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1 Lo&icam on

T4t ca cac thanh vién cla dy an do ACIAR tai tro vé nuéi cdy mé dira phuc vy nhan giéng vo
tinh va trao d6i ngudn gen an toan (HORT/1998/061- CS/1998/061 trwdc day) dwoc ghi nhan
da dong gop vao ban thao quy trinh nudi cdy phdi mam dira. Cac chuyén gia nay cong tac tai
Vién Dira Cacao, PNG (Tién sy Mathias Faure va Alfred Kembu) , Vién nghién ciu Dira va
cay than co Indonesia, Indonesia (Tién s§ Hengky Novatianto va Ba Nurhaini Mashud), Vién
Cay tinh dau, Viét Nam (Ba Vi Thi My Lién), Trwéng Pai hoc Téng hop Philippin & Los
Banos, Vién Gibng cay tréng, Philippin (Tién sy Pablito Magdalita, Tién sy Olivia Damasco).
Déc biét, ghi nhan nhixng déng gép quan trong cla Tién sy Yohannes Samosir, Dai hoc
Queensland, cho dw an nghién ctru vé cay dira trwéc day va hién tai.

2 Tom tat

Viéc tai trong lai (tré hoa) cac cay dira gia & khu viee Chau A Thai Binh Duwong hién nay
dang la moi quan tam Ion dbi véi cac qubc gia san xuét dira. Viéc trong lai doi hoi phai thu
thap va chia sé nguon gen dira hién c6 gilra cac vung hodc tao ra cac loai gibng mai cé chat
lwong cao va cd thé thich nghi voi diéu kién & tirng dia phwong. Cong tac thu thap va phan
phdi nguon gen dira dwoc tién hanh dwa trén ky thuat nudi ciy phéi dé tranh viéc van
chuyen cac trai cay I&n va cling han che dwoc nguy co lay lan sau hai va bénh hai co ngudn
goc tlr qua. Tuy nhién, cach thirc nudi céy ph6i mam dtra hién nay chwa c6 hiéu qua cao. Do
vay can phai c6 phwong phap nudi cay phéi mam ma&i wu viét hon. Phwong phap méi nay
cting dugrc mong do'i de hé tro san xuét cac gibng dira cé mui thom, gia tri cao dwoc cdng
nhan gan day va cac giéng diva ndi tiéng nhu Kopyor va Makapuno.

Théng qua sw hé tro ctia ACIAR, mét phwong phap ky thuat nudi cay phdi mam dira méi da
ra doi va phat trién (Dw an HORT/1998/061 - CS/1998/061 trwédc day). Muc dich cla dw an
nay nham dwa ra mot ban thdo quy trinh thwc hién kj thuat mai nay. Muc tiéu the hai cia dw
an nay 1 nham phat trién mot kj thuat ghép phoi mam dé co thé san xuét ra cay gibng cac
loai dvra c6 gia tri cao mot cach nhanh nhét.

Két qua tlr Dy an ACIAR truwéc d6 (HORT/1998/061 - CS/1998/061 trwdc kia) da dwoc thu
thap va tbng hop lai d& xay dung mét ban thdo quy trinh nudi cdy phdi mam mai. Ban thao
quy trinh nay da trai qua mét loat cac bwéc diéu chinh cho phu hop voi quan diém clia cac
déi tac lién quan trong dw an ban dau. Hién nay, ban stra ddi cudi cuing ctia quy trinh nay da
duoc ACIAR chudn bi s8n sang cho viéc xuat ban bang ba loai ngon ng® khac nhau (tiéng
Anh, tiéng Indonesia va tiéng Viét). Quy trinh nay ciing sé dwoc st dung trong nhleu phong
thi nghiém trong d6 co6 cac phong thi nghiém thudc cac ngan hang gen dwa quoc té nam
trong mang lwéi gen di truyén dira (COGENT) duwoc dat & ndm khu vire san xuét dira chinh
clia thé gioi.

Hop phan thir 2 clia dw &n hién tai lién quan dén sy cai tién ky thuat ghép phoi dé cé thé san
xuét nhanh cdy giéng cla cac loai dira chat lwong cao. Hop phan nay cla dw an dwoc thuc
hién & Trung tam nghién ctru Albay (ARC) cua Co quan quan ly Dtra Phillipines (PCA) va
cling lién quan dén viéc s dung trang thiét bi phong thi nghiém va tap huan can bo & Dai
hoc Queensland.

Mét sb thi nghiém dwoc thwe hién & ARC véi sw né lwe cb géng dé cai tién ky thuat ghép
phdi mam da duoc xay dung trwdc d6. Tuy nhién, chwa cé sy cai tién nao dat két qua trong
viéc 1am ndy mam bét cr hat ghép nao. Diéu nay, noi I&én sy that rang cac trai cay sén cé dé
duing vao viéc ghép chi la loai co chat lwong kém. Chét lwong trai cay da bi giam dang ké do
mot loat cac tran bao Ién dd bo vao khu vuc trong qua trinh thyc hién cdng trinh nghién ctru
nay. Hién nay cong viéc cai tién ky thuat dang dwoc trién khai trén cac trai cay coé chéat lwong
cao.



DPéi twong hwéng loi chinh ctia dw an la cac déi tac dy an nguwoi Philippin (ARC). Nang luc,
kha nang thuwc thi nghién ctru vé cay dira clia Trung tdm da dwoc tdng cwdng, cho phép cong
viéc hién nay c6 thé tiép tuc véi mot phan tai tro nhé ctia quéc gia sau khi dw an hién tai két
thac. D6 1a mot co hoi d& Trung tdm phat huy nhirng két qua ctia dw an, dac biét la dua viéc
nudi cay phéi mam lén mét giai doan phat trién tiép theo, vi du: phat trién thanh hang hoa. Mot
nghién clru san xuét thi diém sé can dwoc thwe hién dé ting cwdng quy md ap dung, dic biét
doi voi cac gibng dira chat lwgng cao, nhw cac gidng dira thom Kopyor va Makapuno. Cung
thdi gian nay, nang luc cta qudc gia dbi tac ciing sé duoc cai thién dang ké khi mét ngudn
gen chung vé cac giébng dira nay dwoc thiét 1ap & d6. Sau d6, Trung tdm cé thé td chirc trién
Iam gidi thiéu v&i cac nha dau tw ca nhan va cac chi trang trai dira vé kha nang sinh loi cla
bién phap ky thuat nay. Dy &n thi diém nay sé& ting cuwéng kha ndng cla du an hién tai (va
cac dy an khac do ACIAR tai tro trwdc day) véi mot tac dong Ién hon va cé két qué nhanh
hon.

3 Gidi thiéu tdng quan

Dlra (Cocos nucifera L.) la loai quan trong nhat trong nhdm than co & vung khi hau nhiét d&i
néng am. Hon 12 triéu ha dira dwoc trong & 90 quéc gia, phan nhiéu & vung Chau A Thai
Binh Dwong. Philippin c6 3,2 triéu ha dwa & cac trang trai, 1a quéc gia san xuat dwra Ién th
hai thé gi¢i (dng dau la Indonesia, 3,8 triéu ha). Loai cay nay dwoc trong b&i hon 50 triéu
néng ho trén toan thé gi¢i. Dira dwoc coi nhw la loai cay hiru ich cla cudc sdng bdi vi co rat
nhiéu san phdm dwoc san xuat tr dra va dwoc sir dung phd bién trong cdng dong dia
phuong. Ngoai cac san phém truyén thdng tir dira nhw: dau dira va cui diva, dira co thé duoc
st dung dé san xuat cac san phdm thirc an da dang va nhiéu san pham tiéu dung (khéng phai
la thtee an) than thién véi méi tredng, cac san pham nay cé thé dwoc tiéu dung trong nwoc
hodc xuéat khdu. O mot sb quoc gia Thai Binh Dwong, cac san pham tir cay dira con la nguén
duy nhat mang ngoai té vé cho dat nwéc. Dra cling dwgc coi la mot yéu té gitp 6n dinh cac
hé théng néng nghiép noi dat dai xau va méi trwong tw nhién khong dwoc thuan loi, chang
han nhu & nhirng khu vwc ven bién.

R4t tiéc, nang suét dira thé gi&i da bi gidm trong nhiéu thap ky vira qua va gan 2/3 trang trai
hién nay da qua thoi ky thinh vwong ciia minh va can phai duwoc thay thé bang cac loai gibng
mé&i phu hop véi diéu kién cda tirng dia phwong, cé san lwong va chét lwong cao hon. Viéc
nay doi hdi sw ra doi cla mot loat cac chwong trinh sén xuét dira gibng chat lwong cao dwa
vao tinh trang s8n c6 cla ngudn gen dwra thich hgp. Hién nay, cong tac thu thap va van
chuyen gen dira dugc bdo dam bang viéc sir dung moét ky thuat cdy ghép phdi mam vi van
chuyen trai cay cdng kénh 1a khéng thuwe té va khéng dam bao an toan trong viéc phong chéng
mam bénh lay lan.

Thanh céng cla ky thuat nudi cdy phdi mam hién tai trén mét loat cac gibng dira dwoc xem la
chwa dang tin cay. Do vay, mét phwong phap méi da dwoc phat trién (Dw an HORT/1998/061
do ACIAR tai trg), v&i s tham gia clia cac chuyén gia tr cac nwdc Uc, Indonesia, Philippin,
PNG va Viét Nam. Phwong phap méi nay cé hiéu qua hon véi kha nang tao ra cac giong cay
con khde, chat lwong hon, voi ty 1€ trong sbéng & trong dat & mirc cao. Phwong phap nay ciing
dwgc ng dung dé san xuét cay giong twr cac loai dra chéat lwong cao (d6 la Makapuno,
Kopyor va Aromatic), cé g|a tri kinh té cao. Tuy vay, hién nay, phwong phap nay chwa duoc
(ng dung rong rai véi tat ca cac quéc gia san xuat dira.

