya chon, thiét ké duoc cng thire moi truong dinh dudng phi hop véi cac muc
dich nuéi cay khac nhau;

- Pha ché, bao quan dugc hda chit va méi trudng nudi cay ding quy trinh ki thuat.

A. N¢i dung
1. Phan loai hda chat dung trong vi nhan gidng

Trong qué trinh vi nhan giéng mdi truong nuoi cay dugc xem la van dé quyét
dinh sy thanh bai cua qua trinh nudi cdy. Méi trudng nudi Cay cung cap céac chat dinh
dudng can thiét cho sy tang truéng va phan hoa trong suot qua trinh nudi ciy. Moi
truong vi nhan giéng tuy rat da dang nhung déu gdm maot sb thanh phan co ban sau:

- Cac mudi khoang da lugng va vi luong.

- C4c vitamin

- Nguén carbon: Mét sé loai dudng

- C4c chat diéu hoa sinh truéng

- C4c chat bd sung khac

- Chit 1am thay d6i trang thai méi truong: Cac loai thach

Hinh 3.1. Mgt sé logi hda chdt dung trong vi nhan gidng

Nhin chung kho c6 thé phan loai mét cach ré rang vi mdi loai hoa chét duoc st
dung cho nhiéu muc dich khac nhau nhung c6 thé phén loai mot cach tuwong d6i nhu
sau:
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1.1. Nhém hoa chdt khit triing

‘Su phat trién ctia nam, vi khuan rat bat lgi cho qua trinh vi nhan gidng. Vi vay,
mau cay can dugc Khir triung truéc khi vao mau dé tién hanh vi nhan giéng. Mot s6 hda
chat kht tring phé bién:

1.1.1. Con

Con dung dé khir tring mau cdy Ia loai con 70%. Con thuong pham bén trén thi
truong thuong la con 96%, nén khi sir dung can pha con tir 96% thanh 70%.

Ngoai ra, con con dugc dung nhicu dé vé sinh tay, dung cu cy...trong khi tién
hanh vi nhan giong.
1.1.2. Cac hoa chat khet tring khéc

Céc hoa chit khtr tring khac thuong dugc st dung nhu: H202, NaClO, Ca(CIO)z,
HgCl2 ... Cac hoa chét nay thuong dugc dung dé khir tring cac loai miu cay ¢ giai
doan vao mau (giai doan nudi cay khai dong).
1.2. Nhém c&c nguyén té tgo mdi truwong dinh dwong

La nhom cac nguyén t6 cung cép day du cAc chat dinh dudng can thiét cho cay
trong qua trinh vi nhan giong.

- Ngudn carbon: Céc loai dudng: Saccaroza, glucoza...

- Nhom cac nguyén té da luong: Gom 6 nguyén té: Mg, Ca, P, S, N, K

- Nhém cac nguyén té vi luong: Gom cac nguyén tb: Fe, B, Cl, Cu, Mn, Mo,
7Zn...

- Céc Vitamin

- Nhém chét acid amin

- Nhém céc chat auxin

- Nhém cac chét cytokinin

1.3. Céc chdt bé sung khéc
Dung dich hiru co ¢6 thanh phan khong x4c dinh nhu nuéc dura, dich chiét nam
men... dugc bo sung vao moi truong...

1.4. Nhém héa chdt lam dong cikng méi truwong

Dbi véi nudi cay tinh néu sir dung maéi trudng long, md c6 thé bi chim va chét
vi thiéu oxi. Bé tranh tinh trang nay méi truong nudi ciy duoc lam dac lai bang thach
agar (mot loai Polysacharid cua tao).

2. Vai tro, dic tinh ly, hoa, sinh hec ciia cac hda chat dung trong vi nhan gidng
2.1. Nguyén té da lwong

Céc nguyén t6 da lugng gom 6 nguyén t6, Mg, Ca, P, N, S va K 1a can thiét va
thay doi tuy vao ddi twong nudi cay. Nhin chung nhu cau cua thuc vat vai cac nguyén
t6 nay ¢ nong d6 > 0,5 mM. Nguyén té da luong c6 nong do cao nhat trong cac moi
truong nudi cidy md va té bao thyc vat.

Céc nguyén t6 da lugng co chtrc ning cung cip nguyén li¢u dé md hoac té bao
thuc vat xay dung thanh phan cau tric va chiic nang trong sinh tong hop protein (nhu
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N va S), téng hop Nucleotit (nhu P, N, S), tong hop thanh té bao (Ca) hoic gilp cho
qua trinh trao doi chat giira té bao thyc vat véi moi truong dugc thuan loi.

Hinh 3.2. M4t s¢ hda chdt thugc nhoém da liong

2.2. Nguyén té vi lwong

Nhom cac nguyén té vi lugng gom: Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Co, B, I, Ni, CI, Al bao
chung déng vai tro quan trong trong cac hoat dong cia enzim. Cac nguyén té nay duoc
st dung & ndng do thip (ndng do < 0,5 mM) dé bao dam su sinh trudng va phat trién
binh thuong cua cay.

2.3. Cac vitamin

Tat ca cac té bao duogc nuoi ciy déu cd kha nang tong hop tat ca cac loai vitamin
co ban nhung thuong 12 véi s luong dudi mac yéu cau. dé md c6 stc sinh ‘truong t6t
phai b6 sung vao méi trudng mot hay nhiéu loai vitamin. Céc vitamin 1a rat can thiét
cho céac phan ng sinh hoa.

Céc vitamin sau ddy dwoc sir dung pho bién: inositol, thiamin HCI (B1),
pyridoxine HCI (B6), nicotinic acid trong d6 vitamin Bl la khong the thieu va duoc st
dung trong hau hét cac méi treong nudi cay mo va té bao thuc vat.

Inositol thudng dugce néi dén nhu mot vitamin kich thich mot cach tich cuc dbi
Vi su sinh trudng va phat trién caa thuc vat, miac du né khéng phai 1a vitamin can thiét
trong moi truong hop. Cac vitamin khac dac biét la nicotinic acid (B3), canxi
pantothenate (B5) va biotin ciing dwoc sir dung dé nang cao strc sinh truéng cia mo
nudi cay. Anh huéng cua vitamin lén sy phét trién cua té bao nudi cay in vitro & céac
loai khac nhau nhau 1a khac nhau tham chi nd con cé thé gay hai.

2.4. Nguén carbon

Trong nudi cdy md, céac té bao chua co kha ning quang hop dé tong hop nén
chat hitu co nén nguoi ta phai dua vao méi trudng mot luong hop chét carbon nhat dinh
dé cung cap ning lugng cho té bao va mo. Nguon carbon ¢ ddy 1a cac loai duong khoang
20 — 30mg/l c6 tac dung gitip d& md té bao thuc vat tong hop cac chat hitu co, giup té
bao tang sinh khoi, ngoai ra n6 con co vai tro la chat tham thau chinh cia moi trudng.
Nguoi ta thuong sir dung hai loai duong: Saccarose va glucoze.

2.5. Cac chdt diéu hoa sinh truéng

Céc phytohormon 1a nhitng chat c6 tac dung diéu hoa sinh truong va phat trién
cua thuc vat. Chung dong vai trd quan trong trong qua trinh sinh truong va phét trién
cua thyc vat nhu: Phan chia, biét hod té bao.... Ngoai ra n6 con anh huong dén qua trinh
130 hoa md va nhiéu qua trinh khac. Cac phytohormon cd thé chia thanh 5 nhém: Auxin,
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Cytokinin, Giberilin, Ethylen, Abscisic Acid. Chiing la yéu t6 rat quan trong trong méi
treong quyeét dinh su thanh cong cua két qua nubi cay.

2.5.1. Nhdm céac chdt auxin

Nhom nay gdm c6 cac chét chinh 1a: IBA (3 —Indol butyric acid), IAA (Indo
acetic acid), NAA (Napthyl acetic acid).... trong nudi cdy mé thuc vat auxin thudng
dugc str dung dé kich thich su phan chia té bao, biét hod ré, hinh thanh mé seo, kim
ham sy phat trién chdi va tao ra cac ré phu.

2.5.2. Cytokinin

Cytokinin duoc bd sung vao mai truong chi yéu dé kich thich sy phan chia té
bao va quyét dinh sy phan hoé chdi bat dinh tir md seo va co quan. Cac hop chit thuong
su dung la: Kinetin (6—-Furfuryl aminopurine- C10H9N05) BAP (6- benzyl amino
purine), Zip (Izopentenyl adenin), Zeatin. Trong cc chat nay thi kinitin va BAP dugc
st dung phé bién nhat vi chling c6 hoat tinh cao ma gia thanh ré.

Tuy vao ting hé md va muc dich nudi cdy ma cytokinin duoc st dung & cac
nong d6 khac nhau. & nong d6 thap (10-7 - 10-6M) ching c6 tac dung kich thich sy
phan hod té bao, & ndong do 10-6 - 10-5M chdng kich thich sy phan hoa chdi. Trong
nudi cidy mo dé kich thich sy nhan nhanh nguoi ta thuong s dung cytokinin véi nong
do 10-6 -10-4M.

2.5.3. Giberellin

Nhom nay c6 khoang 50 loai hormone khac nhau nhung quan trong nhat 1a GAs
(Gibberellic acid 3). GAs ¢ tac dung kich thich nay mam cua cac loai hat  khac nhau,
kéo dai cac 1ong d6t than canh. Bén cach d6 GAs con c6 tac dung pha ngu cac phdi, tc
ché tao ré phu, ciing nhu tao chdi phu. Ngoai ra né con anh hudng dén sy ra hoa cua
mot s6 thue vat va ¢ tc dung rut ngan thoi gian sinh truéng sinh dudng cua cay.

2.5.4. Abscisic Acid (ABA)

La chét trc ché sinh truong trong ty nhién nhung van dugc ding trong nudi cay
in vitro. ABA c0 anh hudng am tinh dén md nudi cay in vitro. Khi ABA tuong tac véi
BAP cho hé s6 nhan choi cao hon khi dung BAP riéng r¢.

2.5.5. Ethylen

C6 biéu hién tac dong hai chiéu né kim hadm su hinh thanh choi ¢ giai doan sém
nhung lai kich thich phat tri€n choi ¢ giai doan mudn. Trong mot so truong hop ethylen
c6 tac dung kich thich hinh thanh ré nhung trong mét so6 truong hop no lai Kim hdm qué
trinh nay.

2.6. C4c chdt bé sung khac

Dung dich hitu co c6 thanh phan khong x4c dinh nhu nuéc dira, dich chiét nam
men... duoc bo sung vao mdi truong co tac dung kich thich sinh truéng md seo va cac
co quan khac. Nuéc dira duoc sir dung vao nudi cay in vitro tir nam 1941 va dugc ang
dung kha rong rai trong cac moi trudng nhan nhanh in vitro. Trong nudc dira thuong
chira céac acid amin, acid hiru co, duong, ARN va AND. Bac biét trong nudc dira con
c6 chira nhitng hop chat quan trong cho nudi cdy mé do6 1a: Myoinositol, cac hop chat
6 hoat tinh auxin, cac Glucid cuaa Cytokinin.
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2.7. Chdt lam dong cikng méi truwong

Déi véi nudi cay tinh néu sir dung maoi trudng long, md cé thé bi chim va chét
vi thiéu oxi. Dé tranh tinh trang nay méi trudng nudi ciy duoc lam dic lai bang thach
agar ( mot loai Polysacharid cua tao) va mé duogc nudi cy trén bé mit cia méi truong.
Nong d6 agar trong mdi truong dao dong trong khoang 6 - 10 g/ | tuy theo muc dich
nuol cay.

Hinh 3.3. Mét s¢ héa chdt vi lwong, chdt diéu tiét sinh trieong

2.8.. Danh muc cac chdt cho nudi cdy can dung trong vi nhan giéng

Thanh phan MS(1) VW(2) B5(3) WP(4)
Da lugng
KNO3 1900,00 925 2500
NH4NO3 1650,00 400
MgSO4 .7H20 370 200 250 370
KH2PO4 170 250 170
CaCl2.2H20 440 150 96
(NH4)2S04 500 134
Ca(NO3)2 .4H20 556
K2S04 990
NaH2PO4 250 150
Vi lwgng
Kl 0,83 0,75
H3BO3 6,2 0,75 6,2
MnS0O4.4H20 23,2 7,5 10
MnS0O4.H20 22,3
ZnS0O4.7H20 8,6 2 8,6
CuS0O4 .5H20 0,025 0,025 0,025
CoClI2. 6H20 0,025 0,025 0,025
NaZzMo0O4.2H20; 0,25 0.25 0,25
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FeS0O4.7H20 27,8

Na2EDTA.2H20 37,3

Sodiumferric

EDTA 28 30

Vitamin va acid amin

Myo — inositol 100 100 100

pyridoxine HCI 0.5 1

Glycine 2 3

Nicotin acid 0,5 1

Thiamin HCI 0,1 10

Sucrose(g/l) 30 20 20 20
Chu thich:

1- Moi truong Murashige & Skoog
2- Vacin & Went
3- Moéi truong Gamborg B5 Medium.
4- Moi truong McCown Woody Plant Medium
- Ngudn cacsbon bé sung: Thuong dung 1a dudng Sucrose, glucozo.

- Céc chat hiru co khac: Myo — inositol, pyridoxine HCI; IAA; Glycine; Nicotin
acid; thiamin HCI; Kinitin; Edamine.

- Chit 1am d6ng ctrng méi trudng: agar

3. Pha ché hoa chat va bao quan dung dich me

Pha va str dung dd me 1a rat can thiét, gidp 1am giam su lap lai cac thao tac trong
ltc pha méi truong, ddng thoi viéc can truc tiép cac thanh phan méi trudng (khoang vi
lugng, cac chit diéu hoa sinh truéng thuc vat) co trong luong thap (mg hoac p g) la
khong chinh xac. Hon nira, dd dich me cua mot s6 héa chat thuong on dinh hon va c6
thé trit dugc trong thoi gian 1au hon 1a cac dd pha lodng.

- DD me ciia khoang da lugng nén pha véi nong do gap 10-50 lan dd chuan. DD
me ctia muoi Canxi nén pha riéng dé tranh ket taa.

- DD me cuia khoang vi lwong nén pha nong o gap 100-200 lan dd chuan.

- DD me ciia vitamin va c4c chét diéu hoa sinh truang nén pha véi nong do 100-
1000 lan so véi dd chuan. Cac chat di€u hoa sinh truong kho tan trong nudc, khi pha
dung dich me phai chu y dén dung mdi hoa tan cia moi chat, thwong la: Con, NaOH,
HCI.