Két qua quan trong khac cua dy an trwdc day (Dw an HORT/1998/061 do ACIAR tai tro) la
cong trinh di dau trong viéc thwc hién ghép phdi mam. Véi k§ thuat do, cé thé cho phép dwa
vao aé thay thé cac nhan qua me bang cac phoi riéng biét khac va chdm séc thanh nhirng cay
mam giéng khde manh. Tuy nhién, ty 1& thanh céng cia phwong phap nay khi thuc hién lan
dau tién & Brisbane con théap. Pidu nay, chirng té sw that rang cac trai dra c6 sén & céc siéu
thi chi 1a loai c6 chat lwong kém va chi thu dwoc két qua tét hon néu ching ta siv dung nhirng
trai dira vira méi thu hoach & cac quéc gia san xuat dira. Mot khi hoan tat va trién khai ng
dung ky thuat méi nay cé thé thay thé cho bién phap nuéi ciy phdi dwoc danh gia la mét thoi
gian va ton kém khi thwc thi.



Mét dw &an méi do ACIAR tai tro (HORT/2006/006) dé trién khai, phat trién cac két qua cua
cong trinh nghién ctvu truédc d6. Mot cdm nang vé quy trinh nudi ciy phdéi mam méi da duoc
bién soan bang ba ngdn ngi¥ khac nhau (tiéng Anh, tiéng Indonesia va tiéng Viét) do ACIAR
xuét ban va phan phdi. Ngoai ra, dw an mai nay con thwe hién nhirng nghién ctru chuyen
sau hon, sr dung nhung giong dlira trong & dia phuong va viva méi dwgc thu hoach &
Philippin dé nang cép, cai tién  ky thuat ghép phéi mam dwa. Bao cao nay nhan manh dén
cac két qua dat dworc tir hai nd lyc maéi trén.

4 Quy trinh nuéi cay phéi mam

Cac thong tin dwa ra trong sudt qua trinh thye hién cla dy an trudc dé (HORT/1998/061) da
duorc thu thap va tbng hop lai trong ban thao quy trinh do ACIAR xuét ban nhw la mét bao
cdo k¥ thuat. Ban thdo nay da dwoc sy tham gia dong gop v kién va chinh stra cla tat ca
nhrng nha nghién ctru ¢ lién quan dén dy an trwdec do. Ban stra dbi cudi cling ctia ban thao
quy trinh (Phu luc 1) da san sang duoc xuét ban bang tiéng Anh, dwoc bién dich, xuat ban
bang cac tiéng Indonesia va tiéng Viét va sé duwoc phat hanh, phan phdi b&i ACIAR.

5 Phat trién ky thuat ghép phéi mam

Phan nay cla dw ép, bao 'gc‘“)m cac npi dung cbng viéc sau: 1) Xay dwng nang lwc; 2) Bao tao;
va 3) Thi nghiém dé cai tién, nang cap quy trinh ghép phéi mam.

Hop phan xay dwng ndng lwc bao gdm viéc dat mua thiét bi, dung cu dé trién khai thuwc hién
quy trinh ghép phdi mam (Hinh 1 dén 3), hang hoa (thiét bi, dung cu) dwoc gl téi ARC &
Philippin va thué mét tro’ ly nghién ctru dé gitp thue hién hop phan nghién ctru cltia dw an
cting & ARC — Philippin.

Hinh 1 a) Ban khoan tao 16 c6 gia
d& qua dwa; b) May hut bui cam tay

Hinh 2. Phong thi nghiém ghép phéi mam
a) Phong chuan bij; b) Phong sach



Hinh 3. Vi tri trong vwon wom la noi bao quan,
nudi dudng mam ghép

Trong khudn khd hop phan dao tao, dng Osmundo Oerense, mot nha khoa hoc cép cao cla
ARC d3a tham gia mét chuyén thdm quan hoc tap 10 ngay (tir ngay 2 -12 thang 10 nam 2006)
& Pai hoc Queesland (UQ) tim hiéu thém vé ky thuat ghép phoi mam. Nhw da dé cap & phan
dau, day la mét phuong phap méi, thwe hién lan dau & Dai hoc Queensland trong sudt qua
trinh trién khai dy an trwéc dé (HORT/1998/061) va co kha nang thay thé ky thuat nudi cay
phdi & trong cac phong thi nghiém khong thé thye hién viéc nudi cay mo.

Hop phan thi nghiém (thang 8/2006 dén thang 12/2007) dwoc thic hién & ARC dé cai tién ky
thuat ghep phdi mam. DAu tién, mot nghién ciu so bd duoc tién hanh dé so sanh ti 1é nay
mam cuia cac qua dira dé vé (qua con nguyen ven, nhw van thwong st dung trong vuon vom
dira gibng) v&i cac qua dira tach vo. Két qua nghién ctru cho thay rang hai loai qua dira néu
trén cho ty 1& ndy mam gan giéng nhau, theo thiy tw lan lwot 1a 20% va 16%. Cac ty 1é nay la
qua thap khi so sanh véi viéc thwe hién cho ndy mam mét cach binh thwong & ARC (75 dén
85%). Ty & ndy mam th&p nay la do chat lwong qua xau — d6 14 nhivng qua con st lai tr vu
thu hoach dira sau khi bi nhirng tran bao Ion dé bd vao khu vuc tan pha trong cac nam 2006
va 2007.

M6t nghién ctru thir hai dwoe thyee hién dé thiét lap nhirng bwéc thie hanh co ban cho viéc
ghép va wom nudi hat ghép. Muc dich la dé tan dung cac thiét bi mai ciia ARC cung voi
nhirng bai hoc ky thuat thu dwoc gan day nhat & UQ. PAu tién, mot sé qué gidng Laguna Tall
con lai sau vu thu hoach bj anh hwéng ctia bdo da dwoc sir dung dé thuwc hanh ky thuat ghép
phoi da dwoc tach. D& lam viéc nay, mot dung dich chét ty trang thwong mai dam déc, chira
5,25% NaOCI dwoc phun 1én trén phan vé hat qua me (dung mét lo rira) tir 30 dén 60 phut
(hinh 4). Sau céng doan x ly nay, diing nwéc may vo tring dé rira sach chat ty trang (hinh 5)
va dé cho hat kho réo. Sau do, tach doi mleng cat hinh tron dang dia 0 Vo hat (I6p gao dwa)
dé 16 ra I6p vo phia dwéi (hinh 6). L&p vo bén trong phan gao dua, gdm mot phadn méng cta
ndi nhi dwoc lang nhe nhang bang dao mé dé 16 I&p phdi mam géc ra (hinh 7). Sau dé, st
dung mét lwdi dao mé (da dwoc udn cong & phia dau dé tién cho viéc tach roi phoi mém) lay
phoi mam géc ra (hinh 8). Str dung cung luGi dao twong tu, dé mé réng hoac dao sau thém
(phan phéi mam) trén hat qué gbc néu can de tao mot 16 tron phu hop, kho’p v&i phdi mam
ngoai sé dwoc ghep vao. Sau khi dat phoi mam ngoai vao (hinh 9), miéng vé méng bén trong
duoc dat tré lai vi tri cli dé che phu phan phdéi mam mai vira dwa vao (hinh 10). Bdi, phét keo
(son mong tay) trwde khi dat phan vé hinh dia tron tré lai vi tri ban dau (hlnh 11). Sau do, boi
phét thém keo dé bit kin khe h& gitra vo hat (gao dira) va miéng chop vé vira dwoc gan lai
(hinh 12). L&p keo gan can phai dé qua dém cho kho han truéc khi dem cac hat da dwoc cly
ghép phéi mam méi di wom trébng & vwdn wom trong ngay hém sau.

D4t hat ndm theo phwong thang dirng trong gia thé dwoc twdi dm (hon hop dat va xo dira),
lvu 'y phan vé hat duwoc gén keo phai nam & bén trén bé mat gia thé wom (hinh 13). Phun
thudc trir sau va thudc trir ndm 1én trén bé mat hat va gia thé wom ngay sau khi wom va sau
doé phun dinh ky mdi tuan mét 1an. Lubng wom phai dwoc bao vé, che chan, han ché nwéc
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muwa va anh nang mat tri chiéu tryc tiép. Twoi nwoc thuong xuyén dé duy tri d6 &m cia gia
thé wom.

Hinh 4 . Kh(¥ trung hat

Hinh 7. Lang lay I6p mang méng dé 16 ra
|&p phdi mam sé dwoc thay thé bang phoi
mam ngoai

Hinh 6. Tach r&i phan chép cta vé hat (v
gao dwa) ra ngoai

Hinh 8. Tach Iy phan ph6i mam can thay

thé ra ngoai. Hinh 9. Ghép phdi mém ngoai vao vi tri

phdi mam gbc vira 13y ra.



Hinh 10.‘Dét,miéng mang mong tré lai vi
tri ban dau dé che phu phéi mam vira

: Hinh 11. Bbi, phét keo vao ria vét khoan
ghep

cla voé hat

Hinh 12. Gén keo bit kin chd h& gira vo Hiph13. Uom cac hat da dwgc ghép phdi
va miéng chép vo mam mai

Trong mot nghién ciru khac, mét phwong phap cay ghép phoéi mam thir hai (ghép mét miéng
ndi nhii ¢ chira phdi con nguyén ven) duwoc dwa vao ap dung thi trén cling mét gibng dwra.
Cac quy trinh khir trung, gén keo va wom hat twong tw dwoc ap dung trong subt cac budc
ghép. Tuy nhién lan nay, toan bd phan I8i ctia ndi nhii dwoc tach 14y ra tir cac hat gbe va hat
thay thé bang cach st dung mét cai khoan tao 16 dang nut chai (dweng kinh trong 2cm; Hinh
14). Sau d6, miéng ndi nhii va phdi mam ngoai dwoc cly ghép vao hat me va gan kin cac ké
hé bang keo nhw mé ta & phan trwdc (Hinh 15).