Pha ché dung dich me theo méi truong Murashige-Skoog (MS, 1962): Chia moi
truong MS ra lam 5 phan: MS1, MS2, MS3, MS4, MS5 (Bang 3.1).
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Bang 3.1: Céc chat va nong do sir dung ctia moi truong MS

Nong dé trong | Dung tich dung

. Nong do n dung
Héa chat dung dich me|cho 1 lit modi
(mg/l) (g/400 ml) trwong (ml)
MS1: KNOs 1900 38,0 )
KH2PO4 170 3,4 (x50) 20
NHsNO3 1650 33,0
MgS04.7H.0 | 370 7.4
MS2: CaCl,.2H,0 | 440 17,6 (x100) 10
MS3: HsBOs3 6,2 0,248
MnS04.4H,0 22,3 0,892
CoCl.6H,0 0,025 1,000
CuS04.5H,0 0,025 1,000 | (x100) 1 1
ZnS04.7H,0 8,6 0,424
Na;M004.2H,0 0,25 10,000
KI 0,83 33,200
MS4: FeSO4.7H,0 | 27,8 1,012 } (x100)
Na,-EDTA 37,3 1,492 10
MS5:Myo-Inositol | 100 4,000 )
Thiamine.HCI 0,1 0,004
Pyridoxine.HCI 0,5 0020 & 100 |44
Acid nicotinic 0,5 0,020
Glycine 2 0,080

3.1. Cach pha ché va bdo qudn khodng Pa lwong va Vi lwong
3.1.1. Chudn bj dung cu, héa chat

* Dung cu: Cén phén tich, may ,khué‘y tur (hoac dua thuy tinh), dung cu do luong,
lo dung dung dich sau khi pha, nuéc cat 2 lan, ta lanh bao quan dung dich sau khi pha...

* Hoa chat: Chuan bi cac hoa chat can thiét (xem danh muc hoa chat ¢ bang 2.1-
MS1, MS2, MS3 va MS4).

3.1.2. Cdc budéc tién hanh
a. Pha MS1

Lay 300 ml nuc cat vao coc thuy tinh ¢6 chia vach dung tich 11, dat 1én may
khuay tir (hoac khuay bang dua thay tinh), khoi dong may.

Can chinh xac 38,09 KNOj3 cho vao cbc, khudy cho tan hét. Lan luot can chinh
xac 3,49 KH2POys; 33,09 NH4NOs3; 7,49 MgS0O..7H20 cho vao coc (Cha y: Sau khi tan
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hét hoa chat trong céc mai thém chat khac vao). Sau d6 thém nudc cit vao cho du
400ml.

D6 dd MS1 di pha xong vao lo thay tinh va dan nhan cho dd.
b. Pha MS2

Céach pha nhu MS1, nhung thay héa chat bang 17,69 CaCl,.2H:0.
c. Pha MS3

Cach pha nhu MSI, nhung thay héa chit bang 0,248g HsBOs. 0,892g
MnS04.4H,0; 1,000g CoCl..6H.0; 1,000g CuSO04.5H,0; 0,424g ZnS0..7H20;
10,000g NazM004.2H,0; 33,2009 KI.

d. Pha MS4

Cach pha nhu MS1, nhung thay hoa chét bing: 1,012g FeSO4.7H.0; 1,492g
Na,-EDTA.

3.1.3. Phuong phap bao quan

DD me ciia khoang da lugng ¢6 thé trit dugc trong vai tuan IE ¢ trong t6i, thoang
mat. Tot r]hﬁt la trir trong ta lanh o nhiét do 2-4°C. dd me nén duoc loc qua dé loai bo
nhitng phan khong tan trudc khi cat trir.

DD me cua khoang vi lugng nén duoc cét trix trong ti lanh hoac ti dong cho dén
khi str dung, véi cach nay cd thé bao quan trong 1nam ma khong thay doi tinh chat.

DD me MS4 phai chira trong chai mau va trir trong ta lanh
3.2. Cach pha ché va bdo qudn vitamin (MS5)
3.2.1. Chudn bj dung cu héa chat
Gidng nhu pha dd khoang da lwong va vi luong. Danh muc hoa chat xem & bang
2.1-MS5.
3.2.2. Cdc buc tién hanh

Céach pha nhu khoang da lugng va vi luwong chi khac la can chinh xac: 4,000g
Myo-Inositol; 0,004g Thiamine.HCI; 0,020g Pyridoxine.HCI; 0,020g Acid nicotinic;
0,080g Glycine.

3.2.3. Phuong phap bao quan

DD MS5 dé bi nhiém do nam, tap khuan nén trir trong ta dong cho dén khi st
dung. Nén chia san dd me MS5 ra nhiéu lo nhé, mdi lo du dung cho vai lit méi trudng
va bao quan trong ngan da.

DD MS5 c6 thé trit dugc an toan trong tu lanh tir 2-3 thang va khong nén sir
dung khi qué thoi gian do.

3.3. Cach pha ché va bdo qudn chit diéu hoa sinh truéng
3.3.1. Chudn b; dung cu hoa chat

* Dyng cy: Giéng nhu pha dd khoang da luong va vi lugng.

* Hoa chat: Danh muc h6a chat xem Bang 1.6. chuan bi Con 95°, dd NaOH 1N,
dd HCI 1N
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3.3.2. Cdc buéc tién hanh

Nong d6 chat diéu hoa sinh truong trong dd me thuong 1a 1mg/iml. Mai chat
dugc pha riéng va chira trong cac lo khac nhau. Bai nay trinh bay cach pha cho 50ml
dd me.

a. Pha dd me nhom auxin: 2,4D; IAA; IBA; NAA

2,4D: Can chinh xac 50mg 2,4D cho vao coc ¢d dung tich 100ml, thém vao 15-
20 ml con 95°, khuay déu cho dén khi tan hét hoa chat trong coc, thém nudc cat vao
cho @i 50ml. Cho dd da pha xong vao lo chira, dan nhan cho dd.

IBA: Cén chinh x&c 50mg IBA cho vao cdc ¢6 dung tich 100ml, thém vao 15-
20 ml con 95° hoac vai ml NaOH 1N, khuay déu cho den khi tan hét hda chat trong coc,
thém nudc cat vao cho du 50ml.Cho dd da pha xong vao lo chtra, dan nhan cho dd.

IAA va NAA: Pha giéng nhu IBA.

b. Pha dung dich me nhém cytokinin: (BAP, KIN, GAs): Cach pha giéng nhu nhém
auxin, nhung chu ¥ dung mdi cua BAP va KIN la dd NaOH 1N hoac HCI 1N; dung
moi cia GAgz la Con 95°.

* Can chay, chét sinh trudng co thé tac dong 1én moé nudi ciy & nong d6 rat thap
10°°. Can diing riéng pipet cho ting loai chat sinh truang mot vachuy rua can than céc
ly, céc, chai lo da dung va dung pha cac chat sinh trudng ¢ néng do cao. Trir IAA va
GAs, cac chat sinh truong con lai duoc coi 1a bén viing trong qua trinh hap vé trang.

3.3.3. Phuong phap bao quan

IAA va IBA: phai dugc chira trong chai mau, trir trong ta lanh & nhiét @6 0-4°C.

2,4D; NAA: c6 thé bao quan & nhiét dd phong hoic trong ta lanh. Thoi gian bao
quan co thé kéo dai vai thang.

BAP; KIN; GAas: trir trong ta lanh ¢ nhiét do tir 2-8°C, bao quan 2-3 thang.

T4t nhat dd me chét diéu hoa sinh truéng nén pha mot lugng da ding va pha lai
hang thang.

3.4. Nhitng véin dé can lwu y khi sir dung dung dich me
_ Dung dich me bj nhiém: thuong do 3 nguyén nhan chinh sau, khi dd me bj tap
nhiém can phai huy ngay.

+ Nhiém sira thudong xuat hién huyén phl cua sita trong dd me.

+ Nhiém nam thuong thay soi to hay cac cum hinh cau tri noi trong dd me.

+ Nhiém khuan thuong béc mui hoi.

Bao quan dd me: ton trir cac dd me trong ta lanh c6 nhiét ¢ bao quan 6n dinh,
tuy loai dd me ma cé nhiét @6 bao quan khac nhau. Khi sir dung dd me, thao tac can
phai nhanh va dua vao tu lanh ngay dé tranh tap nhiem.

Sy két tia dd me: day 1a phan ng ctia céc chat ¢ canxi, photphat va magie.
Thuong xuat hién ket tua do li€u lugng pha dd me quéa dam dac va khéng theo tuan tu
cho vao hon hgp gitra cac chat.
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3.5. Nhing vén dé can lwu § khi bao quan héa chat
Hoa chat sau khi pha xong phai dugc chira trong lo thuy tinh nat mai c6 ntt day
Kin.
Phai c6 nhin cho hoa chét da pha: noi dung phai + Tén hda chét
+ Nong do cua hoa chat
+ Ngay pha
Hoa chat phai co noi dé riéng voi cac dung Cu khéc, noi bao quan hoa chét phai

khd réo thodng mat. Phai dam bao duoc c4c yéu cau vé bao quan ddi voi mdi loai hoa
chét khac nhau.

4. Pha ché bao quan mdi trwong dinh dwéng
4.1. mgt sé6 méi trwomg nén nudi cay phé bién

Khi khai sy cdng tac nubi cay moé doi vai mot s6 doi tuong nhat dinh, van de dat
ra 1a chon moéi truong nao cho thich hop. Trong hang trdm moi truong do rat nhicu tac
gia de nghi‘cho,nhiéu loai cdy khac nhau, hién nay, moi truong MS duoc cho la giau,
can bang ve chat dinh dudng va thich hop cho nhiéu loai cay. Maéi truong WP l1a moi
treong thich hgp cho nudi cay cay than go.
4.2. Cong thirc va cach pha ché méi trwong nudi cay

_ Mirc d thanh cong cua ky thuat nudi cay mo va te bao thuc vat lién quan den

nhiéu nhan t6. Mot nhan t6 quan trong nhat 1a chon lya thanh phan méi truong dinh
dudng va cac chat diéu hoa sinh truong thyuc vat.

Sau ddy 1 cong thuc va cach pha ché méi truong nudi cay.
4.2.1. Cong thirc va cach pha ché méi truong tao mau
a. Cong tharc:

- Moi truong WP (hoac MS)

- 20g duong Saccaroza

- 8g agar.

-pH 5,8
b. Cach pha 1L méi truong:

* Chuan bi dung cu hoa chat:

- Dung cu: May khuay tir (hozc dua thuy tinh), dung cu do luong, coc thuy tinh

dung tich 2lit, bép gar (hoac bép dién), ndi nau moi truong, nuoce cat hoic nudc khir
ion, bong khong thadm nudc hoac gidy nhom, may do pH, ndi hap vo tring.

- Héa chat: DD me WP: WP1, WP2, WP3, WP4, WP5; duong saccaroza; agar,
dd NaOH 0,1N, dd HCI 0,1N.
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Bang 3.2. Céc chat va nong do sir dung caa méi truong WP

Héachat  |Néng dd mg/L D“”g /g(i)%hmslt“k D“;%ic[‘r‘;g}f’; it
WP1
NH4sNO3 400 8
MgSQ4.7H20 370 7,4 10 mi
KH2SO4 170 3,4
K2SO4 990 19,8
WP2
CaCl2.2H.0 96 1,92
Ca(NOs)2.4H20 556 11,12 1oml
WP3
H3BOs 6,2 0,124
CuS04.5H:0 0,25 5 mg
MnSQO4.H20 22,3 0,446 1oml
Na2M00s.2H.0 0,25 5 mg
ZnS04.7H0 8,6 0,172
m
Na:EDTA 37,3 0,746 10 mi
Fe2S04.7H20 27,8 0,556
WP5
Myo-Inosytol 100 2
Glycine 2,0 40 mg
Nicotinic acid 0,5 10 mg 1oml
B6 (Pyridoxin acid) 0,5 10 mg
B1 (Thiamin acid) 0,1 2 mg

Cach tién hanh pha méi truong WP ciing twong tw nhw méi trieong MS, nhung
mét dieu nén cha y rang méi truong WP nay chu yeu dé s dung cho mot so loai cay

than gé. Vi du nhuw cdy keo lai, cdy gié, cay bach dan, ...

* Cac budc tién hanh:

- Cho khoang 500ml nudc cat vao coc thiy tinh thi nhat co dung tich 2lit dat

lén may khuay tir.

- Dung pipet lan luot lay chinh xé&c va thém vao 10 ml dung dich me WP1, 10

ml WP2, 10 ml WP3, 10 ml WP4 va 10 ml WP5, ludn ludn khuiy déu.
- Thém 20 g saccharose vao dung dich WP trén va khudy tan.
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- Do pH ciia dung dich bang may do pH, ding HCI 0,IN hodc NaOH 0,IN dé
dieu chinh pH den 5,8.

- Lay 8 g agar cho vao 1 coc thuy tinh thir hai (loai chiu nhiét va trung tinh), bo
sung 400 ml nudc cat va dun soi bang bép gar. Khuay déu cho dén khi tan hét agar.

- D6 dung dich & coc thir nhat vao céc thi hai, khudy déu va dinh mic 1lit bang
nuoc cat.

- Phan phdi moi truong da chudn bi vao céc binh tam giac hodc ong nghigém hoac
cac loai binh nudi cay khac (khoang 50ml/binh tam giac hoac 10ml/6ng nghiém). Can
chia xong moi truong trudc khi dung dich ngudi xuong dudi 50°C.

- Ndt bong (hogc boc bang gidy nhom) dng nghiém hozc binh tam giac, boc gidy
lai va dem hap khtr trung.

4.2.2. Cong thitc va cach pha ché méi truong nhan nhanh
* COng thtc va cach pha ché mai truong tao chdi
a. Cong tharc
- Moi truong WP (hoac MS)
- Chét diéu hoa sinh trudng: auxin/cytokinin < 1
- 30g duong Saccaroza
- Nuéc dura: 10%
- 8g agar.
-pH 5,8
b. Cach pha 11 méi trwong:
+ Chuan bj dung cu hda chit:

- Dung cu: May khudy tir (hoic dua thuy tinh), dung cu do luong, cbe thuy tinh
dung tich 2lit, bép gar (hodc bép dién), ndi Nau moi truong, nudc cat hoic nudc khir
ion, bdng khong thdm nudc hodc gidy nhom, may do pH, ndi hap vd tring.

- Hoéa chat: DD me WP: WP1, WP2, WP3, WP4, WP5; dd me chat diéu hoa sinh
tredng; duong saccaroza; agar, dd NaOH 0,1N, dd HCI 0,1N.

+ Céc budc tién hanh:

- Cho khoang 500ml nudc cat vao coc thiy tinh thir nhat 6 dung tich 2lit dat
Ién may khuay tur.

- Duing pipet lan luot lay chinh xac va thém vao 10 ml dung dich me WP1, 10
ml WP2, 10 ml WP3, 10 ml WP4 va 10 ml WP5, luén ludn khuay deu.

- DUng pipet lay chinh xac lugng chat diéu hoa sinh truong can ding thém vao
dd trén.