Hinh 15. Ghép dia phdi mam ngoai vao phan 16

Hinh 14. Dung khoan 16 dang nut chai dé khoan clia hat me

tach 1y ph6i mam hinh dia tron



Dé kiém tra xem liéu phan (g nay mam cuia cac hat ghép sau d6 co phai do phuong
phap ky thuat da dwoc stir dung hay khong, nhirng hat con nguyen va cac hat dwgc thao
tac xr ly vo hat (cat khtr trang, tach, di doi, dat lai vi tri ban dau va bit kin cac khe hé)
cling duwgc dwa vao wom trong cung gia thé dé lam dbi chirng.

Tuy nhién, sau nhiéu thang ghép, khong thay co hién twong nay mam. Tuwong tw nhw
vay, cling khong thay co dau hiéu nhiém bénh hoac kién pha hai dwoc ghi nhan & cac
hat ghép. Hau hét cac hat ghép van con sbng.

Sau do, mét phucyng phap cai tién ky thuat ghép phéi mam da duogc thir nghiém.

Phwong phap nay bao gom viéc cai tién cong doan khtr tring & bé mat hat. Hat sau khi
cat dwoc dao nguoc va dat vao trong mot cai cbc dwng dung dich tay trdng thwong mai
(sao cho phan hat bj cét ra dwoc nhung ngap hoan toan trong dung dich khtr trung). Chét
tay trang thwong mai dwoc xir ly & nhieu nong d6 khac nhau v&i thoi gian xir ly khac
nhau nham tim ra nong do va thoi gian xa ly tot nhat dé khir truing bé mat ctia vé hat. Két
quéa tham do cho thay st dung chéat tay trang & néng d6 40% (v/v) trong moét glo’ la bién
phap khr trang hiéu qua nhét. Quy trinh nay sau d6 da dwoc st dung trong tat ca cac thi
nghiém tiép theo.

Nguyén nhan that bai trong viéc ndy mam cua hat da dwoc céy ghép phoi ngoa| dwoc
cho la do thleu Sy phat trién (gian no’) cua ph0| mam trong giai doan dau cua qua trinh
ndy mam. Diéu nay c6 18 |a hau qua cla Viéc. két nbi kém glwa ph0| mam ngoa| voi noi
nhi cua hat me. Mét thi nghiém ghép phoi mam da dwoc nudi cay va phat trién trong mOoi
trwérng nhan tao vao cac hat me da duoc tién hanh. Dé thuc hién viéc nay, ngum ta
dung bién phap ky thuat da dwoc ap dung trong quy trinh nuéi cay phdi mam méi (xem
Phu luc 1) dé tach va khir trung bé mat cac phdi mam tr cac hat da trwdng thanh. Sau
do, cac phdi mam duoc nudi trong méi trudng Y3 da cai blen (xem Phu luc 1) tir 3 dén 5
ngay trwdc khi dwoc ghép vao hat me. Moéi trwdong nudi cay tuo’ng tw clng dwoc st
dung nhw moét “moi truo’ng lam day” dé 14p day khoang trong glua phan 16 khoan va phoi
mam mé&i sau khi gan lai. Cac hat da dwoc ghép ph6i mam mai sau do6 dwgc wom trong
vwon wom nhw mo ta & phan trén. Tuy nhién, nhw da dé cap & phan trwdc, khéng thay
hién tuo’ng ndy mam tlr cac hat nay. Mot thi nghlem y hét dwoc tai thwe hién nhung 1an
nay str dung moi truong MS ran (Murashlge va Skoog, 1962), tuy nhién cac hat duwgc
ghép phdi mam méi van khéng ndy mam.

Sau d6, mét y twdng dwoc dwa ra rang can bo sung vao moi trwong nudi cay mot hop
chét diéu hoa tang trwdng cay trong de thuc day sw ndy mam cuia cac phdi mam ghép.
M6t thi nghiém da dworc tién hanh, bd sung 0,0 hoac 0,1 ppm BAP va 0,00; 0,05 hoac
0,10 ppm NAA vao moi truo’ng Y3, & do cac ph0| mam riéng biét dwoc nudi tir 3 dén 5
ngay. Sau do, cac phéi mam duwoc ghép vao cac hat me. Lai mot lan nira, két qua cho
thay cac hat dwoc ghép phdi mam da khéng ndy mam trong vweon wom.

Nhw da trinh bay & phan trudc, nhung hat con nguyén ven (va chwa dwoc ghép) duwoc
wom lam ddi chirng ciing da ndy mam & mot ty 1é thap hon nhiéu (16 dén 53%) so voi ty
|& ndy mam binh thwdng & ARC (85 %), chirng té chét lwong cla trai cay xAu.

6 Nhirng van dé nay sinh va loi ich dat dwoc:

O dy an trwdc day (HORT/1998/061), thanh cong clia ky thuat ghép phoi mam thap
nhuwng cung mang lai nhirng déng gop dang ké. Ty 1& thanh cong thap duwoc danh gia la
do trai cay & siéu thi kém chét lwong, ca ve nguon hat 14y phdi mam mai lan nguon hat
me. Céc hat dwoc nhap khau twr cac quoc gia san xuéat dira, qua moét day chuyen trao déi
thwong mai di vao cac siéu thj phai mat nhiéu tuan 1&. Mat khac, ky thuat cay ghép van
con dang & trinh d6 rat can ban. Do dd, nhiéu khia canh clia phwong phap ky thuat nay
van can dwoc diéu chinh lai. Viéc st dung cac hat c6 chéat lwong xau trong dy an hién tai
c6 thé ciing la nguyén nhan gép phan vao thét bai cta k§ thuat cdy ghép phoi mam.



Cac hat sn co dé st dung duwoc Iéy tr cac cay bi tér) phq nghiérp trong b&i moét loat cac
tran bédo manh (hinh 16 va 17) va dé la nguyén liéu tot nhat cé thé kiem dwoc vao thoi
diém do.

Hinh 16. Dlra bj tan pha b&i bdo IénReming

Hinh 17. Co SQ’ vat chat nudi cdy mé dira bi pha hly do bao Ién Reming: a) Nha thi nghiém; b) Nha kinh /
Phong gitr d6 am; c) Vwon wom.

Mot sé thi nghiém da duoc [én ké hoach dé gitp phat trién k§ thuat ghép da khong thuc
hién dwoc do thiéu nguén trai dra san co. Céc thi nghiém chwa dwoc thwe hién nay bao
gdm: tudi cla trai dira (ca vé ngudn phdi mam ciing nhw cac hat me), diéu kién béo quan
hat sau khi thu hoach va truwéc khi str dung, va kha nang thanh céng khi ap dung phwong
phap nay trén cac giébng khac nhau.

Cho du cac phdi mam dwoc ciy ghép khdng ndy mam, nhung nhirng loi ich dat dwoc
trong sudt qua trinh dw an, dic biét trong linh vuwc nang cao nang lyc va dao tao & ARC
la rAt dang ké. Viéc dao tao cac thanh vién dw an & UQ va dau tw co s& vat chat & ARC
da cho phép ho co thé tiép tuc cong viéc sau khi két thuc dy an (thang 12/2007). Sy mé&
rong clia dw an sé dwgc thwe hién vao théi gian khi ma nguén trai co chat lwong dwoc
cung cap day di d& dam bao cho viéc nghién ciru.

Ban thao quy trinh nudi ciy phéi mam hién nay da dwoc ACIAR s&n sang xuét ban (Phu
luc 1). Quy trinh nay da dwoc bién soan sau khi 14y y kién rong rai clia nhirng ngudi cé
lién quan dén dw an ACIAR trwdc day. Can lwu y rang mang lwdi cac tram, trung tam
nghién ctru dira (ICOPRI - Indonesia, Tram nghién ciru Madang - PNG, Trung tam
nghién ctru Albay - Philippin va OPI — Viét Nam) van ton tai va hoat dong tét. M&c du cac
doi tac, ngoai trlr Philippin, da khong dwoc hwéng loi trye tiép tlr dw an, nhwng viéc cho
ra d&i cubn cAm nang vé phwong phap nudi cay phoi mam sé cé ich cho ho. CAm nang
nay sé hiru ich khéng chi véi viéc hé tror cac hoat dong lién quan dén chuyén gen ma
con gilp san xuét cac gibng dira cé gia tri cao nhw Kopyor, Makapuno va cac gibng dira
cé mui thom véi sé lvong lon.
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7 Két luan va khuyén nghi

Viéc trao ddi thong tin va quan diém gitra cac dbi tac lién quan trong dy an truwdc
(HORT/1998/061) dwoc khuyen khich trong sudt qua trinh thwe hién dy an hién tai va
hoat dong do rat co ich dbi véi viec xay dung va chinh stra cam nang nuoi cay phdi mam
md&i nay. Hién nay, cdm nang nay da san sang dé dwoc xuat ban bang 3 ngon nglr khac
nhau (tleng Anh, tiéng Indonesia va tiéng Viét). Cac d0| tac cé thé tham gia bién dich va
phan phdi tai liéu sau nay trong qua trinh hoan thanh cdm nang.

Mot kha nang m&i dé tién hanh cong viéc nuoi cay va ghép ph0| mam dwoc thiét lap &
ARC. Diéu nay dat dwoc tir viéc tién hanh mot khoa tap huén & Dai hoc Queensland,
viéc néng cap cdc trang thiét bi nudi cdy mé & ARC, va viéc duy tri lién tuc cong tac dao
tao chuyén moén cho mét tro ly dia phwong & ARC.

Tai ARC, mét sb thi nghlem da duoc tién hanh trong mot sw nd lwc cb gang de cai tién
ky thuat ghep ph0| mam. Tuy nhién, cho dén gi®, cac hat dwoc ghep phdi mam ngoal
van khong nay mam. Céac hat dwoc str dung trong cac thi nghiém nay la nhung hat con
sot lai sau mot loat cac tran bao Ion da dd bd vao khu virc, tan pha hang loat cay dwra
cung co s& vat chat & ARC trong sudt thoi glan thwc hién dy an nay. Chét lvong hat xau
sé& gop phan khién cac ph0| mam ghep kho nay mam. Mot so thi ngh|em trong ké hoach
da khong dem lai két qué do thiéu ngudn nguyén liéu qua dé nghién ctru.