- DUng 6ng dong thém vao dung dich trén 100ml nudc dira, khuay déu.
- Thém 30g saccharose vao va khuay tan.

- Do pH cua dung dich bang may do pH, dung HCI 0,1N hoic NaOH 0,1N dé
dieéu chinh pH dén 5,8.
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- Lay 8 g agar cho vao 1 coc thuy tinh thir hai (loai chiu nhiét va trung tinh), bo
sung 400 ml nudc cat va dun soi bang bép gar. Khuay déu cho dén khi tan hét agar.

- D6 dung dich & coc thir nhét vao céc thir hai, khudy déu va dinh mic 1lit bang
nudc cat.

- Phan phdi moi truong da chuan bi vao céc binh tam giac hodc ong nghigém hoac
cac loai binh nudi cay khac (khoang 50ml/binh tam giac hodc 10ml/6ng nghiém). Can
chia xong moi truong trudc khi dung dich ngudi xuong dudi 50°C.

- Nt bong (hogc boc bang gidy nhom) ong nghiém hozc binh tam giac, boc gidy
lai va dem hap khtr trung.

* COng thic va cach pha ché mai truong tao cum chdi
a. Cong tharc
- Moi truong WP (hoac MS)

- Chat diéu hoa sinh truong: auxin/cytokinin < 1, nhung néng do auxin va
cytokinin déu tang.

- 30g duong Saccaroza

- Nuéc dura: 10%

- 8g agar.

- pH 5,8
b. Cdch pha 11 méi trwong: giong nhw pha méi trwong tao chai.
4.2.3. Cong thirc va cach pha ché méi truong tao cay hoan chinh
a. Cong tharc:

- Moi truong WP (hoac MS)

- Chit diéu hoa sinh truong: auxin/cytokinin >1

- 20g duong Saccaroza

- 8g Agar.

-pH 5,8
b. Cdch pha 11 méi trwong: Qua trinh chuan bi va cach pha ché giong nhu méi truong
nhan nhanh.
4.3. Kh’ﬁ’ tring maoi trieong Nuoi cay ’ ,
4.3.1. Y nghia cua v0 trung trong nuéi cay mo va te bao thuc vat

Moi trudng dé nudi cdy md va té bao thuc vat ¢d chira duong, mudi khoang,
vitamin... rat giau dinh dudng thich hop cho cac loai nAm va vi khuan phat trién. Do
tbc d6 phan bao cta nim va vi khuan nhanh hon réat nhiéu so véi té bao thuc vat, néu
trong moi truong nudi cay chi nhi€ém mot vai bao tir nAm hodc vi khuan thi sau vai ngay
dén mot tuan, toan bo bé mat méi trudng va mod nudi Cay sé phi day mot hoic nhleu
loai nam va vi khuan. Thi nghiém phai bo di vi trong diéu kién ndy mo nudi ciy sé
khong phat trién va chét dan.

~ Thong thuong, mot chu ky nudi cay md va té bao thuc vat dai tir 1-5 thang (tly
doi tugng va muc dich nuodi cay), trong khi thi nghiém vi sinh vat c6 thé két thic trong
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mot vai ngdy. Do d6, mirc do v triing trong thi nghiém nudi cy mé va té bao thyc vat
doi hai rat nghiém khac.
4.3.2. Phirong phdp khir trimg méi trieong nudi cdy

Pé khtr trang méi truong khoang thuong sir dung hai phuong phap: Hap vé tring
va loc bing mang loc vo tring. Vai thé tich nho (<100ml) thoi gian khir tring 1a 25-30
phut, véi lvong méi truong 16n (>100ml) thi phai khir trung trong 30-60 phat. Mau cua
moi trudng c6 agar sau hap thuong 13 mau vang. Mai truong long thudng cd mau vang
nhat. Tuy nhién mau cua moi truong con phu thudc vao pH cua moéi truong.

Bang 3.3. Thoi gian téi thiéu dé hap khit tring méi trirong & 121°C.

Thé tich méi trwong | Thoi gian khir trang téi thiéu
(ml) (phut)
20-25 24
50 26
100 28
250 31
500 35
1000 40
2000 48
3000 55
4000 65

* PSi voi moi truong bén vai nhiét

MBoi trudng duoc hap khir trung bang ndi hap ¢ thiét do 121°C, 1atm. Thoi gian
khur trung tuy thudc vao the tich méi truong trong binh nudi cay. Nén chia khoang 20-
25ml mdi trudng vao cac binh nuudi cay va hap khir trung trong thoi gian 30 phut, vi
cac thanh phan mai truong de bi phan huy khi hap trong thoi gian dai ¢ nhiét do cao va
ap suat cao. Bong thoi khi hap ¢ nhiét do cao thi agar khéng thé dong lai va té bao thuc
vat nudi cay ciing khong tang trudng dugc.
* PSi voi moi truong c6 chat khdng bén véi nhiét

- Pau tién ta phai pha moi truong gom céac chat bén voi nhiét, dem hap tiét tring,
sau do lam lanh méi truong xuong con 50-60°C.

- Céc chat khong bén voi nhiét  dugc loc bang phin loc milipore hoic seitz (c6
kich thuéc 16 khdng 16n hon 0,2) m) trong diéu kién vé tring.

- Hai dd da khir tring nay phéi hop véi nhau trong diéu kién vo tring dé tao ra
mot moi treong hoan chinh.

4.4. Cic phwong phdp bao qudan méi trwong nudi cay
- Moi truong sau khi hap xong phai dugc say khé nit bdng va chuyén vao phong

14
A

cay.
- Céc loai mdi truong khéc nhau phai duoc dé riéng va ghi chd can than.
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- Mbi trudng nudi cdy thuong duoc bao quan ¢ nhiét d6 phong, dugc dé noi kho
rdo, thodng mat.

Hinh 3.4. Pha ché méi truong nudi cay
B. Bai tap
Bai tap 1: Xac dinh cac nhém hoa chat dung trong vi nhan gidng? Cho biét vai trd cua
cac nhdm hoa chat trén?

Bai tap 2: Thyc hanh xac dinh chung loai va s6 luong hoa chat can dung dé pha ché
mot s6 mdi trudng vi nhan giéng pho bién?

Bai tap 3: Thuc hanh pha ché dung dich me cho MS?

Bai tap 4: Thuc hanh pha ché céc loai chat diéu tiét sinh truong?
Bai tap 5: Thuc hanh pha ché méi truong nudi cay khoi dau ?
Bai tap 6: Thuc hanh pha ché méi truedng nhan nhanh ?

Bai tap 7: Thuc hanh pha ché méi truong tao cay hoan chinh ?

Bai tap 8: Thuc hanh khir tring moéi truong nubi cay bang ndi ap suat hoic ndi
Autoclave?

C. Ghi nhé: Can chi y mét sé noi dung trong tam:

- Vai tro cua cac nhom hoéa chat

- Danh muyc héa chét can dung cho mét s6 méi trudng vi nhan gidng phd bién.
- Pha ché va bao quan cac loai dung dich me

- Pha ché va bao quan mot s6 chat diéu tiét sinh truong pho bién

- Quy trinh pha ché cac loai méi truong vi nhan giéng

- Van hanh noi &p suat dé khir tring moi trudng vi nhan giong.
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BAI 4. THU'C HIEN CAC GIAI POAN TRONG QUY TRINH NHAN GIONG
M3 bai: VNG-04
Muc tiéu
Sau khi hoc xong bai nay hoc vién c6 kha nang:

- Trinh bay dugc phuong phap 1ay mau, nudi cay khoi dau, nhan nhanh chdi, tao cay
hoan chinh va huan luyén cay in vitro;

- X4c dinh va thu thap duoc vat liéu nudi cy khoi dau ddi voi mdi ddi twong nhan
giong khéc nhau;

- Thuc hién duoc cac thao tac vi nhan giong dé nhan giong thanh cong mot s6 cay
trong pho bién;

- Cham séc, huan luyén duoc cdy giéng dam bao chat luong va ty 1é séng cao.

A. Noi dung
1. LAy méu dé vi nhan giéng

1.1. Chudn bi mdu cay
Khi lay mau can chon dung loai mo, ding giai doan phat trién cua cay. Quan
trong nhat la dinh choi ngon, dinh choi nach, sau d6 1a choi hoa, doan than, manh 1a.. ..

Vi du: Chdi ngon, chdi nach st dung dé nhan nhanh hoa ctic, cAm chuéng. Manh
l4 stir dung d¢ nhan nhanh hoa chudng.

* Chon cdy cung cdp nguon mau cdy

Trong vuon san Xuat chon cay co chét lugng tét ‘dang ¢ giai doan sinh truéng
phat trlen manh, mang cac dac dlem déc trung cua gidng dé 1am cay géc cung Cap
ngudn mau nudi cdy. Bac biét cay gbc khong co ngum sau bénh hai. Chon lya cay gdc
phai két hop voi quan sat hinh thai cling can phai ldy mau dé kiém tra ngudn bénh hai
néu c6 virut hogc vi khuan thi phai loai bo khong lay mau nudi cdy & nhiing cly nay.
Nguyén liéu sir dung cho nudi cay mé té bao thuc vat cé thé 1a bat cir bo phan nao cua
cdy: cac doan cua ré, than, cac phan cua I4, cac ciu tric cua phéi nhu cudng mam, hat
phan, nodn... tham chi ca miu than ngam hay co quan dy trit dudi mat dat ciing dugc
ding cho nudi ciy.

Muc dich nudi cdy va dic tinh cua tirng loai cdy s& quyét dinh lya chon loai mau
nao la phi hop. Cay me phai mang mot hoic nhiéu dic tinh uu viét ma ta quan tim nhu
sinh truong t6t, cho san lugng, chat lugng cao doi véi hoa, qua, hat hay co quan sinh
dudng, it bi nhiém bénh, c6 kha ning chdng chiu véi cac diéu kién bat lgi cua moi
truong (chiu han, chiu lanh...), cd&c mau thuong duoc lay vao dau mua sinh truéng, Iic
sang sém khi toan cdy van con & trang thai cing truong.

Sy tai sinh ciia mau phu thudc vao thanh phan méi truong nudi ciy, dic diém di
truyén cua loai, trang thai sinh ly cua cay khi lay miu va d6i khi chiu anh huong cua
cac mua trong nim (& hoa loa kén chi ¢6 nhitng mau thu thap vao mla xuan va mua
thu méi c6 kha nang tai sinh con cac mua khac khong thé dat két qua tuong ty). Cay
hai 14 mam c6 thé tai sinh d& hon cay mot 14 mam. Tudi sinh Iy caa mau ciing anh
hudng nhiéu tgi kha niang tai sinh ctua cay: mau lay tir cdy tré c6 kha nang tai sinh cao
hon mau ldy tir cdy gia, dac biét ddi véi cay than gd. Pé khac phuc hién tuong nay
ngudi ta c6 thé 1am tré hod mau bang nhiéu bién phap nhu nudi cdy meristem, ghép
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meristem hay chdi dinh Ién gdc cay giong, tach mau tir nhitng viing con non, tia canh
mot vai lan dé kich thich chdi nga. Mic du chdi va phdi bat dinh thuong hinh thanh
trong qua trinh tré hod, nhung chung thuong khdng thich hop vi thuong tao ra cac dot
bién khong mong mUOn Sy tré hod bang phuong phap nu6i cdy dinh sinh trugng mac
di rat kho nhung van 1a bién phép thich hop nhat do duy tri dugc tinh bén viing di
truyén, loai trir dwoc nam, vi khuan, d6i khi ca virus. Bac biét kha ning tai sinh ctia cac
loai khac nhau tang 1én trong thoi gian ra hoa.

Mau lay dé cay la chdi dinh, mam ngu, 14 non...cta cdy nhung phai c6 kha ning
tai sinh manh va mang cac dac tinh sinh hoc cua cdy me.

1.2. Xir ly méu

Mau lay tir cAy me dau tién can phai xir Iy so bo nhu loai bo cac phan khong can
thiét va rira sach dat cat dudi voi nudc chay.

Dé giam ngudn lay nhiém bam vao cay gdc cé thé chuyen cay gdc vé nubi trong

trong diéu Kién c6 cach ly chdm soc va phong trir sdu bénh tét nhu trdng trong nha kinh
nha ludi dam bao cach ly véi moi truong bén ngoai.

2. Nubi cay khéi dau
2.1. Kién thac can thiét d@é thuc hién cong viéc
Nudi cay khai dau 1a giai doan khir truing dwa mau vao nudi cay in vitro.

Muc dich: Tao vat liéu (mau ciy) khai dau sach bénh cho qua trinh nhan nhanh
va tao cay hoan chinh.

Yéucau: - Ty lé nhidm thap
- Ty 18 séng cao
- M6 t6n tai sinh trudng tét

Giai doan nay bao gom cac khau cong viéc khir tring mau, tach 1ay mau nudi
ciy va cdy vao méi trudng dinh dudng.

Nguyeén lidu dé nudi ciy invitro dugc lya chon tir nhitng ca thé vu ta cua loai,
khoé va sach bénh nhung it nhiéu déu c6 nhiém vi sinh vat va nam, tuy thudc vao sy
tiép xUc cua chlng véi méi truong xung quanh. Céac bo phan khac nhau thi ty 16 nhiém
vi sinh vt 1a khac nhau. Phuong phap thong dung nhat hién nay dé loai bo hé vi sinh
vat khoi vat liéu cay 1a sir dung cac hoa chat c6 hoat tinh diét khuan va nam.

+ Tao mau cay vo tring bang khir tring bé mat mau cay:

Mau lay duoc cat boc bo 14 rira sach bang xa phong rdi rira dudi voi nudc chay,
rira trdng lai nhicu lan bang nudc vo trung roi dua vao phong cay vo trung dé tien hanh
khur trung bang hoa chat.

Kha nang tiéu diét nam va khuan ciia hoa chat khtr triing tuy thugc vao nong do,
thoi gian xur ly va micc d6 xam nhap cia chlng vao cac ngd ngach trén bé mat caa mo
cay. Pé lam ting hiéu qua ngudi ta thuong nhling mau vao ethanol 70 — 80% trong 30
gidy, sau d6 mdi xir ly bang dung dich diét khuan. B4i vai nhitng mau ¢ bé mat bao
phu boi mot 16p sap, mudn dat dugc két qua tét can cho thém vao dung dich khir tring
mot vai giot tween 20, tween 80...vi c4c chat nay lam tang tinh bam dinh cua hoa chat
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khtr tring. Vi cac mau qua ban, viéc rira ky bang nude xa phong va dé dudi voi nude
chay tir 20 — 30 phut s& c6 tac dung lam giam dang ké hé vi khuan khoi mau cay.