Trong twong lai, mot sb nghlen clru co ban can dwoc trién khai dé xay dung ky thuat
ghép ph6i mam moét cach sau rong hon. Cac nghlen clru nay nén tap trung vao viéc cay
ghép phéi mam da duwoc tach ra (t6t hon viéc cdy ghép ca miéng noi nhi trong dé co
phoi mam) b&i vi day la bién phap co6 kha nang thanh cbéng I&n nhat Mat khac, ciing nén
nghién clru cac phan trng sinh Iy cua ph0| mam duwoc tach ra dé cay ghep nhw: kha nang
hap thu nwéec, nhung thay doi 0 Vi tri gan ket gitra ph0| mam ngoai va ndi nhil, qua trinh
tap trung thirc an va van chuyén toi ph0| mam. Kha nang tuo’ng thich ctia n6i nhi vo&i
phdi mam ngoai vé kiéu gen, do tudi, va xt ly truéc bao quan.

Hai dw an (dw &n hién tai va du an truéc d6 - HORT/1998/061) da dem lai nhiéu kien
thirc va nang cao nang lwe cho cac nhom nghlen clru vé cay dlra & Indonesia, Phlllppm
PNG va Viét Nam. Cdm nang vé quy trinh nuoi céy ph0| mai hién nay da san sang dée
dong vai tro nhw mét tai liéu tham khao tong hop cho cac nhém nghlen ctru nay. Cac két
qua tich cwe cua viéc nghién clru vé nudi cay phoi cho den bay gi¢ da cho phep cac
nhém nghién ctru dira chuyen sang giai doan phat trién ké tiép — thuong mai héa cong
nghé. Do d6, mét dy én san xuét thi diém can duoc xay dwng & cac quoc g|a san xuat
dira dé trién khai ap dung rong rai ky thuat méi nay va chirng minh cé thé san xuét voi
quy md lén cac giong dira chat lwgng cao (Kopyor, Makapuno va dwra co mui th0’m)
Viéc thiét |ap mét quy gen chung (mét bo swu tap gen) cac g|ong dira nay va cac glong
dira hiru ich khac can dwoc trién khai vao nhung nam dau ctia mot dw an nhw vay va
viéc nay sé giup day nhanh viéc thwong mai hoa san pham Kha nang lai gidng gitra dira
Kopyor hoac Makapuno v&i cac loai dira thom cung nén dwoc khao sat ky truwde khi quy
trinh nudi cay phéi mam m¢i dwoc ng dung dé nhanh chong nhan ra hang loat cac cay
con dira giong lai mai. Thanh cong trong viéc san xuét cac cay diva glong Makapuno (o
quy mé I&n bang cach nudi cay ph6i mam co thé da dworc nhin thay & Ph|||pp|n va thanh
cong nay nén dwoc (rng dung dé dwa ra cai nhin sau sac hon trong viéc nang cap pham
vi ap dung phuo’ng phap ky thuat mai nay Ién mirc thuwong mai. Ngoa| ra, can tlen hanh
thém mot s6 hoat ddng nghién ctru dé hoan thién quy trinh.Viéc nay chéc chén can ¢
sw tham g|a cta nhém nghién ctru c6 kinh nghlem dén tir Uc. Céac cong ty san xuat tw
nhan va néng dan can dwoc khuyen khich tham gia vao dw an ngay tt giai doan ban dau.
Tuy nhién, trer khi mét dw &n thi diém dwoc bat dau trién khai de chung minh tiém nang
thuong mai thi kha nang tac dong cla hai dw an nay (va mét s6 dw an co lién quan khac
cua ACIAR truéc do) t¢i ndbng dan va cac hd san xuét nhé khac & cac quoc gia san xuat
dira sé& van tiép tuc & mirc thap thng anh huédng & mirc do thap ctia cac dy an dira
do ACIAR tai tro da dwoc dé cap dén & tai liéu khac (xem Samosir va cs. 2006).

Cac tac dong khac cua phwong phap nudi céy phoi mam thudc dw an hién tai sé tuy
thudc vao viéc di chuyén nguon gen dira gitka cac phong thi nghiém, & ca cap do quoc
gia va quéc té. Do vay, cdm nang vé quy trinh nudi cdy phéi mam can dwoc cung cap
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cho t4t c& nhirng déi twong cé tiém nang st dung k¥ thuat nay do ACIAR cung cép. Cac
ddi twong nay bao gébm ca Mang luvéi Quy Gen Dva Québc té (COGENT) - dang thanh lap
mot Ngan hang Gen Dira Quéc té dé bao ton ngudn gen dira khap thé gidi va cung cép
cho cac qudc gia cé quan tam. Théng qua cac hdi thdo, cac nhém phat trién cong nghé
phdi méi trén can ddy manh viéc quang ba va phd bién ky thuat nuéi cy phdi mam méi
nay.
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9 Phuluc

Phu luc 1: Cam nang nudi cay phdi mam

Quy trinh nudi cay phéi mam dira méi
nham bao ton va san xuat cay giong chat lwong cao
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1 Gidi thiéu

Dwra (Cocos nucifera L.) dwgc danh gia 1a cay than co nhiét déi quan trong nhat, tuy nhién
nguoi san xuat loai cay trong nay van phai dbi mat v&i tinh trang nang suat thap va ngay
mot gidm sut. Hau hét nguwdi san xuét dang lam chi nhirng cay dwra gia trong cach day
nhiéu nam va chwa dwoc chon loc. Cac trang trai dira gia nay can duoc trong maoi lai bang
cac gibng ma&i cé kha nang khang bénh va co nang suat cao hon. Vi vay, diéu can thiét 1a
phai phat trién nhirng glong dlra méi da dwoc cai tao va thich nghi voi diéu kién & cac dia
phucrng Diéu nay c6 thé thwc hién dwoc néu tan dung nguén gen dwra phong phu san co
& khép cac khu vie khac nhau trén thé gidi. Tuy nhién, do mot sé nhan t6, bao gébm thién
tai, han han va thu hep dat tréng do qua trinh dé thi héa va cac nhu cau néng nghiép khac,
nguc‘“Jn gen dwra c6 gia tri nay dang bi giam di nhanh chéng.

Trong thap ky vira qua, Mang Quy gen dira — Vién Quy gen thuc vat Qubc té (COGENT-
IPGRI) da cb gang tai tro von va thiét |ap mot ngan hang bao tén ngudn gen dira Québc té
& nhiéu noi (ICG). Mang lwéi cac diém bao tén nay, trong d6 nhiéu noi da di vao hoat
dong, nam trong 5 khu virc cia COGENT la: Déng Nam va Bong A, Nam A, Nam Thai
Binh Dwong, Chau Phi, An D6 Duong, Chau My La Tinh va vang Caribe. Mang lwéi ngan
hang gen dira nay sé la noi lwu gitk phan I&n ngudn gen dira cla thé gi¢i va béo vé chung
cho viéc st dung trong twong lai ciia nganh céng nghiép dwa.

Dé hd tro viéc thanh 1ap cac ngan hang bao tdn gen nay cho hé théng ICG hoac cho cac
noi c6 swu tap ngudn gen dira va c6 cac chwong trinh xay dwng khac doi héi phai co mot
co ché dang tin cay va an toan cho viéc thu thap, van chuyén va tai thiét Iap ngudn gen
dlra. Cong doan thu thap va van chuyén toan bd trai dira ré rang la khong thuc té do kich
c& cla ching va thuc té 1a van chuyén céc trai cay chwa lam sach khéng an toan vé mat
kiém dich thwc vat.

V&i nhivng ly do trén, viéc thu thap ngudn gen dira bang phdi mam riéng biét hodc nhirng
miéng mé noi nhii nhd c6 chira phdi mam va sau d6 di chuyén ching nhw trong trwerng
hop nuéi cay trong 6ng nghiém (in vitro) da tré thanh mot bién phap mang tinh thuc té hon
nhiéu trong cong doan van chuyén gen dira. Phdi mam tr cac hat dién hinh nhe hon
10.000 1an so v&i nhirtng qua nguyén ven ma tir dé ching duorc tach ra (Harries 1982) — va
khéng mang nguén bénh nao da duoc biét téi.

Viéc nuéi cy in vitro cac phdi mam hop ti (zygotic) dira da thanh cong trong rat nhiéu
trwdng hop (De Guzman va Del Rosario 1974; Assy Bah 1986; Rillo va Paloma 1992a;
Samosir va cs. 1999). Cac phwong phap nay cling cé ich dbi véi viéc gitr lai phoéi mam tir
cac loai hinh dwra dot bién, co gia tri cao (vi du Makapuno, Kopyor) nhwng mé ndi nhii clia
chung lai gidng nhw thach va khéng chirc nang (Rillo va Paloma 1992b), va tao ra cac cay
giong tir chung. Phwong phap nay ciing c6 thé dwoc ap dung trong viéc chon lwa in vitro
céc tinh trang cay tréng khac nhau. (Vi du: Kha ndng chiu han; Karunaratne va cs., 1991)
va bao quén gen dira & nhiét d6 thap (Assy-Bah va Engelmann 1992; Sisunandar va cs.,
2005).

Cho dén nay, k¥ thuat nuoi cay phoi mam dira tiéu chuan quéc té da duwoc st dung dé lap
ra cac bd swu tap nguon gen dira va san xuét cac cay glong chét lwong cao tir loai hinh
dira dot bién. Pwoc biét dén dwoi cai tén “Ky thuat nudi cay ph0| mam lai” (Batugal 2002)
phwong phap nay da dwoc str dung dé san xuét cay glong dira & nhwng noi phéi mam cua
chung dwoc gl dén sau cac thwong vu trao ddi quoc té. Mac du, sir dung quy trinh nay
cho ty 1é nay mam trong dng nghiém cao (Engelmann va Batugal 2002), nhuwng cé sw khac
biét I&n & két qua gilra cac phong thi nghiém va diéu nay lam quy trinh kém hiéu qua va
thiéu do tin cay.