Téc nhan khtr triing ngoai tac dung diét vi sinh vat con anh hudng dén mé cay,
vi vay viéc lra chon hoa chat phai can cir vao muac d6 nhiém khuan va do man cam cua
tirng mau. Trong s6 cac hoa chét thudng duoc dung dé khir tring thi canxihypoclorit
va natrihypoclorit 1a hay duoc sir dung hon ca vi c6 doc tinh thap véi mé duge xu Iy,
khong gay tc ché sinh truong va hiéu qua diét khuan tét. Nong do cua canxihypoclorit
va natrihypoclorit trong ung thuongla5—15% va 0,5 - 2% trong thoi gian tur 15 —
30 phat. Tuy nhién nhiing chat nay khong bén nén trong thuc té, HgCl12 ciing hay dugc
dung dé thay thé, thoi gian khtr tring caa HgCl, tir 7 — 10 phdit.

+ Mbi truong nudi cay khoi dau

Thanh céng cta phuong phap nudi cay invitro phu thudc rat nhidu vao diéu kién
nudi cay. Nhu cau dinh dudng cho sy sinh truong va phét trién toi wu cua cac loai la
khéng gidng nhau, ngay ca giira cac bo phén trong cung mot co thé cung it nh1eu O sy
khac nhau. Sy lya chon mdi truong nudi cdy, bao gdbm ca chat lugng va sb luong hoa
chat st dung déng vai trd quyét dinh di véi ban than sy phan hoé va chiéu huéng phan
hoé cua té bao.

MBoi truong nudi cdy ¢ giai doan nay thudng sir dung moi trudng MS cd auxin
va cytokinine véi nong do va ty 18 thich hop.

Néu mubn mé nudi cdy khoi dau phat trién thanh phoi vo tinh hoac cum chdi
khong can qua hinh thanh callus thi bd sung cytokinine 12 BA vao méi trueong 1am viéc.
Vi du vé6i phong lan BA= 1mg/l méi trudng MS. Truong hop dé hinh thanh callus tién
dé hinh thanh phdi vd tinh va cum chdi thi auxin can b sung 1a 2,4D vao méi trudng
nudi cay.

+ Cay mau vao binh chira méi truong dinh dudng da chuan bj san.

+ Nuéi dudng sau cdy: Pua binh miu ciy sang phong nudi trong diéu kién nhan
tao c6 quang chu ky la 16- 18 gio sang/ ngay, cuong d6 4.000lux va nhiét do 26- 280C.
Véi diéu kién nay thi sau 20- 30 ngay trén mo Cay hinh thanh cac phdi vo tinh hay choi
nhé chdng chét [&n nhau tao thanh cum chdi thi Can phai cay Chuyen sang moi truong
dinh dudng méi (nhan chdi). Néu dé tao callus can dé trong diéu kién khéng c6 anh
sang.

Dé md nubi cay tai sinh thanh chdi can chi y mot s van dé sau:
+ Chon moi truong dinh dudng phu hop

Nubi Cay mo la nubi Cay mot bo phan Song doc lap tach roi khoi cdy dang séng
cho nén mé can dugc cung cap day du cac chat dé tiép tuc phat trién. Mdi loai cay phi
hop voi mot loai méi trudng khac nhau. M&i méi trudng c6 thanh phan va ty 1é cac
mubi khoang khac nhau. Trong nudi cdy mé can thim do dé tim ra méi truong thich
hop. Trong thuc té thuong st dung moéi truong MS. Vi méi truong nay giau va can
bang vé dinh dudng. Hon nira né thich hop cho nudi cdy md caa cdy mot la mam ciing
nhu cay hai [4 mam.

+Pam bao nong d6 duong trong moi trudng nudi cay

Trong nudi cay mo té bao, md nudi cay dinh dudng theo phuong thirc di dudng.
Do d6 can phai dua vao méi truong nudi cay nguon carbon hiru co (duong) la bat budc.



52

MG té bao sir dung nguon carbon nay dé tong hop nén cac chat hiru co gitp té bao phan
chia tang sinh khéi cia mé va tai sinh thanh cay hoan chinh. Nong do su dung tr 1 -
6% thong dung nhat 1a 2%. Trong qua trinh nudi cdy do mé té bao sir dung nén nong
d6 duong nay giam dan (khoang 20 - 25 ngay) do vay ap Sua'[ tham thau cua té bao
giam khi d6 mo s& khdng phat trién dugc. Vi vay can phai cay chuyén sang méi trudng
mai.

+ C4c chét diéu hoa sinh trudng

MJi chat diéu hoa sinh truong co tac dung riéng va dic trung cho qua trinh sinh
ly & thuc vat. Vi du Auxin co tac dung kich thich ra ré, BA c6 tac dung kich thich phan
chia té bao kich thich sy ra chdi, 2,4D d& giy doc nhung rat can cho sy hinh thanh
callus... Do vay dé cho mé téi sinh tot can chon va cho vao moéi trudng céc chat didu
hoa sinh truong véi ham lugng va ty 1€ thich hop.

Vi duy trong nudi cady md chudi su hinh thanh phdi vo tinh khdng can qua giai
doan hinh thanh callus cho nén & giai doan nhan chdi chi can cho vao maéi trudng BA
nong d6 10-6 d¢én 10-5. B4i v6i trudng hop su hinh thanh phéi vo tinh can qua giai
doan hinh thanh callus cho nén ¢ giai doan nudi cay khéi dau can cho vao moéi trudng
2,4D (ndéng do 2-5mg/l méi truong). DE tao cdy hoan chinh can cho vao méi trudng
nudi cay nhom chit auxin. Thong thudng dé cho mé sinh trugng tét can cho vao moi
truong ca auxin va cytokinin véi nong do va ty 1é thich hop.

+ MAu nudi cy
- Chon nguyén liéu ban dau gan trang thai phoi sinh la t6t (md phan sinh) va

nhat 13 mé phan sinh dinh. Vi mé phan sinh non tré nudi cay dé tai sinh, dam bao tinh
di truyén va khong bi nhidm virus hoic twong tir virus.

- Kich thuéc mé nudi cdy nho dén muc téi thiéu cho phép (vi cd thé nudi ciy té
bao doc 1ap). Néu mé c6 kich thudce 16n thi rat de nhiem khuan, nam.

- Thoi gian nudi dudng: Thoi gian nudi dudng mau cay cé thé tir vai ngay dén
vai tuan tuy theo loai cu thé. C6é mau cay chi can thoi gian tir 5- 7 ngay nhu hoa cuc, 2
- 3 tuan nhu hoa lan, hoa chudng...
* CAC yéu to vé méi truong trong phong nudi dwing

+ Ché d¢ anh sang

Trong nudi cay mo da so su dung anh sang nhan tao, anh dén huynh quang la

phu hgp. Trong truong hop mubn mo nudi cay hinh thanh callus can dwa mé nudi cay
khoi dau vao trong bong toi.

Ve chu ky chicu sang 10 - 12 gio/ngdy. Tuy nhién, mdi loai céy yéu cau chu ky
chiéu sang khac nhau do do can diéu chinh cho phu hgp.
+ Nhiét do
Tuy theo dac diém sinh ly sinh thai cua loai cay va muc dich cua giai doan nuoi
cay ma diéu chinh nhiét @6 cho phu hop. Vi du giai doan nhan choi nhiét d@o thich hop
25 — 280C va giai doan thuc ré nhiét do thich hgp 25 — 300C.
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2.2. Quy trinh nudi cdy khéi dau
Chuan bi mau cay va moi trudng dinh dudng

Khir tring mau nudi cay

CAy mau vao moi trudng nudi cdy khoi dau
2.3. Trinh tw cdc buwéc
2.3.1. Chuan bj
+ Dung cuy, vat tu

- Dao, kéo, panh vé tring (da duoc khu tring trong ndi &p suat hoac trong ti
say), ta cay vo trung.

- Binh hinh tru c6 thé tich 250 ml vé trung 3 binh, éng dong 100ml, dén con, dia
petri

- BOng tham nudc
- Ao blouse, khau trang, ging tay su
+ Ho4 chat
- Con 96°: 1lit
- Con 75°%: 1 lit
- Ho4 chat khtr tring: 1 lit HgCl2 1%
- Nudc vo trung khoang 5 lit.
- Mbi trudng nudi cay
+ Mau cay
- MAu hoa ctic, phong lan,...
+ DPia diém
- Tai phong rira va phong cdy vé tring.
2.3.2. Cdc budc tién hanh
- Chuan bi diéu kién cay mo
* Budc 1. ROt con 960 vao dén con.

* Budc 2. ROt con 960 vao binh tam giac dé cam dung cu cho ciy mé nhu panh,
dao mo...

* Budc 3. Bat cong tac quat cua ti cay véi toe do gid vira phai 1am cho ngon lia
deén con tat nghiéng mot goc 300 la vira va tién hanh vé sinh ta cay nhu lau sach mat ta
cay bang con.

* Budc 4. Pua cac dung cu can st dung khi tring vao trong ta.
* Budc 5. Cam panh, dao md, kéo vao binh dung con 960.
* Budc 6. Bat dén cuc tim dé khu tring phong cay trong 20 - 30 pht
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- LAy vat liéu nudi cay va xu 1y so b
~*Budc 1. DUng dao sac cit lay choi than hogc choi ngon va cat bo toan b phan

l4. Cat mau thanh tirng doan dai 10 - 12 cm.

* Budc 2. Xu 1y so bd mau nudi ciy

- Loai bo nhitng phan khdng can thiét, loai bo 4.

- Rua dudi voi nude nudc may chay.

- Rura sach buyi dat bam trén doan than bang xa phong.

- Rura lai bang nuéc cat vo trung nhiéu lan va dé mau trong binh di qua khr
trung.

- Khtr tring mau vat: Tién hanh trong trong ta ciy vo tring
* Bugc 1. Vé sinh chan tay bang nudc sach (6 phong chuan bi)

* Budc 2. St tring tay bang con va mic 4o choang mang khau trang vo tring
(trong phong vo trung), dot dén con.

* Bugc 3. Cho mau vao binh khir triing, ria lai mau bang nudc cat vé trang.

* Budc 4. Khir triing mau bang con 75° trong thoi gian 30 gidy dén 1 phit (tiy
theo thé tich, tinh toan pha con tir 96° thanh 75° cho phu hop), thuong xuyén lac nhe.
Rua lai bang nudc cat vo trung

~ *Budc 5. Khir tring mu cay bang HgCl 0,1% trong thoi gian 7 phdt (tdy theo
thé tich, tinh toan pha HgCla tir 1% thanh 0,1% cho phu hop), trong thoi gian khir trung
lac binh chira mau lién tuc.

* Budc 6: Rira mau tir 4-5 1an bang nude vo trung dé loai bo hod chat khi tring
ra khoi mo.
- Cay mau khai dau

~_*Buoc 1. Léy bong thim con 750 lau xung quanh binh dyng méi trudng nudi
cay roi dat vao xe day.

* Budc 2. Khir tring dung cu cay
+ Nhing dao, panh, kéo vao con.

o+ Dot lan luot dung cu do trén ngon la dén con (day 1a thao tac khir tring)
cho dén khi chay do va chay hét con (Iap lai nhiéu lan cho 1 dung cu).

+ Pit cac dung nay vao khay nhdém hoic dia petri vo trung trong tu cay. Khay
dé dung cu nay o phia thuan tay cho viéc lay dung cu trong khi lam viéc.

* Bugc 3. M& nap binh khir tring mau ciy va ho miéng binh nhanh trén ngon
ltra dén con, cam panh gap lay mau da vo trung tu binh dyng dat 1én dia petri.

* Budc 4. Tach lay mé ciy: tay trai cam panh dé ¢ dinh mAu, tay phai cam dao
mo hodc kéo cat tach lay mo cay.

Céc dung cu chi st dung mét lan va sau khi sir dung xong phai cam vao binh
con sat trung.

* Budc 5. Cdy miu vao binh mai truong
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+ Tay trai cam ddy binh dung moéi trudng nudi cady mé dé nghiéng mot goc 45°
SO V&i den.

+ Tay phai mé nap miéng binh va ho miéng binh trén ngon Ira. (Néu nap binh
bang nut bong thi dung ngén Ut cua tay phai cap chat nat bdng con neu nap binh bang
giay nhom thi dé nap sang mot phia tién tay lay).

+ Tay phai cam panh vé triing gap ldy md that nhe nhang can than duwa mau cam
vao moi truong dinh dudng ¢ trong binh roi ho nhanh  nap day binh trén ngon lra dén
con (thao tac nhanh doi voi nut bong) roi day kin lai. Chi y dé han che khuan va nam
nhiém vao binh cay luén dé€ miéng binh nghiéng mét goc 450 so vai ngon lira dén con.

+ Sau khi cdy xong, thu don sach sé va vé sinh tu cay.
* Budc 6. Ghi tén mau ciy, ngay cay l1én miéng hoic than binh mau.
* Bugc 7. Chuyén binh mau vao phong nudi.

3. Nhan nhanh choi
3.1. Kién therc can thiét d@é thuc hién cong viéc

Nhan nhanh 14 giai doan kich thich mé nudi cay phat sinh hinh thai va ting nhanh
v¢ SO luong thong qua cac con duong: hoat hoa choi nach, tao choi bat dinh va tao phoi
V0 tinh.

Muc dich: Cit va cay chdi vao méi trudng dinh dudng nudi cay thich hop dé tao
ra so lugng choi Ion nhat.

Yéucau: - Ty lé nhidm thap
- S6 lwong cay chdi séng cao
- Tiét kiém vat tu nguyén liéu

Giai doan nhan nhanh la giai doan danh gia tinh uwu viét hay khong wu viét cua
phuong phap vi nhan giong vi no6 lién quan dén hé so6 nhan choi.

Giai doan duy tri va nhan nhanh chdi hay 1a giai doan san Xuat cay gidng. Day
la giai doan quan trong quyet dinh sb luong cay giong nhan dugc. Cho nén giai doan
nay nay can kich thich mau ciy phat trién phdi vo tinh hay cac cum chéi dé ting nhanh
s6 luong chdi.

Moi truong nudi cdy giai doan nay thuong giau dinh dudng, ty 18
auxin/cytokinine < 1.

Nubi dudng sau cay; nhiét do toi thich nudi cay la 25- 270C va cudng do chiéu
sang 2000- 4000 lux vai quang chu ky la tuy loai cay (9 —12 gio).

Can chua y khoéng nén kéo dai thoi gian nudi choi quéa 2- 3 thang. Vi thoi gian 1au
dai moi trudng nudi dudng bi kém chat lugng. Ngoai ra dé ting hé sé nhan choi co thé
4p dung phuong phap pha dinh sinh truong. Theo ly thuyét trung binh néu cay 5
cay/binh dinh dudng voi hé s6 nhan 13 6 thi s6 cay thu duoc sau mdt nam 1a 2.000.000
cay va lugng cdy nay du trong cho 100ha.

S6 lugng chdi cang nhleu thi kha ndng nhén gidng (he s6 nhan giéng) cang lén.
Pé c6 hé sé nhan chéi cao can cd nhiéu yéu to tac dong dong bo nhu moi truong nudi
thich hop (nhat thiét phai c6 BA), cach ciat mau, mé nudi cay va diéu kién nudi.
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Muc dich cua cdy chuyén mau nudi ciy sang moi trudng dinh dudng méi 1a:
- Pé tao ra nhiéu choi.

- Trong mai truong nudi cay van xay ra thoat hoi nudc 1am cho mai truong cy
kho dan di va nong d6 chat khoang khéng con phu hop cho mé nudi ay nira.

- Trong méi trudng nudi cdy cé thé hinh thanh cac chat doc s& tc ché sy ting
tredng va phan chia cua té bao.

- Do su tang trudng caa md nudi cdy trong méi truong dinh dudng 1au ngay sé
bi thiéu chat dinh dudng va khéng gian can thiét cho su sinh truong.

Dé dam bao chat luong cay giong thoi gian giira hai lan cay chuyén la khoang
20- 30 ngay va chi cay nhan choi 2- 8 lan khdng nén kéo dai lau.

* Cham soc nudi dudng chdi
- Thoi gian nudi cay: 1 - 4 tuan tdy loai mau cay

- Yéu ciu ngoai canh: Thoi gian Chleu sang: 16h chiéu sang/ngay, cuong do
chiéu sang 2000 - 4000lux. Tuy nhién, mdi loai cay c6 thé yéu cau ché do sang khac
nhau. Nhiét do 22 — 250C. D6 am 65 — 70%

- Phong trir nAm khuan: Vé sinh phong cdy va phong nuéi thudng xuyén. Diéu
chinh nhiét do phong nuéi thich hop, han ché nhiét d6 qua cao d& phét sinh nim
khuan...Céc thao tic trong budng cay nén thuc hién mot lan dat khoat, tranh dua vao
budng cdy nhirng vat dung khong can thiét va chua duoc vo tring.

3.2. Quy trinh nhan nhanh
Khtr tring budng ciy, dung cu cay

\

Lwa chon chdi dé nhan nhanh

U

Cat, tach choi
Céy trong méi trudng nhan nhanh
3.3. Trinh tw cac bwoc
3.3.1. Chudn bj
+ Dung cy, vat tu

- Dao, kéo, panh v6 trang (da dugc khir tring trong noi ap suat hoac trong ti
say), dén con, dia ciy (dia petri, dia nhom, gidy vo trung...), ti Ciy vo trung...

- BOng thdm nudc

- Ao blouse, khau trang, ging tay su
+ Hoa chat

- Con 96% 1lit

- Con 75% 1 lit
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- Mbi trudng nudi cay
+ MAu ciy

- M6 nudi cdy tur vat liéu khoi dau, cd thé doan than canh, tach chdi.
+ Dia diém

- Tai phong cdy vo trung.
3.3.2. Céc budc tién hanh
- Chuan bi diéu kién cay mo

* Budc 1. ROt con 960 vao deén con.

* Budc 2. Rt con 960 vao binh tam giac (hoic 6ng nghiém...) dé cam dung cu
cho cay mo6 nhu panh, dao mo, kéo...

* Budc 3. Bat cong tic quat cua ta céy v6i toe do gio vira phai 1am cho ngon lira
dén con tat ‘nghiéng mot gdc 300 la vira va tién hanh vé sinh ti cay nhu lau sach mat ta
cay bang con.

* Budc 4. Cim panh, dao mé vao binh dung con 960.

* Budc 5. Bat dén cuc tim dé khir tring phong ciy trong 20 - 30 phdt
- V¢ sinh ca nhéan

* Bugc 1. Vé sinh chan tay bang nudc sach (¢ phong chuan bi)

* Bugc 2. Sat trung tay bang con va mic 4o choang mang khau trang vo tring
(trong phong vé trung)

- Khtr tring dung cu, binh chdi

* Bugc 1. Lay bong thim con 750 lau xung quanh binh dyng méi truong nudi
cay hoac binh c6 mau roi dat vao xe day.

* Budce 2. Dbt dén con, khir trung dung cu dao mé va panh:
+ Nhing dao, panh, kéo vao con.

o+ D6t lan luot dung cu d6 trén ngon lra dén con (day la thao tac khir tring)
cho dén khi chay do va chay hét con (lap lai nhiéu lan cho 1 dung cu).

+ Pit cac dung nay vao khay nhom hoic dia petri vO tring trong tu cay. Khay
dé dung cu nay o phia thuan tay cho viéc lay dung cu trong khi lam viéc.

- Cay chuyén mau
*Budc 1. Tach cum chdi

+ Lau con xung quang binh ¢é choi can nhan chuyen. Tay tréi cam day binh choi
cdy, tay phai mé nap binh ho trén ngon ltra dén con (miéng binh ludn nghiéng mét goc
450), dat nap binh xuong vi tri thich hopwj trong tu cay.

+ Tay phai cam panh gap lay cac choi trong binh ra (Vi 30 luong thich hop) dat
1én dia cdy, sau d6 dat binh chira ciy vao vi tri an toan trong ta cay (néu con cay).

. *Taytrai Cam panh Qe cd dinh chdi, tay phai cam dao mp (hoic kéo) cit bo cac
phan khéng can thiét nhu cat bo bot 14, doan than kho, phan goc bi gia, tach cac cum
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choi (vai choi to tach riéng roi pha dinh sinh truong dé tang hé s6 nhan), roi gat bo
thach bam vao goc choi. Cac choi thu nhan nay dé riéng sang dia cay vo trung Khac.

Cac dung cu sau khi sir dung xong ludn phai cam vao binh con (hoic dét lai trén
ngon la).

* Bugc 2. Cay cum chdi vao binh:
+ Lau con sat trung toan bo mat ngoai cua binh.

+ Tay trai cdm day binh dung moéi trudng nudi cdy méd magi. Miéng cua binh
nghiéng mot goc 45° trén ngon lira dén con. Dé han ché khuan va nam nhiém vao binh
va ctr vai binh cay thi lai phai lau lai mat ta cay bang con sat trung.

+ Tay phai mo nap binh ho trén ngon lua roi dat Xuong vi tri thich hop trong tu
cdy, tay phai cam panh gap ldy mau that nhe nhang can than dua mau cim vao moi
truong dinh dudng ¢ trong binh (tly theo thé tich binh nuéi ma cay sb lugng mau/binh
cho phu hop).

+ Ho nap binh trén ngon lira dén con rdi day kin nap lai.
+ Sau khi cdy xong, thu don sach sé va vé sinh tu cay.
* Budc 3. Ghi ten mau cdy, ngay cy 1én miéng hoic than binh mau

* Budc 4. Pua cac binh ¢6 mu cdy sang phong nudi c6 ché do nhiét va quang
chu ky nhan tao thich hop. Nhiét do tir 26 - 280C va 16-18 gio chiéu sang trong ngay.

4. Nudi cay tao ré& (tao cay hoan chinh)
4.1. Kién thirc can thiét dé thuec hign cong viéc

Nudi cdy tao cay hoan chinh la dé tao ré cho chdi, ngudi ta chuyén tir méi trudng
nhan nhanh sang méi trudng ra ré ¢d bo sung auxin

Két thiic giai doan nhan nhanh thu duoc c&c chdi va phan 16n 1a chdi khdng c6
ré vi thé can phan loai, chon lay nhitng chdi dat tiéu chuan cé chiéu cao >3 cm, khoi
lwong dat > 0,5 g, phat trién binh thudng dua cdy sang méi truong tao cdy hoan chinh
(moi trudng tao ré). Moi truong nudi cay tao ré sir dung 1a MS va c6 bd sung auxin .
Giai doan nay thuong kéo dai tir 2 tuan dén 2 thang (tdy theo loai cay) va két thic giai
doan nay cay con cd 6 - 8 14, cao 4 - 5cm, ¢6 ré dai khoang 1 — 3cm va nhiéu 1dng hat
thi can chuyén cac binh cay nay ra nha huan luyén cay (moi trudng ban nhan tao) la noi
c6 anh sang tan xa ty nhién dé cho cay trong binh dugc truc tiép tiép xtc quen dan diéu
Kién tu nhién.

Mét s6 chdi ¢ thé phat sinh ré ngay sau khi chuyén tir méi trudng nhan nhanh
giau cytokinine sang moi truong khdng chira chat diéu hoa sinh trudéng.

Déi VGi cac phoi vo tinh thuong chi can gieo ching trén moi truong khong co
chat dieu hoa sinh trudng hodc moéi truong cd chira nong do thap cua cytokinine dé phoi
phat trién thanh cay hoan chinh.

- Yéu cau ngoai canh: Thoi gian chiéu sang: 16h chiéu sang/ ngay, cuong do
chicu sang 2000- 4000lux. Tuy nhién mdi loai cay co thé yéu cau ché do sang khac
nhau. Nhiét @6 22 — 250C. b6 am 65 — 70%

- Phong trir nam khuan: Vé sinh phong cay va phong nuéi thuong xuyén. Diéu
chinh nhiét @6 phong nudi thich hop, han ché nhiét do qua cao dé phat sinh nam
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khuan...Céc thao tic trong budng cay nén thuc hién mot 1an dit khoat, tranh dua vao
buong cay nhitng vat dung khdng can thiét va chua dugc vo trung.

4.2. Quy trinh tgo cay hoan chinh
Khir tring budng cdy, dung cu cay

Lwa chon chdi du tiéu chuan tao cay hoan chinh
Cit, tach choi

Céy trong méi truong dinh dudng thich hop
4.3. Trinh tw cdc bwéc
4.3.1. Chudn bj
+ Dung cy, vat tu

- Dao, kéo, panh vo trung (da dugc khir trung trong noi ap suat hoic trong tu
say), dén con, dia ciy (dia petri, dia nhom, gidy vo trung...), ti iy vo trung...

- BOng tham nudc

- Ao blouse, khau trang, ging tay su
+ Hod chat

- Con 96%: 1lit

- Con 75% 1 lit

- Mbi trudng nudi cay
+ Mau cay

- Céc chdi du tiéu chuan dé tao cay hoan chinh.
+ DPia diém

- Tai phong ciy v trung.
4.3.2. Cdc buc tién hanh
- Chuan bi diéu kién cay mo

* Bugc 1. ROt ¢on 960 vio dén con.

* Budc 2. Rt con 960 vao binh tam giac (hoic 6ng nghiém...) dé cam dung cu
cho cay mo6 nhu panh, dao mo, kéo...

* Budc 3. Bat cong tac quat cua tu cay véi toc do gid vira phai lam cho ngon lua
dén con tat ‘nghiéng mot g6c 300 la vira va tién hanh vé sinh tii cay nhu lau sach mat t
cay bang con.

* Budc 4. Cam panh, dao mé vao binh dung con 960.
* Budc 5. Bat dén cuc tim dé khi tring phong cay trong 20 - 30 pht
- V& sinh ca nhan
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* Budc 1. Vé sinh chan tay bang nuéc sach (¢ phong chuan bj)

* Bugc 2. Sat tring tay bang con va mic 4o choang mang khau trang vo tring
(trong phong vo trung)

- Khir tring dung cu, binh chdi

* Budc 1. Ly bong tham con 750 lau xung quanh binh dung méi trudng nudi
cay hoac binh c6 mau roi dat vao xe day.

* Bude 2. D6t dén con, khir tring dung cu dao mé va panh:
+ Nhing dao, panh, kéo vao con.

+ D6t lan luot dung cu d6 trén ngon lira dén con (ddy 1a thao tac khtr trung)
cho dén khi chay do va chay hét con (1ap lai nhiéu lan cho 1 dung cu).

7 + Dat cac dung nay vao khay nhom hogc dia petri v trung trong tu cay. Khay
dé dung cu nay ¢ phia thuan tay cho viéc lay dung cu trong khi lam viéc.

- Cay tao cay hoan chinh
~ Cumchdi Ia mét hdn hgp gom céc chdi ¢6 kich thude khac nhau nhu mam chdi,
choi va c0 thé co ca cay hoan chinh.
* Bugc 1: Tach lay choi dat tiéu chuan nhu chiéu cao >3 cm, khéi luong dat
khoang >0,5g, phat trién binh thuong.

* Budc 2: cay sang mdi trudng tao ré. Cac thao tac va trinh ty nhu cdy chuyén.
Con cac choi va mam choi thi tiép tuc cay vao moi truong nhan nhanh.

* Budc 3. Ghi tén mau cdy, ngay cy 1én miéng hoic than binh mau

* Buoc 4. Pua cac binh ¢6 mau cdy sang phong nudi c6 ché do nhiét va quang
chu ky nhén tao thich hop. Nhiét do tir 26 - 280C va 16 - 18 gio chiéu sang trong ngay.

5. Huén luyén cay con

Huén luyén cay con 1a qué trinh dua cac binh cdy tir phong thi nghiém ra méi
truomg bén ngoai dé cay thich nghi dan véi diéu kién ngoai canh gitp cay khoe hon,
tang kha ning chdng chiu, 1 budc quan trong trude khi dua cay ra khoi 6ng nghiém dé
trdng vao gia thé wvom cay.

Cay con nhan ra trong nudi cdy moé dugc séng trong moi trudng nhan tao ly
tuong ve nhiét do anh sang va moi truong dinh dudng nén rat non va vo trung. Bé co
ty 1¢ ra ngbi song cao trudc khi ra ngbi can phai dua cay vao nha huan luyén (con goi
la méi truong ban nhén tao) trong thoi gian khoang moét tuan dé cdy con thich nghi dan
véi dieu Kién ty nhién nhu tiép XUc véi anh sang (co6 cuong do 5000- 10000 lux) va
nhiét do tu cua nhién,

Muc dich ctia giai doan huan luyén cay con: Pua ciy hoan chinh in vitro thich
nghi véi dieu kién ngoai canh dé khi ra vuon wom ty 1€ cdy song cao va cay sinh truong
phat trién tot.

Yéu cau cua giai doan huan luyén cdy con: Cay song trong ong nghiém da dat
tiéu chuan hinh thai nhat dinh (so 14, so re, chiéu cao cay).

Noi huan luyén ciy con la noi thoang mat, c6 day du cac diéu kién vé anh sang,
nhiét do, do am...
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Cay sau giai doan huan luyén da dan thich nghi véi diéu kién ngoai canh dé c6
suc sinh trudng tot & ngoai vuon wom.
* Pé huan luyén dugc cdy mam can chuan bi cac diéu kién sau
- Chon dia diém huan luyén cdy mam, tiéu chuan cdy mam dem huan luyén

+ Chon dia diém huin luyén: Noi huin luyén cdy con 1a noi thoang mat, c6 day
du diéu kién vé anh sang, nhiét do, dé6 am...thuong la nhirng noi hanh lang cua phong
thi nghiém. .. Tuy ting loai cdy ma chon dia diém khac nhau.