Nhiéu khia canh v& mat sinh ly ctia cay non phat trién trong qua trinh nudi cay in vitro |a
chwa téi wu va chinh diéu nay dwoc cho 1a gép phan lam giam thap ty 1& thich nghi véi khi
hau va sy phat trién cha cay non sau khi dwa ra ngoai méi trwdng nudi cay. Cac dac diém
sinh ly cGa cay con c6 kha nang chiu &nh hwdng bdi ky thuat la sw phat trién cia bo ré,
kha nang quang hop va tinh man cam vai bénh.
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Quy trinh phat trién gan day nhat da quan tam dén nhirng van dé nay va nhiing van dé
khac co thé gap phai trong qua trinh phat trién clia cay con v&i sy tham gia ctia mét
nhém cac nha khoa hoc dén tr nhiéu quéc gia khac nhau ( Uc, Indonesia, PNG, Philippin
va Viét Nam) trong mét thoi glan hon 3 ndm. M6t s6 cai tién dang ké da dwoc thue hién
twr quy trinh nay co the dwoc str dyng ca cho viéc van chuyén gen dira, tai thiét 1ap va
san xuat cac cay gidng dira dot bién chat lwong cao, nhw cac gibng diva Makapuno va
Kopyor.

2. MUCTIEU

Muc tiéu ctia cng viéc dugc thure hién dé cho ra cdm nang nay la nham phat trién Quy
trinh ky thuat méi duqc cai tién‘ V@i cac ndi dung sau:

e  Tach va van chuyén phéi mam duwra;

e  Kh&i dau nubi cay in vitro phdi mam dwa;

e Cham séc nudi dwéng phdi mam dira cho dén khi c6 thé dwa cay con tréng vao dét;

e Thuan hda cay gidng dira con dugc tao ra tir phwong phap nay;

e Sy trwdng thanh cla cay giéng trén dat trong vuon wom.

3. NGUYEN VAT LIEU, TRANG THIET BI VA CO
SO VAT CHAT

3.1 Giong:

Chon nhirng qua gidng c6 do tudi thich hop (cac qua cé dd tudi tir 10 dén 11 thang sau
khi thu phan) Ia mot yéu t quan trong cd thé giup cho ra ty & cay gidng cao nhat. O giai
doan phoi 10-11 thang tudi vo qua bat dau chuyén sang mau nau (Hinh 1). Nguyén tac co
ban cé thé ap dung khi di thu thap nguén giong la chon dé thu hai nhitng budng dira da
co it nhat 1 qua chuyen sang mau nau. Ciing can phai ap dung ca cac tiéu chi chon qua
khac, dac biét [a déi vai cac cbng viéc lién quan dén strc khde qua va chi nén st dung
nhirng qua cé chat lwong tét nhat dé tach lay phdi mam gibng. Tuy nhién, ciing khéng
nén bd di nhirtng qua ma khi l&c khéng nghe tiéng oc ach clia nuwéc bén trong. Bwédc chon
loc nay thwdng dwoc &p dung trong vwern wom khi chon qua giéng cho ndy mam nhung
khéng cé y nghia trén déng rudng. Qua dwoc thu hai & d6 tudi 10-11 thang chwa chéc da
gay ra am thanh khi lac b&i vi khoang chira clia chiing van day nuéec.

Thoi gian tir khi thu hoach qua t&i khi tach 14y phdi mam va cay vao mai trwérng nudi cay
mé cang ngan cang tét. Khi qua gibng duoc thu thap tir nhixng ving xa, nén dy phong sb
lwgng phéi mam cao hon nhu cau 20% nham bu lai nhitng phdéi mam mét kha nang sbng
trong qua trinh van chuyén dén phong thi nghiém. Trong bwédc van chuyén nay, nhirng
phdi mam cé thé dwoc di chuyén trong tinh trang van gan véi dng hay miéng néi nhii
(Rillo va Paloma 1992), hoac dé ph6i mam tran nhw khi vira méi tach ra (Ashburner va cs.
1995; Samosir va cs. 1999).

3.2 Trang thiét bi

Co s& vat chat va trang thiét bi co ban can cho cac budc nudi cdy mé bao gébm: moét
phong cay, mét ti cay, mot ndi hdp, mét bd dung cu dung dé cét, chai lo nudi cay va cac
loai méi trudng khac nhau. Can phai cé mét cai khoan tao 16 kiéu nut chai (dwdng kinh
c& 10mm hay I&n hon, Hinh 2) dé tach 14y miéng ndi nhii (c6 chira phdi mam) tiv hat.
Néu khoéng cé sdn khoan tao 16 hinh nut chai, cé thé thay thé bang mot dng kim loai sac
c6 thé dwoc ddng vao noi nhii bang bua gb.

Lo nudi cay bang polycarbonate (dwérng kinh 2,5 cm va chiéu cao 8 cm, Hinh 3a) thwong
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dwoc str dung cho giai doan ndy mam va duy tri cay con & giai doan dau cho dén khi cay
co it nhat 1 14 xde. Cac lo ¢& Ién hon dwoc sir dung & cac budc tiép theo khi cay con
trong giai doan phat trién (Hinh 3b). Mdt bd gdm 2 lo Up miéng vao nhau (Hinh 3c) dwoc
str dung cho thdi ky cay con phat trién cao nhat. Co thé thay thé lo nudi cay phia trén
bang tui polyetylen trong subt (cé thé hap khir tring dwoc) chup I&n trén lo phia dudi
(Hinh 3d).

Hé thdng cung cép moi treong CO, duoc s dung nhu la mét cai tién quan trong so v&i
phwong phap truyen thong st dung bao ni-lon Up nguwoc. Hé thong cung cap CO; c6 thé
dwoc xay dwng bang nhiéu cach khac nhau, tuy nhién mét cach rat hiéu qua la dung cac
tAm nhwa trong sudt (day 0,6 cm) dan ghép lai véi nhau.

Buwoc tlep sau cla quy trinh cung cép khi CO. la thuin hoéa cay con. D& lam dwoc diéu
nay can st .dung mét hop vi khi hau dé hoan thanh qua trinh l1am cirng cay trong nha luoi
trwde khi tréng cay con ra dat trong diéu kién nha lwéi. Hop vi khi hau tao d6 am kha cao
Xxung quanh cay con hé tro cay con phat trién déng thoi cung cap khéng gian phia trén
cho s phat trién chiéu cao. Hop dwoc lam bang khung go quay xung quanh bang cac
tAm nhua trong subt va khoét 4 16 (dworng kinh méi 16 10cm, méi mat bén 2 16). Bén 16
nay cung cap cac khoang hé dé cay con tiép xtc dan véi diéu kién tw nhién trong nha
lwdi va vi vay gop phan vao qua trinh 1am cay cirng cap. Kich thwdc ctia mot hop dién
hinh la 100cm dai, 22cm rong va 30cm cao. HOp dwoc dat trén cao bén trong —nha lwéi
dé co thé tiép nhan dwoc anh sang mat troi. Hop Ién hon hay 1éu nhwa trong suét (Hinh
5b) c6 thé dwoc st dung néu sb lwgng cay con I&n. Cac tAm nhwa phu trén hop hoac léu
c6 thé duoc thao d& dé dang dé chadm soéc cay con nhu tudi nwdc hay phong trir sau hai.

3.3 Mbi trwdng va héa chat nuéi cay
Cong thirc mai trwdng dwoc xay dwng cho viéc nudi cdy phdi mam dira (Bang 1) dwa vao
cac khoang chat Y3 (Eeuwens 1976) v&i sw dieu chinh lwgng sat va cac vitamin.

Bang 1. Thanh phén va céng thirc méi truong nudi cdy phéi mém dira

Hop chat ‘ Cong thirc hoa hoc ‘ Ham lwong (mg/L)
Céc chéat dinh dwéng da lwong (Y3)

Potassium Nitrate KNO; 2020,00
Potassium Chloride KCI 1492,00
Ammonium Chloride NH,CI 535,00
Sodium dihydrogent Ortho-Phosphate NaH,P0O,4.2H,0 312,00
Calcium Chloride CaCl,.2H,0 294,00
Magnesium Sulphate MgS0,4.7H,0 247,00
Céc chét dinh dwéng vi lwong (Y3)

Manganese Sulphate MnS0O,.4H,0 11,20
Potassium lodide Kl 8,03
Zinc Sulphate ZnS0,.7H,0 7,20
Boric acid HiBO3; 3,10
Cupric Sulphate CuS0,4.5H,0 0,25
Cobalt Chloride CoCl,.6H,0 0,24
Sodium Molybdate NaMoQO,4.H,O 0,24
Nickel Chloride NiCI.6H,O 0,024
Ferrous Sulphate " Fe,S0,.7H,0 41,70
Disodium Ethylene diamine tetra-acetic acid ’ | Na,EDTA 55,80
Vitamins va Amino Acid (UPLB + ARC)

Pyridoxine HCI (Vitamin Bg) CgH{{NO3.HCI 0,05
Thiamine HCI (Vitamin By) C12H417CIN,OS.HCI 0,05
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Nicotinic acid (Vitamin B3) CeHsNO, 0,05
Calcium —D-pantothenate (Vitamin Bs) (CgH16NOs5),Ca 0,05
Biotin (Vitamin H) C10H16N203S 0,05
Folic acid (Vitamin B, Vitamin M) C19H19N7O¢g 0,05
Glycine C,Hs5NO, 1,00
Céc chét khac

Abscisic acid (ABA) ? C15H2004 0,25
a-Naphhthaleneacetic acid (NAA) 3 C12H1002 18,60
Sucrose ¥ CeH22014 60,00 45,00 25,00
Agar (chi ap dung cho céy truyén 1an 1 va 2) ¥ 7,00
Than hoat tinh 8 1,00
pH 5,60

" Dung dich Iron chelate me dwoc chuan bi san trong cac lo riéng biét;

2 ABA da loc khtr tring duoc thém vao méi trwdng nudi cy dé thic ddy sw nay mam;

3 NAA chi dwoce st dung trong 1 thang dé thiic ddy kha nang hinh thanh va phat trién ré

4 C6 thé str dung duong Sucrose tiéu chun thap. Ham Iwong 60 mg/L dwoc st dung tir khi bit dau cay ghép dén khi chdi
va ré phat trién (3 - 4 thang d4u tién) sau d6 45 mg/L dwoc st dung trwéc khi ham lvong 25 mg/L dwoc ap dung cho 2 1an
cay truyén cubi cung.