Vi du: Cay hoa clc chon nhitng noi c6 cudng d6 chiéu sang cao hon so voi cay
hoa lan. Cay dong tien chon nhitng noi c6 cuong do chiéu sang thap.

+ Tiéu chuan cay con dem huan luyén: Pat tiéu chuan hinh thai nhat dinh (s6 14,
SO re, chieu cao cay)

Vi du: Clc, cam chudng trung binh tir 3 — 5 14, 8-10 ré, cao 4-6¢cm
Cay hoa lily trung binh c6 5-7 14, ré 5-7, cao 6-8cm

- Khi gap diéu kién thoi tiét khong thuan loi nhu mua to gié 16n...khong dua
cay ra huan luyén.

- Thoi tiét qua ndng nén chon nhimg noi c6 cuong do chiéu sang it hon dé huan
luyén cay.

- Pua cdy mam ra huan luyén

Dit cac binh nubi cay vao nhimg noi da chon 1am noi huan luyén. C6 thé dat
cach nhau dé cac cay chiu anh hudng cua dicu kién ngoai canh la nhu nhau tao d6 dong
déu cho cay vao gia the.

B. Bai tap

Bai tap 1: Thyc hanh xac dinh mau nudi cdy khoi dau dat tiéu chuan cho mét s6 loai
cay giong?

Bai tap 2: Thyc hanh chon, cit mau, khir tring mau, cay mau, chdm soc va cly chuyén
mau dung yéu cau k¥ thuat?

Bai tap 3: Thuc hanh kht tring budng ciy, dung cu cay?

Bai tap 4: Thuc hanh nhan nhanh cay giong?

Bai tap 5: Thuc hanh tao cay hoan chinh cho cay giong?

C. Ghi nhé: Can cht y mot sé noi dung trong tam

- K§ thuat khtr tring budng cay, bo dung cu cay

- Cac budc nhan nhanh cy giong

- Tiéu chuan mau nudi cay khai dau caa mot sé loai cay gidng
- K§ thuat nudi cay khoi dau

- Céc budc tao cay hoan chinh cho cay giéng
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BAI 5. CAY CAY VA CHAM SOC CAY GIONG O VUON UOM
Ma bai: VNG-05
Muc tiéu
Sau khi hoc xong bai nay hoc vién c6 kha nang
- Trinh bay duoc nguyén nhan va cach khic phuc nhitng diéu kién bat loi khi chuyén
cay con ra vuon uom;

-Trinh bay duoc cac tiéu chuan, yéu cau can dat dugc khi chim soc ciy con in vitro
ngoai vuon uom,;

- X4c dinh va phdi tron dugc co chit thich hop dé ra ngbi cay con in vitro;

- Thuc hién dugc c4c thao tac cay cly con vao bau gia thé;
- Cham séc cay con dung quy trinh k¥ thuat.

A. Noi dung

1. Chuan bi vuwdn wom
1.1. Chudn bj cac thiét bi, dung cu phuc vu vuwon wom
1.1.1. Kiém tra, vdn hanh th hé thong tedi niéc

- Nguén nudce tudi: du hay thiéu, néu thiéu thi sir dung ngudn nuéc du trix & dau

- May bom: kiém tra xem may bom hoat dong thé nao, c6 dap tng duoc yéu cau
khong

- Hé théng duong 6ng: kiém tra xem hé théng duong 6ng dan nudc c6 bi hong
hoc khéng, néu hong thi bién phéap khac phéc thé nao dé co nudc tudi

- Khéa nuéc: kiém tra cac khoa nudc trong hé thong duong 6ng dan nuée cd bi
hong hoc khéng, néu hong thi bién phéap khac phéc thé nao dé c6 nudc tudi

- Voi phun: kiém tra cac voi phun c6 bi hong hdc khdng, néu hong thi bign phap
khac phuc thé nao.

- Van hanh thir hé thdng tuéi nude theo cac budc sau:

+ Poéng cau dao hoic cong tic cho may bom chay

+ Kiém tra hé théng duong ong dan nudc tudi

+ Dong, md khoa chia nude di cac nhanh

+ M¢ voi phun va diéu chinh kich thuéc hat nudc tugi theo yéu cau
1.1.2. Kiém tra, vdn hanh th: gian che

- Kiém tra: ludi che sang, hé thong puly dé don va trai lugi che

- VVan hanh thir hé thdng diéu chinh luéi che bang co hoc:

+ Trai ludi che

+ Don luéi che



Hinh 5.1. Hé thang ludng, gidn che, voi phun trong nha ludi.
1.1.3. Kiém tra, vdn hanh thi may phun thuéc, bén phan

- Véi may phun thudc trir sau c6 dong co

+ Kiém tra nhién liéu: xing, dau nhit trong may

+ Kiém tra hé théng dién (bugi danh lira tot hay xau)

+ Kiém tra hé théng binh dung thubc, khoéa, voi phun.

+ Khoi dong va van hanh thu dong co va phun thu bang nudc xem hat nudc
phun c6 toi hay khong, tién hanh diéu chinh bet phun dé kich thuéc hat phun dat yéu
cau.

- Vi may phun thudc trir sdu thu cong

+ Kiém tra hé thdng tao &p luc cua binh bom gdm: Can tao &p; binh tao ap luc;
piston bom ...

+ Kiém tra h¢ thong binh dung thudc, khoa, voi phun thudc toi hay khong, tién
hanh diéu chinh bet phun dé kich thudc hat phun dat yéu cau.

+ V4n hanh thir binh bom va phun thir bang nuéc  xem hat nude phun co toi
hay khéng, tién hanh diéu chinh pet phun dé kich thudc hat phun dat yéu cau.

1.1.4. Chudn bj cac dung cu khac (cudc, xéng, xe kéo, ...)

- Kiém tra c4c dung cu can thiét: cubc, xéng, dam x¢i dat, xe kéo... dam bao vé
so luong va kha nang st dung cua cac dung cu.

- Kiém tra cac dung cu can thiét khac néu thay can thiét
1.2. Chudn bi hén hep bau dinh dwéng cho cay
1.2.1. Chudan b dat, phan bén tao hén hop rugt bau

Vi dat s dung tai chd dé 1am bau dinh dudng can wu tién noi dat tot dé dong
bau, nén chia vuon thanh cac khu gieo wom, luong canh theo hinh vuéng hoac hinh chix
nhat d¢ tao luong can doi, thuan tién cho san xuat va cong viéc van chuyén phan bon,
tudi nudc, cham soéc cay con, bao v¢ vuon...

Pbi vai dat chuyén tir noi khac dén nén dé & noi khé rao, c6 mai che.

Piat dung dé dong bau phai ¢ do phi va thanh phan co giéi phi hop véi loai cay
vi nhan giong. Trong san xuat, thuong khai thac tang mat cua dat rung hodc dudi tan
rung, tang B, loai bo hét ré cay, soi da, chuyén veé tap trung noi cao rao c6 mai che.
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- Vo6 bau: Bang P.E kich thudc tly theo tudi cdy ¢ vuon uom co6 thé 7 x 11cm
hoac 16n hon tuy thudc vao loai cdy va thoi gian cdy song trong vueon wom dai hay
ngan.

- Tron hon hop rudt bau: Dat tang B tron 1an vai phan hitu co toi nho, tuy theo
tinh chat cua dat, yéu cau dinh dudng cua loai cay ma xac dinh ty 1¢ hon hop dat phan
lam rudt bau, cé thé tron thanh phan cua ruét bau theo cac ty 1€ sau:

+ Pét tang B 99% + Supe 1an 1%.

+ Pét tang B 89% + phan chudng hoai 10% + Supe lan 1%.

+ Pat tang B 79% + phan chudng hoai méc 20% +1an supe 1% (hoac 1an vi sinh)
1.2.2. Péng bau va xép luong

- Pong va xép bau: Thudng dong va xép bau ngay trong nén dit bau, cé thé 1a
luong cting hoac nén dat.

Hinh 5.2 Trinh tu thao tac déng xép bau

1. Tron hdn hop rudt bau 2. M& miéng vé bau
3. Pua dat chén lan 1 4. Pua dat chén lan 2
5. Bb xung dat hoan chinh, xép bau 6. Vun dat ap mo ludng & nén mém

7. Nep giit bau & nén cang

- Péng bau: dat duoc dong vao bau theo 3 budc:
+ Budc 1: mo miéng bau, cho dat vao 1/2 bau

+ Budgc 2: don dat dé cang hét day bau

+ Budc 3: thém dat day dén mat bau va nén dat sao cho dat trong bau vira day
va cang tui, dat trong bau khong qué chat, khong qué lang.

- Xép bau thanh ludng c6 kich thudc: rong 1m x dai 10m theo céc 6 ctmg dinh
san trong vuon. Néu khdng cé ludng cang thi tién hanh san nén dé xép bau, nén phai
phang, sach cé dung day cing dinh hudng va kich thudc ludng dé dat bau, dung que
nep quanh ludng bau dé bau khéng nghiéng nga.
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2. Céy cay con & vuon wom
2.1. Chudn bj vdt ligu, dung cu
- Panh d¢é lay cay
- Binh cay con du tiéu chuan dé ra ngdi
- Thubc tim dé khtr tring bau dinh dudng
- Bau dinh dudng da xép thanh luéng trong nha ludi
- Que ciy cay md
- R6 dyng cay md
- Chau dé rira thach
2.2. Khi# tring bdu dinh dwéng
Trudc khi cdy cay 12 gio, bau dét phai dwoc xu Iy bang dung dich thudc tim
0,1% (hoa thuoc tim vao nudce va dung 6 doa tudi déu 1én bé mat bau cho tham séu 1,5

-2 cm. Vao mua nguy co nam bénh cao thi dung thuéc tim c6 nong d6 cao hon (0,2 -
0,3%).
2.3. Ldy cay ra khaéi binh

- Tiéu chuan cy con dem cdy vao bau: Khi than chuyén sang mau cua ty nhién,
la xoe ra day du, c6 3-4 ré thi c6 thé tien hanh cay chuyén vao bau dat.

- Chti y: Khong nén kéo dai thoi gian huan luyén vi dé 1au ré s& bj den, 14 ta
vang. Khi d6 cay vao bau dat ty I¢é song sé khdng cao.

. - ’ o'-" P .;.'x-,
Hinh 5.3. Cdy con dwoc ldy tir trong binh ra

Vi du: tiéu Chuén‘céy bach dan con dem cdy: than d6 tim hozc tim, ré dai khoang
2cm va khong bi den dau, 1a xoe déu, cé kha nang quang hop thi dam bao ty 1€ song
cao khi cay ra bau.

- Thai vu cay: tiy ting loai cay, thoi vu cdy vai nhiéu loi cy 1a tir thang 4 dén
thang 10. Mat d6 wom 400 cay/m2.

- Yéu cdu: Ly ra khoi binh khong duoc 1am dap va nhe nhang rira sach thach
bam ré roi cay vao gia the.
- Thao tac: phai nhe nhang, can than tranh lam ton thuong cho cay.
+ L4y cay con tir trong lo ra bang cach d6 cay trong binh ra 1ong ban tay
+ Nhat tirng cdy mét cho ra khoi nén nudi cay
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+ Rura sach thach bang nuéc sach
+ Ho ré bang dat da duoc khtr tring

CF )~ .’ | ¢
Hinh 5.4. Rira thach bam géc cay mé con  Hinh 5.5. Cdy mé con da duwoC rira sach
thach bam goc

2.4. Thao tac cdy cay md vao bau

- Tao dung dich ho ré: Tron dét tang B véi dung dich thudc tim KMnO4 0,1%,
ty 1€ dat : nude 1a 1:1 trudc khi ho ré it nhat 12 gio.

- Tru6c khi ho ré tién hanh rira dung dich ho ré dé loai bo thude tim bing nudc
sach tur 3- 4 lan va tao cho dat & dang ho loang dé ho ré cay.

- Cay cay:

+ Yéu cau: cy sao cho ré cay thang va xde ra ty nhién, khong bi cuon lai voi
nhau hoac bi gap 1én trong mat bau.

Hinh 5.6. Cdy cay md vao bau

+ Thao tac cdy cay vao bau theo cac budc sau:
* Bugc 1: M 15 cdy bang que cay

* Bugc 2: Pat cay ciy

* Bugc 3: Lap dat bang que cay dé cb dinh cay

- Tusi cho cdy mo sau khi cdy: Thoi gian quan trong nhat la tuan déu tién sau
cay, can phai theo in do am, énh sang va nhiét d6. Nhiét do thich hop tur 25 - 300C,
d6 am tr 85 - 90%, can chu y dieéu chinh &nh sang cho cay quang hop, nhitng ngay troi
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nang chd y phai che ram dé giam bét dnh séng truc xa, tot nhat 1a che ram tur 7 - 10
ngay sau khi cay, do tan che 50 - 60%.

3. Chim s6c ciy mo ¢ voedn wom
3.1. Pdc diém sinh trieong va phét trién cia cdy mo ¢ giai doan vwon wom

Cay vi nhan giéng duoc san xuat dudi diéu kién Iy tuong (nhan tao) vé nhiét do,
anh sang va moi truong dinh dudng. Dé ciy cay ra bau dat voi ty 16 séng cao can phai
huan luyén cay cho ctmg cap truéc khi cho ra khoi 6ng nghiém.

Cay duoc huan luyén bang cach dat dng nghiém (binh cay) trong diéu kién anh
sang va nhiét do ty nhién voi cuong do anh sang tir 5.000-10.000 lux, néu 16n hon
10.000 lux can phai che bét lwgng anh sang. Thoi gian huan luyén khoang 6 - 8 ngay
dé cay con quen dan véi diéu kién ty nhién.

Cay duoc cdy vao bau dat khi than cay chuyén sang mau cua tu nhién, c6 ré va
14 x0e ra day du. Sau cay, Cay mé yéu cau nhiét d¢ khoang 25 —300C a am d6 80 — 90%
can cha y diéu chinh anh sang. Nhing ngay c6 nang to can phai che rdm, khong dé anh
séng truc xa truc tiép chiéu vao cay trong thoi gian 7 —10 ngay véi do tan che 50 - 60%.

Thoi gian cay mo séng ¢ vudn wom tir 2- 2,5 thang, sau khi cay vao bau dat cay
rat non, ty 16 C/N rat thap do vay can tao diéu kién tdi vu trong chim soc dé cay quen
dan véi diéu kén séng bén ngoai moi trudng. Viée diéu chinh anh sang va luong nuéc
tudi trong qua trinh cham soc 1a bién phdp co ban dé huan luyén cay ctng cap coty I¢
C/N cao dan. Cong viéc dao bau, xén ré, két hop véi phan loai cdy con dé co6 ché o
cham so6c nudi dudng thich hop la bién phap ky thuat khong thé thleu dugc trong viéc
huin luyén dé cdy con c6 du tiéu chuan khi xuat vuon dép ang nhu cau tréng rimg cua
thuc tidn san Xuat.

3.2. C&c bién phap ky thudt cham séc ciy mé ¢ vwon wom
3.2.1. biéu chinh anh sang cho cay moé ¢ vieon wom

Che phi voi ty 1¢ day mong khac nhau dé giam cuong d6 anh sang tir 50 - 60%
khi cay con con non yeu hoac sau khi cay voi thoi gian 1 - 2 tuan, khi cay con bén re
thi thdo dan dan che dé tang dan anh sang.

Trong thoi ky dau méi ciy, néu c6 mua to, gié 16n can phai che day kip thoi cho
cay con khong dé bun dat do nudc mua ban 1én bam vao la can tré sy hé hap va quang
hop, cay con bi siéu veo dap nat.

3.2.2. Tuoi nwéc cho cady mo ¢ vieon wom

Luong nudc tudi khi cdy con nho, mdi ngay tudi 2 1an (vao sang sém va chiéu
mat), m6i lan chi tudi di mot lugng nude da udt mat ludng 2 lit/m?. Khi cay da lon,
nhu cau nuéc nhiéu hon thi tang lugng nudc tudi dén 3 lit/m? va giam s lan tudi nuéc
con 1 lan/ ngay, nhitng ngay nang, ¢ gid can tang thém lugng nudce tudi cho cay. Co
thé tudi thim theo ranh hoic tuéi phun mua bang nudc sach vao sang sém va chiéu
maét, khong tudi khi troi dang nang gat.

3.2.3. Lam co, pha vang

~ Thuong xuyén kiém tra va nho sach ¢é dai moc trong bau cay, khi cay con nho
can phai tien hanh thuong xuyén (1 tuan 1 lan); khi cay da 1on, tuy dicu kién ma quyét
dinh thoi gian 1am co.
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X6i dat, pha vang: diing que nhon x6i dat trong mat bau, nham dam bao cho dat
ludn toi xdp, thong thoang, ting kha nang tham nudc, giam su bdc hoi bé mat (sau moi
tran mua hodc sau mot sb lan tudi nude can kiém tra va tién hanh xgi vang).

3.2.4. Bon phan cho cay m6 ¢ viron wom

Tuy diéu kién, nguoi ta ¢6 thé ding cac loai phan khac nhau dé bén thiic cho
cay nhu phan chuong hoai, phan dam, phan lan, phan kali hoac phan tong hgp NPK,
thoi gian bon va phuong phap bon nhu sau:

- Bon thic cho cay md bang céch tudi phan NPK (5:10:3) nong do 0,3%, khoang
cach gitra cac lan tudi tir 5 - 7 ngay tudi 1 lan, lugng tudi 3 - 4 g/lit nudc.

- Sau khi tudi phan phai dung nuéc sach dé rira khong dé phan bam vao 14 lam
chay la.

- Trong lan bén cubi ciing chi nén sir dung phan lan va kali d&é 1am cho cay ctng
cap.

- Truéc khi xuat vuon tir 2- 4 tuan thi ngimg han viéc bon phan dé ham cay.

- Trong trudng hop phai lvu gitt cdy & vudn wom lau hon thi rit han ché tuéi
phan va nudc dé hdm cay.

3.2.5. Phong trur sau, bénh hai cay mo

Thuong xuyén tién hanh diélg tra sau bénh hai cdy mo trong vuon wom bang
phuong phap 5 diém duong chéo, moi diem 1m2 (6 dang ban).

Bénh hai cdy mé trong vuon uwom chu yéu 12 bénh 1¢ ¢6 ré do ndm (Fusarium
hoic Collectotricicum) hoic vi khuan (Pseudomonas); bénh phan tring trong cay keo
do ndm (Oidium) gay nén ..., tly thudc vao thoi vu wom cdy mé. Khi phat hién bénh
hai cdy mé trong vuon c6 thé phun phong nam, vi khuan gay bénh bang dung dich
bellate ndng d6 5g/10lit nudc phun cho 100m2 thoi gian 1 tuan mot lan, néu phat hién
niam bénh can phun ndng d6 cao hon va thoi gian ngan hon, c6 thé 3- 5 ngay mot lan
tuy theo tinh trang bénh.

3.2.6. Pdo bau, xén ré

La bién phap gay chan thuong han ché sinh truong thén 14, dugc tiép hanh trudc
khi dem di trong tur 15 - 20 ngay, bang cach cat dat nhing ré an ra khoi bau, ré an qua
sau, dé chang tai sinh ré méi, khi dem trong s€ dat ty I song cao.

Tién hanh nho bau 1én khoi ludng sau d6 xép bau lai trong luéng, néu ré cay tho
dai ra ngoai bau thi ding kéo sac cat ré sat bén ngoai vo bau va tién hanh xép lai bau
nhu ban dau. Cha y: khi xép lai bau thi xép cac cay c6 chiéu cao twong ty nhu nhau vao
cung mot khu vue dé thuan tién cho viéc cham séc sau dao bau va lay cay khi xuat
vuon. Sau dao bau tién hanh che sang va tudi nude thuong xuyén du luong dé cay con
sau dao khdng bi chét.

3.3. Tiéu chud@n cay md xudt vuon

Phan loai cay con: Sau khi ciy cdy con vao bau dugc 45 - 50 ngay tudi can tién
hanh phan loai cay con dé ¢ ché do cham soc phu hop tao ra cac ludng cay dong déu
dam bao du tiéu chuan xuat vuon.

Tiéu chuan xuat vuon: Cac loai cay khac nhau hoic cing loai cay nhung dem
trong vai cac muc dich khac nhau c6 tiéu chuan xuat vuon cling khac nhau.
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Vi du: bach dan dé trong ring cé thé ap dung tiéu chuan sau:
- Tudi xuat vuon tir 2 - 2,5 thang
- Cay sinh truong khoe, khéng cong queo, khong bi séu bénh.

- Puogc dao bau, xén ré va han ché sinh truéng trudc khi xuat vuon 2 tuan.
S 0

Hinh 5.7. Cham séc cdy mé trong vieon wom.
B. Bai tap
Bai tap 1: Doc tén dung cac loai thiét bi, dung cu dung trong vudn wom? Cho biét muc
dich cua céc thiét bi, dung cu trén?
Bai tap 2: Thuc hanh chuan bi bau dinh dudng cho cay?
Bai tap 3: Thuc hanh chuan bi ciy con dé cdy vao bau?
Bai tap 4: Thuc hanh cdy cdy mé & vuon uom?
Bai tap 5: Thuc hanh lam ¢, pha vang va tudi nudc cho cdy md ¢ vuon wom?
Bai tap 6: Thuc hanh bon phan cho cady mé tai vuon wom?
C. Ghi nhé: Can chi y mét sé noi dung trong tam:
- Thiét bi, dung cu dung trong vudn uom cay
- K§ thuat chuan bi bau dinh dudng cho cay.
- Chuan bi thiét bi, dung cu dung trong qué trinh ciy cay ¢ vuon vom
- K§ thuat cay cdy md ¢ vudn vom
- Y&u cau vé cac yéu té ngoai canh cua cdy md ¢ vudn vom

- K§ thuat cham soc cdy mo ¢ vuon vom
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HUONG DAN GIANG DAY MO PUN
. Vi tri, tinh chat cia mé dun

- Vj tri: Vi nhan gidng cay trong 1a mé dun chuyén mén trong chuong trinh dao
tao trinh do trung cap nghé Sinh hoc tng dung, duoc giang day doc lap va cé thé giang
day song song vai cac moé dun chuyén mon khac trong chuong trinh.

- Tinh chdt: Vi nhan giéng cay trong 1a mé dun tich hop Iy thuyét va thuc hanh,
trang bi cho ngudi hoc nhitng kién thirc co ban vé phuong phap nudi cdy mé thuc vat,
cac budc thuc hién dé nhan giéng thanh cong mot loai cay trong, md dun nay can té
chuc giang day tai phong hoc co dy du trang thiét bi can thiét cho viéc day, hoc ly
thuyét va thuc hanh.

Il. Muc tiéu ciia mo dun
1. Kién thuc

-’Trinh bay duogc khai niém, co so khoa hoc va nhitng han ché cua ky thuat vi
nhén giong cay trong;
- Liét ke dugc céc thiét b, dung cy, hda chat can thiét sir dung trong vi nhan
giong;
- Néu dugc cac nguyén tic co ban trong pha ché, st dung va bao quan méi trudng
dinh dudng;

- Trinh bay duoc cac budc trong quy trinh vi nhan gidng.
2. Ky ndang

- X&c dinh, lya chon duoc méi truong dinh dudng va diéu kién thich hop dé vi
nhan giong mot so doi tuong thuc vat;

- Lua chon va sir dung duoc cac dung cu va thiét bj sir dung trong vi nhan giéng;

- Pha ché va bao quan duoc dung dich me va céc loai dung dich nudi ciy khac
nhau;

- Thyc hién dugc cac cong doan trong quy trinh vi nhan gidng: Lwa chon cay lay
mau, Iay mau va khir tring mau nudi ciy, nudi ciy khd dau, nhan nhanh, tao cay hoan
chinh, cy va cham soc ciy ngoai vuon wom.

3. Nang luc tw chi va trach nhiém

- C6 tinh than trach nhigm trong st dung, bao quan céc thiét bi, dung cu va hoa
chat thi nghiém;

- CO y thirc tuén thu noi quy phong thi nghiém;
- Tiét kiem nguyén vat liéu, dam bao an toan lao dong va vé sinh méi truong;
- CH y thirc tu hoc, tu nghién cau, tinh than hop tac trong 1am viéc nhom.
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I11. N§i dung chinh ciia mé dun

Thoi lwgng

Loal| pa
M3 bai Tén bai ga' diém|Téng| Ly [ThucKiém
2y sé [thuyéthanh| tra
. s A g ) : 4 4
VNG-01 [Bai 1. Gidi thiéu vi nhan giong Ly | Lop
thuyéet hoc

Bai 2. Chuin bi thiét bi, dung cuva | Ticn FMON9 8 | 4 | 4

VNG-02 |15 ven ligu hop ;ZI:E

Bai 3. Chuin bi hoa chit va pha ché| Ticn PhONg 20 | 4 | 16
VNG-03 |51 truong dinh dudng hop :}huﬁ
’ an

thuc
hanh

Bai 4. Thuc hién cac giai doan trong| Tich

VNG-04 |01y trinh nhan giéng hop

Bai 5. Cy cay va chim soc ca i > 8 2 6
VNG-05 y cay y Tich |Vuon

gidng ¢ vuon vom hop | wom

Huréng ddn on tdp 4 4

Kiém tra hét mé dun 4 4
Céng 92 | 28 | 60 | 4

IV. Huéng dan thuc hién bai tap thuc hanh
Bai 2. Chuén bi thiét bi, dung cu va nguyén liéu

- Nguén lyc can thiét:

+ C4c loai dung cy, thiét bi, nguyén vat liéu dung trong vi nhan giéng
+ Vuon cay me dé lay mau vi nhan gidng

+ Cay giéng goc du tiéu chuan lay mau

+ C4c loai hoa chat dung trong vi nhan giéng

+ Bao ho lao dong.

- Céach chuic t6 chare thuc hién:

+ Chia I6p thanh céc nhdm nho: tly theo yéu cau cua bai tap.

- Tiéu chudn san pham:

+ Xac dinh dung tén cac loai thiét bi, dung cu, nguyén vat liéu
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+ Lya chon duoc cac loai hoa chét dung trong vi nhan gidng

+ Lya chon dugc cay giéng du tiéu chuan

+ Sap xép cac loai dung cy, thiét bi hop ly, khoa hoc

Bai 3. Chuan bi hda chat va pha ché méi trwdong dinh duéng
- Nguén lyc can thiét:

+ Céc loai hoa chat dung trong vi nhan gidng

+ Céc loai chit diéu tiét sinh trueong

+ Bang mdi truong vi nhan gidng

+ Dung cu pha ché héa chit, méi trudng

+ Bao ho lao dong.

- Céch chure t6 chic thuc hién:

+ Chia 16p thanh céc nhém nho: tly theo yéu cau cua bai tap.

- Tiéu chudn san pham:

+ Xac dinh dugc tén cac loai hoa chat dung cho vi nhan giéng hoa
+ Pha ché dung dich me dung yéu cau ky thuat

+ Pha ché méi truong nudi cay pht hop véi timg giai doan sinh truong, phat trién
Bai 4. Thuc hién cac giai doan trong quy trinh nhan giéng

- Nguon luc can thiét:

+ Céc dung cu dé khur tring mau cay

+ Dung cu cdy chuyén mau

+ Mau cay du tiéu chuan

+ Céc loai gia thé, vudn wom Binh chdi dat tiéu chuan Bao ho lao dong.
- Cach chuc t6 chirc thuc hién:

+ Chia 16p thanh cac nhém nho: Tuy theo yéu cau cua bai tap.

- Tiéu chudn san pham:

+ Khir tring mau dat tiéu chuan dam bao an toan lao dong

+ Xac dinh chinh xéc binh chéi dat tiéu chuan

+ Cat, tach va cay chuyén mau dat yéu cau

+ Lwa chon duogc gia thé phu hop vai ting loai hoa

+ Cay cdy dung yéu cau ky thuat

Bai 5. Cay cay va chim séc ciy giong ¢ vuon wom

- Nguén luc can thiét:

+ Vuon uom

+ Céc loai dung cy, thiét bi dung trong vudn wom
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+ Gi4 thé trong cay vi nhan gidng
+ Pt dong bau, bau
+ Dung cu dung dé phun xit, pha ché hoa chat. Bao ho lao dong.
- Cach chuc t6 chirc thuc hién:
+ Chia lép thanh cac nhém nho: Tuy theo yéu cau cua bai tap.
- Tiéu chuan san pham:
+ Pong bau dat yéu cau ky thuat
+ Lwa chon dugc gia thé phu hop
+ Cham soc cdy & vudn vom dat tiéu chuan chat luong

V. Yéu cau vé danh gia két qua hoc tap
Bai 1. Gi6i thiéu vi nhan giong

Tiéu chi danh gia Cach thiic
danh gia

- Thé nao 1a vi nhan giéng? Co s¢ khoa hoc cua vi| Ty luan
nhan giong?

- Nhitng han ché cua vi nhan giong?

Bai 2. Chuan bi thiét bi, dung cu va nguyén liéu

* Bai tap 1

- Cach thirc: mdi hoc vién dugc nhan maot thiét bi ¢é trong phong
- Thoi gian hoan thanh: 5 phat/1 hoc vién

- Hinh thezc trinh bay: van dap

- Phwong phdp ddanh gia: danh gia trén co s ly thuyét

- Két qud san phdm can dat dugc: goi tén dung thiét bi, néu ding myc dich su dung
cua thiét bj d6 trong qua trinh tién hanh céng viéc vi nhan gidng

* Bai tap 2

- Céch thuc: chia cac nhdm nho (3 — 5 hoc vién/nhom), mdi nhém nhan nhiém vu khir
trung 1 phong

- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhém
- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phirong phdp danh gia: k§ nang van dung ly thuyét vao thuc hanh cua mdi hoc vién
trong nhom va thai d thuc hanh caa hoc vién.