® & nhirng bwac cly truyén tiép theo nén stiv dung méi tredng long

® Dung than hoat tinh d& duoc rira sach bing acid. Nén st dung ciing 1 nhan hiéu trong sudt qua trinh nudi cay dé cho két
qua 4n dinh.

3.4 Dieu kién nudi cay

Dé phat trién tot nhat, cac phéi mam phai dwoc nudi & nhiét do 28 - 30 °C trong diéu kién
chiéu sang (40 umol m-2 s-1), theo chu ky 14 gio chiéu sang, 10 gio t6i. D& ting kha
nang phat trién clia cay con, cé thé tdng cwéong anh sang dé (dai anh sang 660 nm). Nén
ap dung cudng dod anh sang cao hon (90 pmol m-2 s-1) khi cdy mam phat trién duwéi diéu
kién quang tw duéng (xem phan 4.3.3).

4 CAC BUOC TIEN HANH

4.1 Cong tac chuan bi, héa chat va moi trwéng nudi cay

Cac quy trinh chung ap dung cho viéc chuén bj dung dich me va moi treong nuodi céy, vui
long tham khao tai liéu vé nudi cay mé chuan (vi du George 1993). Can tach riéng dung
dich me cla sau loai mudi da lwong (mai loai bang 10 x nOng dd can dung) dé tranh tinh
trang két tiia. Cac hop chét vi lwong, ngoai trir sat, ¢ thé dé dang lwu gitr dwdi dang
dung dich me bang 100 x néng do can sir dung.

Dé c6 két qua 6n dinh nhét, sir dung moéi truding 16ng (10mL) dé trong éng nghiém (loai
25 x 150 mm) cho giai doan nudi cay dau tién, tlep theo dung 15mL moi trvong ran va
sau dé 80mL méi trwdng 1dng cho budc cay truyén cudi cung vao lo Ién hon (xem phan
3.2). Trong tAt ca cac bwédc, méi trudng phai dwoc khudy lac dé phan phdi déu lwong
than hoat tinh (da dwoc rira sach bang axit, ti&u chuén dung trong nuéi cay té bao) trong
khi pha ché.

4.2 Chuan bj vat liéu nuéi cay

1. Céc hat da bd vé ngoai dwoc tach ra va sir dung mét chiéc khoan tao 16 cé hinh nut
chai da dwoc khir tring bé& mét dé tach ldy mot phan ctia ndi nhii cé chira phdi mam
(ndi nha hinh tru).

2. Cac ndi nhi hinh tru vira tach ra dwoc dat vao mét cai lo sach cé chira nwéc dira

- 17



twoi hay nwéce vé tring nhw mot moi tredng lwu gitk phbi.

3. Trong phong thi nghiém, cac ndi nhi hinh try dwoc rira béng nwdc sach va dwoc
nhung vao dung dich Ethanol 95% trong vong 30 giay.

4. Sau do, dung chét tdy trdng thwong mai con méi, dam dac (théng thwdng chira 42 g
L™ sodium hypochlorite) d& khir tring b& mat cac ndéi nhii hinh tru trong khodng 20
phat.

5. Sau d6, chung dwoc rira lai 3 1an bang nwéc vé trung trong phong sach hay trong ti
cay nham lam gidm t&i mirc téi thidu kha nang bi vi sinh vat xam nhap.

6. Dé& van chuyén, cac miéng phoi mam da khir trung dwoc dat vao tai ni-lon vé tring coé
miéng bong da thAm nwéc vo trung. Tai dwoc dat trong mot hdp xbp hodc hop diéu
chinh nhiét do.

7. D& han ché sy suy gidm chét lwgng ctia phéi mam trong qua trinh van chuyén, lam
mat phéi mam bang mét it nwéc da cuc dat xung quanh tii chira phéi va chén thém
mot it bdng thAm nwéc vao bén trong hop.

8. Phai thwdng xuyén kiém tra va thay da khi can thiét trong qua trinh van chuyén phoi
mam vé phong thi nghiém. Khéng can thiét phai dung da néu s dung ta lanh loai
xach tay chay bang ngudn dién cua xe.

9. M6t phwong phap van chuyén gen khac la cat lay phan phdi mam tr cac ndi nhi
hinh tru ngay tai khu vwc khai thac va chi van chuyén phan phdi mam vé phong thi
nghiém. Ngay khi phan phéi mam dwoc tach ra, ching phai dwoc khi tring bé mat
bang chét tay trdng thwong mai (10% trong vong 1 phut), sau dé rira lai 3 14n bang
nwdc vo trung va dat vao trong nhirng tuyp chira acid Ascorbic vo trung (10mL vé&i
ham lwgng 1mg L™). Cac tuyp nay dwoc dat trong nhirng thing xép chira nuwéc da
cuc hay tu lanh loai xach tay nhw da mé ta & trén.

10. Phéi phai dwoc chuyén vé phong thi nghiém trong théi gian ngén nhét, khéong duoc
qua 4 ngay tinh ca thai gian thu va x& ly mau.

4.3 QUY TRINH

Nhikng giai doan thurc hién viéc cay ghép duoi day dwoc mo ta tom tat bang so do trén

mot to ap phich kho Ag va cac to ap phich nay nén dwoc treo trong phong thi nghiém de

moi ngudi cé thé dé dang tham khao.

4.3.1 Giai doan 1 - kh&i déng quy trinh cay ghép

1. Trong trwdng hop st dung cac ndi nhii chtva phdi hinh tru dwoc van chuyén, ngay khi
phdi mam gibng dwoc chuyén dén phong thi nghiém, ching phai dwoc khir tring bé
mat va rira lai bang nwéc vo trung (bwdc 3 va 4, phan 4.2).

2. Lam viéc tai t0 cdy, cac phdi mam dwoc cat ra tlr cac miéng ndi nhi hinh tru va dat
vao cac dia Petri vb trung.

3. Trong trwdng hop phdi mam da tach ra dwoc van chuyén vé, ngay khi dwa dén
phong thi nghiém, ching phai dwoc chuyén vao binh vé tring va rira bang nwéc vo
trung 3 1an, sau d6 chuyén sang dia Petri vo tring.

4. Lam viéc tai ti ciy, phoi mam tir ca 2 phwong phap van chuyén trén déu duoc khor
trung bang dung dich chét tdy trang thwong mai 10% trong vong 1 phut va riva lai
bang nwéc cat vé trung 3 lan.

5. Ph6i mam dwoc chuyén sang dia Petri vo triung c6 16t gidy thdm dé hat hét nhirng
phan nwéc con lai bam trén bé mat phdi mam.
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6.

Sau d6, tirng phdi mam mét dwoc cdy vao cac dng nghiém chira méi trudng 16ng cé
bd sung thém ABA (ndng dd 0,25 mg L™). ABA gitip qua trinh ndy mam dién ra déng
déu nhat Ia khi cac phdi mam tlr cac qua gidng cé dd tudi khac nhau. Néu can thiét, co
thé thém vao GA3 10uM thay thé chat ABA néu ddi twong la cac gibng co ti 1& ndy
mam thap.

7. Céc phdi mam trong méi tredng 16ng sau d6 dwoc nudi trong béng téi 1 thang.

8.

9.

Sau thoi gian nay, giac mut cta phdi mam (khi phat trién dd 16n gay can trd viéc cay
truyén) co thé dwoc lay ra  hodc dé lai tuy thudc ngwdi thwe hién. Phan con lai dwoc
cdy truyén sang méi trwdng ran (cung loai mdi truéng nhwng cé bd sung 2% Agar va
khéng cé ABA) va tiép tuc ciy truyén hang thang cho dén khi chung c6 ca chdi va ré
(trong mot sé trwdng hop ré cé thé khong hinh thanh).

Cay con sau d6 dwoc nudi dwdng trong diéu kién chiéu sang (xem phan 3.4) khi chéi
dai it nhat 1 cm.

10. Loai bd tat ca nhirng phoi khéng ndy mam dwoc sau thoi gian 12 tuan nudi cay.

4.3.2 Giai doan 2 — Giai doan dau phat trién ctia cady mam (dén
khi c6 1 1)

1.

Céc cay con dwoc cay truyén vao mdi trwerng 1dng cé cling cong thirec nhwng thém vao
100uM NAA (dé kich thich sy hinh thanh va phat trién ré).

2. Sau mdt thang dwoc nudi dwdng trong méi trwdng kich thich tang trwdng ré, cay con

duwoc cay vao méi trwong 1dng khéng cé NAA.

Sau d6, cay con tiép tuc dwoc cdy truyén hang thang sang méi trudng méi cho dén
khi c6 mét 1a thi cy chuyén sang méi trwdng nudi ciy phdi mam théng thudng hodc
chuyén ra diéu kién quang tw duéng (néu diéu kién trang thiét bi cho phép) (phan
4.3.3).

4.3.3 Giai doan 3 — Giai doan phat trién sau cia cay mam (dén
khi cé 3 13)

Nubi cdy phdi mém theo phuwong phép truyén théng:

1.

Dé tiét kim moéi trwdng nudi cay, tiép tuc ciy truyén cay con hang thang vao cac
dng nghiém dai chira méi trwdng 16ng méi.