- Két quda can dat dwoc:

+ Chon chinh xac loai hoa chat khi tring,

+ Thyc hi¢n thur ty cac budc khir tring dung theo quy trinh,
+ An toan doi v6i con ngudi va méi truong lam viéc

+ Phong sau khi khir tring dat yéu cau cho st dung.
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* Bai tap 3
- Céach thizc: mdi hoc vién thuc hién van hanh
- Thoi gian hoan thanh: 3 phut/1 hoc vién
- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phuong phdp danh gia: Ky nang van dung ly thuyét vao thuc hanh va thai ¢ hoc vién
trong qua trinh thuc hanh.

- Két qua can dat duwoc:

+ Giai thich duogc ch thich, ky hiéu trén may

+ Thuc hién van hanh cac budc dung theo quy trinh

+ Noi hoat dong binh thuong

+ An toan ddi v6i ngudi st dung va thiét bi

Bai tap 4

- Céch thc: chia cac nhc}m nho (5 — 7 hoc v,ién/nhém), moi nhém nhan nhiém vu xac
dinh vat li¢u dat tiéu chuan cho 1 loai cay giong

- Thoi gian hoan thanh: 1 gio/1 nhom

- Hinh thefc trinh bay: van dap + thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién

- Két qua san phdm can dat dwoc: Xac dinh dung vt liéu dat tiéu chuan, néu dang ly
do lya chon vat liéu

*Baitap 5

- Cach thuzc: chia cac nhom nho (5 — 7 hoc vién/nhém), mdi nhém lya chon cay gidng
goc cho 1 loai cay giong

- Thoi gian hoan thanh: 1 gio/1 nhém

- Hinh thuc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két quda can dat dwoc:

+ Chon chinh xac cay gidng gdc dat tiéu chuan

* Bai tap 6

- Cach thic: chia céc’nh()m nhé (5 — 7 hoc vién/nhém), mdi nhdm nhan nhiém vu to
chuc, sap xep cac thiet bi dung cu cua 1 phong, 1 khu vuc thuge day chuyén vi nhan
giong.

- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhom

- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d6 thuc hanh cta hoc vién.
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- Két qud san pham can dat dwoc: Xac dinh dung chung loai va vi tri sap xép céc thiét
bi, dung cu cua cac phong, cac khu vuc trong day chuyén vi nhan gidng.

* Bai tap 7

- Cach thie: chia cac nhém nho (5 — 7 hoc vién/nhom), moi nhom thuc hién mot cong
doan trong quy trinh xay dung vuon wom cho ciy gidng sau vi nhan gidng.

- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhom
- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d6 thuc hanh cta hoc vién.

- Két qua can dat dwoc:

+ Xay dung duoc vuon wom dat tiéu chuan

Bai 3. Chuan bi hoa chat va pha ché méi trwong dinh duéng

* Bai tap 1

- Céch thuc: mdi ,h(_)c vién dugc yéu cau xac dinh dung nhom cho 1 hoa chét va vai tro
cta nhom hoéa chat @6

- Thoi gian hoan thanh: 5 phuat/1 hoc vién

- Hinh thezc trinh bay: van dap

- Phwong phdp déanh gia: danh gia trén co s ly thuyét

- Két qud san phdm can dat dwoc: Xac dinh ding tén nhom va vai trd caa nhém hoa
chat d6 trong moi truong vi nhan giong hoa.

* Bai tap 2

- Cach thLZ’C:, chia cac nhom nho (7 — 10 hoc vién/nhém), mdi nhdm nhan nhiém vu xac
dinh hoa chat cho mot loai moéi truong

- Thoi gian hoan thanh: 1 gio/1 nhém

- Hinh thuc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két qua can dat dwoc:

+ Chon chinh xac loai hoa chat theo danh muc,

+ Thuc hién thir tu cac budc lua chon theo quy trinh,

+ An toan dbi V&i con nguoi va moi truong lam viéc

* Bai tap 3

- Qéch thizc: chia cac nhom nhé (5 — 7 hoc vién/nhdm), mdi nhom nhan nhiém vu pha
cheé mot loai dung dich me

- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhom

- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd
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- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d6 thuc hanh cta hoc vién.
- Két qua can dat duwoc:
+ Chon chinh xac loai hoa chit dé pha ché
+ Can chinh xéc khéi lugng hoa chat can dung
+ Thyc hién tha tu cac budc pha ché dung theo quy trinh,
+ An toan d4i v6i con nguoi va moi truong lam viéc
+ Dung dich me sau pha ché dat y&u cau cho st dung.
* Bai tap 4
- Qéch thie: chia cé‘c nhg’)m nho (5 — 7 hoc vién/nhdm), mdi nhdm nhan nhiém vu pha
ché mét loai chat di€u tiét sinh truong
- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhém
- Hinh thic trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két qua can dat dwoc:

+ Chon chinh xac loai héa chat dé pha ché

+ Can chinh xéac khéi lugng héa chat can dung

+ Thuc hién tha tu cac budce pha ché dung theo quy trinh,

+ An toan ddi v6i con ngudi va moi trudng lam viéc

+ Dung dich chit diéu tiét sinh truong sau pha ché dat yéu cau cho sir dung.
* Bai tap 5

- Qéch thic: chia cac nhém nho (3 —5 hoc vién/nhom), méi nhom nhan nhiém vu pha
ché 1 lit moi truong nudi cay khoi dau

- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhém

- Hinh thuc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phirong phdp danh gia: Ky nang van dung ly thuyét vao thuc hanh cua mdi hoc vién
trong nhom va thai d thuc hanh caa hoc vién.

- Két quda can dat dwoc:

+ Lay chinh xac cac loai dung dich me, chat diéu tiét sinh truong can sir dung dé pha
ché

+ Thyc hién tha ty cac budc pha ché dung theo quy trinh
+ An toan dbi v&i con nguoi va moi truong lam viéc

+ Moi truong sau pha ché dat yéu cau cho s dung.
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* Bai tap 6
- Qéch thizc: chia cac nhom nhé (3 — 5 hoc vién/nhom), mdi nhdm nhan nhiém vu pha
ché 2 lit moi truong nhén nhanh
- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhom
- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d6 thuc hanh cta hoc vién.

- Két qua can dat duwoc:

+ LAy chinh xac céc loai dung dich me, chat diéu tiét sinh truong can st
dung dé pha ché,

+ Thyc hién tha tu cac budce pha ché dung theo quy trinh,

+ An toan ddi v6i con ngudi va méi truong lam viéc

+ Moi trudng sau pha ché dat yéu cau cho su dung.

* Bai tap 7

- Qéch thizc: chia cac nhom nho (3 — 5 hoc vién/nhdm), mdi nhdm nhan nhiém vu pha
che 1 1it moi truong tao cay hoan chinh

- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhom

- Hinh thic trinh bay: thyc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két qua can dat dwoc:

+ L4y chinh xac cac loai dung dich me, chét diéu tiét sinh truong can sir dung dé pha
che

+ Thyc hién thir tu cac buéce pha ché dung theo quy trinh

+ An toan dbi v6i con ngudi va moi truong lam viéc

+ Moi trudng sau pha ché dat yéu cau cho s dung.

* Bai tap 8

- Céch thuc: chia cac nhém nho (3—5hoc  vién/nhom), méi nhom nhan nhiém vy khir
trung 1 lit moi truong.

- Thoi gian hoan thanh: 3 gio/1 nhdm

- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két quda can dat dwoc:
+ Biét van hanh may,
+ Thyc hién tha ty cac budc pha ché dung theo quy trinh,
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+ An toan d4i v6i con nguoi va moi truong lam viéc
+ Moi truong sau khi khir tring dat yéu cau cho sir dung.
Bai 4. Thuc hién cac giai doan trong quy trinh nhan giéng
* Bai tap 1
- Cach Ehb%c: chia} cac nhém nho (7 - 10 hoc vién/nhom), moi nhém nhan nhiém vu xac
dinh mau nudi cay khoi dau dat tiéu chuan cho mot loai cay giong
- Thoi gian hoan thanh: 1 gio/1 nhom
- Hinh thezc trinh bay: van dap + Thuc hanh tai chd
- Phwong phdp déanh gia: danh gia trén co so ly thuyét + san pham thuc
- Két qud san pham can dat dwoc: Xac dinh dugc mau nudi cay khai dau dat tiéu chuan.
* Bai tap 2
- Cach thac: chia cac nhc’)rp nhé (7 — 10 hoc vién/nhc}m), m§i nhgm nhan nhiém vu
chon, cat mau, khu tring mau, cay mau, cham soc va cay chuyén mau cho mot loai cay
giong.
- Thoi gian hoan thanh: 3 gio/1 nhom
- Hinh thic trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két qua can dat dwoc:

+ Thyc hién thir tu cac budc nudi ciy khoi dau theo quy trinh, dam bao ty 16 mau nhidm
thap.

+ An toan dbi v6i con nguoi va méi trudng lam viéc.

* Bai tap 3

- Cach thirc: mdi hoc vién dugc yéu cau khir trung budng cay, bo dung cu
- Thoi gian hoan thanh: 15 phut/1 hoc vién

- Hinh thuc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phirong phdp danh gia: Ky nang van dung ly thuyét vao thuc hanh cua mdi hoc vién
trong nhom va thai d thuc hanh caa hoc vién.

- Két quda can dat dwoc:

+ Thuc hién tha tu cac budc khi tring buong cay va bo dung cu cay dang theo quy
trinh.

+ An toan dbi v&i con nguoi va moi truong lam viéc

+ Buodng cay, bo dung cu cay sau khi tring dat yéu cau cho st dung.

* Bai tap 4

- Céch thirc: mdi hoc vién duoc yéu cau lua chon binh gidng goc va nhan nhanh mot
loai cay giong.

- Thoi gian hoan thanh: 15 phat/1 hoc vién
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- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d6 thuc hanh cta hoc vién.

- Két qua can dat duwoc:

+ Chon chinh xac binh chdi du tiéu chuan

+ Thao tac cat, tach chdi va cdy chuyén vao méi trudng nhanh, chinh xac

+ Thuc hién thir tu cac budc nhan nhanh dang theo quy trinh.

+ An toan ddi v6i con nguoi va méi trudng lam viéc.

* Bai tap 5

- Céch thize: mdi hoc vién dugc yéu cau lya chon binh giong goc va tao cay hoan chinh
cho mét loai cay giong

- Thoi gian hoan thanh: 15 phat/1 hoc vién

- Hinh thic trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két qua can dat dwoc:

+ Chon chinh xac binh chdi du tiéu chuan

+ Thao tac cat, tAch chdi va cay chuyén vao méi trudng nhanh, chinh xéc
+ Thuc hién thir tu cac budc nhan nhanh dang theo quy trinh

+ An toan ddi v6i con ngudi va moi trudng lam viéc

Bai 5. CAy cdy va chim soc ciy giéng ¢ vueon wom

* Bai tap 1

- Cach thic: mdi hoc vién dugc nhan mét thiét bi, dung cu ¢6 trong vudn wom.
- Thoi gian hoan thanh: 5 phat/1 hoc vién

- Hinh thezc trinh bay: van dap

- Phwong phdp ddanh gia: danh gia trén co s& ly thuyét

- Két qud san pham can dat dwoc: goi tén ding thiét bi, néu dang muc dich st dyng
cua thiét bi do trong qua trinh tién hanh céng viéc cham soc cay tai vuon wom.

* Bai tap 2

- Cach the?c: chia cac r]h()m nho (5 — 10 hoc vién/nhém), mdi nhdém nhan nhiém vu
dong va xep luong 50 bau dinh dudng

- Thoi gian hoan thanh: 3 gio/1 nhom

- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d thuc hanh caa hoc vién.

- Két quda can dat duwoc:
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+ Chon duoc dat 1am rudt bau phd hop véi yéu cau caa cdy mo

+ Lam duoc bau dinh dudng dé cay cady mo dung ki thuat

+ Xép dugc ludng bau ding ky thuat

* Bai tap 3

- Cé}ch thurc: chia géc, nhom nhé (5 - 10 hoc vién/qhém), moi nhom nhan nhiém vu
chuan bi cay con dé cay vao bau cho mot loai cay giong

- Thoi gian hoan thanh: 1 gio/1 nhom

- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d6 thuc hanh cta hoc vién.

- Két qua can dat dwoc:

+ Chon duoc binh cay du tiéu chuan dé ra cay

+ Cay sau khi chuan bi dat tiéu chuan dé ciy vao bau

* Bai tap 4

- Cach thirc: mdi hoc vién dugc nhan nhiém vu cdy vao bau cho 10 cay con
- Thoi gian hoan thanh: 10 phut/1 hoc vién

- Hinh thic trinh bay: Thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két qud san phdam can dat dueoc:

+ Thyc hién dung va dy du cac thao tac ciy cay

+ Cay sau cay dat yéu cau veé ty 18 sng

* Bai tap 5

- Céch thac: chia cac nhom nhé (5 — 10 hoc vién/nhdm), mdi nhdm nhan nhiém vu thuc
hién cac noi dung trong cho moét loai cdy md ¢ vuon wom

- Thoi gian hoan thanh: 2 gio/1 nhém

- Hinh théc trinh bay: thuc hanh tai chd + Iy thuyét

- Phirong phdp danh gia: Ky nang van dung ly thuyét vao thuc hanh cua mdi hoc vién
trong nhom va thai d¢ thuc hanh caa hoc vién.

- Két quda can dat dwoc:

+ Danh gia dugc tinh trang ciia cdy mo ngoai vuon uwom

+ Thuc hién cac thao tac dung quy trinh k¥ thuat

+ Cay sau khi cham soc sinh truéng va phat trién tét

*Baitap 6

- Céch thuc: chia cac nhdm nhé (5 — 10 hoc vién/nhdm), méi nhdm nhan nhiém vy thyc
hién bon phan cho maét loai cdy mé & vuon wom
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- Thoi gian hoan thanh: 1 gio/1 nhom
- Hinh thezc trinh bay: thuc hanh tai chd

- Phwong phdp danh gid: Ky nang van dung ly thuyét vao thyc hanh caa mdi hoc vién
trong nhom va thai d6 thuc hanh cta hoc vién.

- Két qua can dat duwoc:

+ DPanh gia duogc tinh trang cta cdy mo ngoai vudn uom
+ Thuc hién cac thao tac bon phan dung quy trinh ky thuat
+ Cay sau khi chim soc sinh treéng va phat trién tét
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