Khi cady mam da xuét hién 2 14 va I6p ré th& cp dwoc hinh thanh tir ré so cap, cac
cay mam dwoc chuyén sang cac lo I&n hon (xem phan 3.2) va can mé réng khong
gian phia trén bang cac tui nilon trong suét dé cay co thé phat trién binh thuwéng.

O 1an cy truyén cubi cung, c6 thé can phai tia bot ré dé dam bao phan chdi va ré
déu tiép xtc dwoc véi dwdng chat, néu khong, ré sé ddy phan chdi Ién cao lam giam
kha nang tiép xdc véi méi trwdng khién cho cdy mam phat trién khong tét. C6 thé st
dung vat lieu sdn cé & dia phwong nhw xo dira (da khir tring) trong thanh phan moi
trwong dé kich thich sw phat trién cta ré ma khong lam anh hwéng dén viéc tiép xac
v&i dwdng chét ciia phan chdi.

Khi cady mam da c6 3 dén 4 |4 va bd ré da phat trién cé cac ré thr sinh va ré con,
ching sé dwoc dua ra trong trong cac chau. Tdng cong thoi gian cho ca quy trinh cay
ghép c6 thé 1én t&i mot ndm hodc 1au hon.
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Quang tw dudng bang phuong phép lam giau méi truong COZ

Thay cho phwong phap truyén thdng néu trén, khi cay giébng da cé it nhat 1 14 xoe, cé thé
chuyén ching vao nuéi duwéng trong hé thdng moi truo’ng quang tw dwdng da dugc lam

giau CO, (tham khao’hlnh 4). Méi trwdng dinh dwéng str dung trong hé thdng nay la cac

chat khoang Y3, c6 bo sung Fe-EDTA nhwng khéng c6 duwdng Sucrose.

1.
2.

Céc cay con, dac biét la ré, dwoc rira sach can than bang nwéc may;

Sau d9, cay con dwoc dwa vao trong dung dich thudc trir ndm Benlate™ (2 g/L) trong
15 phut;

Sau d6 chuyén vao cbc dung tich 100 ml chira 10g vermiculite, hay xo dira da khir
trung va ngdm wép khoang chét Y3;

Cbéc chra cdy mam nay dwoc dat vao mét lo Ién hon, 500 ml, cé chira 40 ml méi
trwdng nudi cdy coé cac khoang chét Y3;

Céc lo khoéng day nap, dwoc dat vao bén trong hop nudi cay CO,;

Hop nay sau dé sé dwoc phun khi CO, dwéi dang swong mu (1600 ppm) trong ca giai
doan chiéu sang cla chu ky quang hop va giai doan téi véi khéng khi méi trwdng xung
quanh.

Thém chét khoang Y3 vao lo néu can (thwong méi tuan 1 1an) va thay dung dich
khoang Y3 hoan toan sau mdi thang.

4.3.4 Giai doan 4. Thuan héa va cham séc cay con trwéc khi dwa
ra veo’n wom

Nubi cdy phdi mém theo phuwong phép truyén théng:

1.

Lo chira cay con dwgc mang ra khéi phong thi nghiém va dwa vao nha Iwéi trong
vong 1 tuan dé cay mam dwoc clirng cap hon.

Sau 1 tuan trong nha luéi, cay con dwoc |y ra khdi chai lo va duwoc rira bang
nwéc may.

Céac cay con dwoc nhung vao dung dich diét nAdm Benlate™ (ndng dd 2g/L) trong 15
phit sau d6 trong tirng cay con vao tui bau cé chira gia thé dwoc khiy tring sach (bao
gdm dat vudn va bot xo diva theo ti 18 1:1), va tuwdi dam nudec.

Cac cay con duoc dat vao mot chiéec hop vi khi hau (Hinh 5) c6 mai che tr 3 dén 4
tuan hodc cho dén khi cac cay con da hdi phuc sau moét thdi gian trong méi trwéong
nudi cay in vitro.

Sau thei ky nay, cay con dwoc cho tiép xic dan dan véi diéu kién méi tredng nha ludi
bang cach mé dan tivng phan tAm nhwa pha bén trén hop chiva cay con.

Sau d6, cay con dugc dé 16 han ra dé tiép xic hoan toan véi méi trweng nha luéi
trong khoang 1 dén 2 tuan.

Cay con phai dwoc twdi nwdc theo yéu cau va bon phan bon la dwéi dang dung dich
pha lodng méi tuan .

Cay con sau dé duoc tiép tuc cham séc trong diéu kién vwén wom dira thong thudng,
bao gdm ca viéc phong trir sau bénh cho dén khi chung cé thé dwoc dwa ra trong trén
vuon.
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Nubi cdy phdi mém theo phuwong phép quang tw duéng trong méi truong giau CO,.

Khi cay con & giai doan da co tir 3 dén 4 la xde (thwong la sau 2 dén 3 thang phat trién

trong méi tredng da dwoc lam giau COy), chung san sang dé dwoc chuyén vao nubi

trong vwon wom.

1. Khi cay con & giai doan da co tir 3 dén 4 |4 xoe thi ngirng viéc phun swong CO,va
cho cay con tiép xuc twr t& v&i méi trwdng tw nhién bén ngoai bang cach m& mot
phan nap day phia trén thung CO, trong 2 tuan.

2. B6 sung thém khoang chét Y3 vao céc lo nudi cay néu can.

Sau 2 tuan, cay con dwoc chuyén ra nha luwéi va trong vao tui bAu mau den co
chira gia thé da kh trung.

4. S dung phan bon dang tan cham va dung dich phan bén la loang twdi cay con hang
tuan trong thang dau tién .

5. Twéi nwdc cho cay néu can thiét va ap dung bién phap phong trir sau bénh thich hop.

4.3.5 Giai doan 5. Chuyén cay con vao viron wom

Sau 3 thang dwoc thuan hoa trong diéu kién co mai che, cay con da san sang dé duoc

chuyén vao cham soc trong vwon wom.

1. Cay con duoc tréng vao cac tui polyetylen Ién hon c6 chira hdn hop bot xo dira
va dat (khdng can qua khtr tring).

2. Sau dé, cac tui cay con dwoc dwa vao vudn wom trong diéu kién dwoc che béng.

3. Cay con duwoc quan ly, cham séc, twdi nwdc, bon phan va phong trir sdu bénh nhw
trong cac vwdn wom dira gibng théng thwdng.

4. Sau 3 dén 5 thang trong vuwon wom, khi cay con ¢ 4 - 6 14 v&i it nhat mét trong sé do
c6 la chét, cac cay gibng dwoc chuyén dén vuon trong va dwoc cham soéc theo quy
trinh tréng cay théng thudng.

5 QUAN SAT

Phoi mam dira thuéng dwoc gan chéat trong phan néi nhii ran, ngay dwéi phan nap (chém
clia gao dira) hay con goi la “mat mém”, trong phan vé qua trong. Can tranh lam tén
thwong cac phdi mam dira trong sudt qua trinh tach g& phéi, nhitng phdi mam bi tén
thwong phai dwoc loai bod.

Mot s6 phdi mam sé& ndy mam ngay trong thang dau tién dwoc nudi cay. Cac phoi da nay
mam phéi duoc c?y truyén vao moi trudng ddc mot cach can than sao cho dung hwéng,
v&i phan ré va phan chéi phat trién theo dung trat tuw.

Phan ré cé thé phat trién lam bat cay con 1&n khéi bé mat méi trwong, do dé cé thé phai
tia bot ré. Tuy nhién, khdng can tia ré néu cay con duoc nudi cdy bang phwong phap
quang ty dwéng vi trong diéu kién nay, vermiculite dwgc str dung nhw mét gia thé ho tro.
Trong mdi trwng cé vermiculite, bd ré phat trién tdt va khong thay coé hién twong day cay
|&én khoi bé mé&t moi truong.

Phai kién quyét loai trw triét dé tat ca cac vi sinh vat cé kha ‘nang gay tap, phong tranh sw
|an tap chéo tir cdy mam nay sang cady mam khac trong subt quy trinh ciy ghep. Gitr vé

sinh sach sé, t6 chirc cong viéc co hiéu qua va khtr trung theo dung quy dinh dbi voi tat
ca cac vat liéu va dung cu dé giam thiéu nguy co lan tap.

Boi voi mot so trueong hop khac, cac phoi mam va cay con co thé phat trién khong binh
thuwong. Chang cé thé bao gom cac mé bi thra nwéc hoac phéi mam phat trien coi coc.
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Hau hét cac truong hop phat trién bat thuong nay 1a khong khéc phuc duoc, vi thé
nhitng phoi nay phai dwoc loai bd. Ngoai ra, nhixng phéi khdng nay mam dwoc sau 12
tuan cay ghép cling can phai loai b khéi quy trinh @& danh ngudn dinh dwéng cho nhirng
phdi mam phat trién manh khoé.

6 KET QUA

Tuy thudc vao kiéu gen dira dwoc nudi cdy, ti 1&é ndy mam trong dng nghiém vao khoang
60-85%. Dén khi thuan hda thanh cong cay con wéc tinh cd khoang 10% cay con niva bi
hw hdng qua cac budc nudi cay, khdng tinh mét sb cay con bi nhiém vi sinh vat do kj
thuat khir trung kém trong giai doan diu cta quy trinh. Mét phan thiét hai nhd nira ciing
c6 thé xay ra trong thoi ky phat trién ctia cay con trén dat & vudn wom cé mai che. Ti 1é
thanh céng cta hé thdng méi nay dwoc cai thién nhiéu hon so véi hé théng nudi ciy phoi
mam lai va cé thé ap dung trén pham vi rong hon véi nhiéu giéng dira khac nhau.

Viéc ng dung phuo’ng phap nudi cay mam trong moi trvang giau khi CO, cling déa duoc
chirng minh lam gidm dang ké ti 1é that thoat cay glong qua cac budc thuan hoa cay con.
Ngoai ra, thoi gian nu6i duwdng cay giéng trong dleu kién in vitro c6 thé dwoc gidm dang
ké (tr 1 ndm theo phwong phap lai ghép EC cl xudng con khodng 4 thang theo quy trinh
m&i). Khi cac cay giébng bat dau cé la xoe, chung da cé thé dwoc dwa vao nudbi dudng
trong méi trudng quang tw dwéng véi hé thdng lam giau CO,. Cac budc nay co thé chi
can thém 2 thang trué'c khi cac cay con san sang cho giai doan dwoc thuan héa va
chuyén vao cham séc trong nha ludi.

Tuy nhién, cac buwéc quang tw dwdng doi héi thém thiét bi, vat liéu va ngudi van hanh
phai co ky nang nhét dinh. Tuy vay, cac chi phi cho trang thlet bi gia tang nay co thé dwoc
bu lai tlr viéc tiét kiem dwoc méi trwdng nudi cay va sb cay gidng tét thu dworc nhiéu hon
& cudi quy trinh.

7 NG DUNG VOl CAC GIONG DUA POT BIEN

Mét phan dang ké cla cong trinh nghién ctru thire hién & Tram Nghién Cwru Albay thudc
Co quan Chuyén trach ve dira cta Philippin (PCA) (Hinh 6) va & Trwong bai hoc
Queensland (UQ) nham phat trién quy trinh nu6i cay moi da dugce tién hanh trén giéng
dwa Laguna Tall cling la loai da sinh ra glong dira dot bién Makapuno. Cac loai vat liéu
khac st dung trong nghién ctru gdm céc gibng dira Malayan Yellow Dwarf (MYD), Nias
Yellow Drarf, Mapanget Tall, Bali Tall, PNG Brown Dwarf va cac gibng dira thom cuta Viét
Nam. Déi v&i cac gibng dira thom, siv dung 2 mg/L IBA thay cho NAA (xem Bang 1) dé
kich thich sy phat trién cuta ré. Trong trwong hop nay, IBA dwoc s dung trong subt qua
trinh cay truyén cho dén khi I4 dau tién hinh thanh. Trong hau hét cac nghién ciru, chat
MYD dwoc st dung nhw la mét vat liéu chuan (déi chwng). Cho t&i nay, chwa co6 moét
danh gia toan dién nao vé hiéu qua ctia quy trinh méi ap dung cho cac loai dira dot bién
nhw: Makapuno va Kopyor. Tuy nhién, tlr cac két qua dat dwoc va thyc té 1a cac phoi
mam dlra dot bién da cé phan &ng twong tw trong méi trwdng nudi céy in vitro nhw cac
phoi mam dwa théng thuong Do do, quy trinh m&i dwgre coi la co thé ap dung cho tat ca
cac gidng dira, bao gébm ca cac gibng dira dot bién. D& nghi tang cwong thém pham vi
nghién clru d& dé quy trinh mai nay dat hiéu qua va gia tri kinh t& cao hon.
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8 VAN DPE VE AN TOAN

Cac budc dwoc md ta trong cdm nang nay phai dwoc thue hién theo nhivng tiéu chuan
an toan phu hgp duwgc quy dinh khi van hanh phong thi nghiém — noi cdng trinh nghién
ctru dwoc thwe hién. Ngoai ra, phai that can trong khi Ip dat va st dung hé thdng lam
giau khi CO,. Hé théng lam giau khi CO, da dwoc sir dung & vurdn wom trong nhiéu thap
ky va gan day trong cac phong thi nghiém nudi cay mo. Hé thong lam giau CO, dugc xay
dung dé &ng dung trong viéc cay ghép phoi mam dwra la tét nhat, dwoc coi nhu mét hé
théng khép kin. Khi str dung hé thdng nay, khi CO, van cothérorira tr thiét bi va tich tu
lai trong phong nudi cay. Do d6, phai thuong Xuyén kiém tra hé théng dng dan va cac chd
ndi dé giam thiéu sw ro ri nay. Ham Iuo’ng CO; t6i da cho phép tich tu lai trong mét toa
nha theo tiéu chuan phong thi nghiém cta Uc 1a 5.000 ppm. Mé&c du, ban than chat khi
nay 1a khéng ddc nhung né cé thé gay ra hién twong thiéu O, va gay ngat. Do dé, can
phai l&p mo6t may do ndng dé CO, trong phong nudi cay va xt ly khi néng do khi CO,
vuet qua mire cho phép.

9 TAILIEU THAM KHAO

» Ashburner GR, Faure MG, Franz PR, Tomlinson DR, Pulo P, Burch JM and Thompson
WK (1994) Coconut embryo culture for remote locations. /n: Ashburner GR and Faure MG
(eds) Termination report: ACIAR Project No. 9025 Coconut improvement (pp 25-28).
Institute for Horticultural Development. Victoria, Australia.

e Ashburner GR, Faure MG, Tomlinson DR and Thompson WK (1995) A guide to the zygotic
embryo culture of coconut palms (Cocos nucifera L.). ACIAR Technical Reports No. 36.
ACIAR, Canberra.

= Assy Bah B (1986) Culture in vitro d’embryds zygotiques de cocotiers. Oléagineux 41:321-
328.

= Assy-Bah B and Engelmann F (1992) Cryopeservation of immature embryos of
coconut (Cocos nucifera L.). Cryo Letters 13:67-74.

« De Guzman EV and Del Rosario AG (1974) The growth and development in soil of
makapuno seedlings cultured in vitro. National Research Council of the Philippines,
Research Bulletin 29:1-16.

 Eeuwens C J (1976) Mineral requirements for growth and callus initiation of tissue explants
excised from mature coconut palms (Cocos nucifera L.) and cultured in vitro. Physiologia
Plantarum 36:23-28.

« Engelmann F and Batugal P (2002) Background on the development and implementation
of the coconut embryo in vitro culture project. In: Engelmann F, Batugal P and Oliver JT
(eds) Coconut embryo in vitro culture part Il. IPGRI-APO, Serdang. 1-4.

nd
« George EF (1993) Plant propagation by tissue culture, Part 1, The technology. 2 edition.

Exegetics, Edington.

« Harries HC (1982) Coconut genetic resources and the plant breeder: some new
approaches to collection, use and storage. /n: Singh RB and Chomchalow N (eds) Genetic
resources and the plant breeder. International Board for Plant Genetic Resources,
Bangkok. 113-118.

» Karunaratne S, Santha S and Kovoor A (1991) An in vitro assay for drought-tolerant
coconut germplasm. Euphytica 53(1):25-30.

* Rillo EP and Paloma MBF (1992a) Storage and transport of zygotic embryos of Cocos
nucifera L. for in vitro culture. Plant Genetic Resources Newsletter 86:1-4.

* Rillo EP and Paloma MBF (1992b) In vitro culture of Macapuno coconut embryos. Coconuts
Today 9:90-108.

= Samosir YMS, Godwin ID and Adkins SW (1999) Culturability of coconut embryos
following cold incubation: A technique for germplasm collection in remote sites. Australian
Journal of Botany 47:69-75.

e Sisunandar, Samosir YMS and Adkins S (2005) Desiccation of coconut embryo for

cryopreservation. Poster presented at 8th International Seed Conference, Brisbane, 8-13
May 2005.

-23



10 SO PO QUY TRINH

E
]
m
2
e
P

ok
A
m
0
5_
&
e,
=
oL
4
0
-
)
=
o

Bplitand dahunhed nut

i 1
Yohannes Samosir, Stephen W Adkins,
Nurhaini Mashud, Erlinda P. Rillo,
Wu Thi My Lien, Pablito Magdalita,
Olivia Damasco, Alfred Kembu _

- FHALIND

/ THE UNIVERSITY
f OF QUEENSLAND

AURTEALIA

BRYO CULTURE

- 24



Hinh 1. Giai doan qua phéat trién ly tudng nhét cho viéc tach va nudi cdy phoi la khi vé mot
sé qua trong budng dira méi chuyén sang mau néu, tubi qud vao khodng 10-11 thang sau
khi thu phén.

Hinh 2. Dung cu khoan I4y miéng néi nhii hinh tru chira phdi mam ra khéi hat giong.
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(@) (b) (c) (d)

Hinh 3. Céc loai lo khac nhau str dung trong nudi cdy phéi mam dira.

(a) lo nhua polycarbonate (duwong kinh 2,5cm va chiéu cao 8cm) thuong duoc st dung
trong buéc cdy ghép dau tién cho dén khi it nhat c6 mét Ia xoe.

(b) lo kich thuéc I6n hon duoc st dung cho céc budc cay truyén trong qué trinh phét trién
cla cay con.

(c) Hé théng 2 lo Up vao nhau duoc sir dung khi cdy con phét trién I6n nhét.

(d) C6 thé thay thé lo nhura & tang thir 2 trong hinh (c) bang tui nhura polyetylen trong subt
chup vao bén trén lo nudi céy.
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Hinh 4. Hé théng lam giau méi trwong CO, &p dung trong viéc nuéi cdy phéi mam dtra.
Khéng gian kin duwoc tao ra bang nhiéu tdm Acrylic (day 6mm, dai 1100mm, réng 500mm,
cao 400mm) trong sudt ghép lai véi nhau. Khi CO, nguyén chat duwoc bom vao va trén voi
khéng khi xung quanh (trong mét chai Schott 2L) truéc khi chuyén vao ti chira céc lo céy
méam bang céc é6ng Silicon (duong kinh trong 4mm). Mat dé6 CO, trong thung phéi duoc
duy tri & mirc 1600 umol/mol bang thiét bj kiém tra CO..
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Hinh 5. Hop vi khi hdu (a) dwoc st dung cho viéc thuan hoa cdy con trudc khi chung duworc
duwa ra trong vao dat trong vuron wom. Hoép Ién hon hay léu (b) duoc str dung khi ¢é sb
lwong I6n cdy mam. Léu nay phai duoc 1dp hé théng phun suwong tw déng va quat thong gio.
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Hinh 6. Ung dung ky thuat nudi cdy phéi méi vao viéc sén xuét véi sé luong Ién cay giéng
dtra Makapuno dét bién, cé gia tri kinh té cao.
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