QUY TRÌNH NHÂN GIỐNG LAN DENDROBIUM NẮNG (CEASAR RED) BẰNG PHƯƠNG PHÁP NUÔI CẤY MÔ TẾ BÀO THỰC VẬT
I. Giới thiệu tổng quan

1. Phạm vi áp dụng: Phòng thí nghiệm Công nghệ tế bào thực vật.
2. Đối tượng áp dụng: Áp dụng trên lĩnh vực Nuôi cấy mô tế bào thực vật, cây lan Hồ điệp.
3. Đặc điểm, đặc tính 
3.1. Sơ lược về chi Dendrobium

Dendrobium là chi có số lượng loài rất lớn, phân bố rộng rãi nên đặc điểm hình thái của chúng vô cùng đa dạng. Song nhìn chung giống Dendrobium đều bao gồm các bộ phận sinh dưỡng như: rễ, thân, giả hành, lá và các cơ quan sinh sản như: hoa, trái.

•
Rễ

Sự đa dạng về mặt hình thái và cấu trúc của bộ rễ làm cho Dendrobium phù hợp với nhiều điều kiện sống khác nhau.

- Lan sống trong đất: rễ to, thân rễ có thể bò dài hoặc ngắn (Trần Hợp, 2000).

- Lan sống phụ sinh (sống bám trên vỏ thân cây khác hay vách đá): thân rễ có thể dài hay ngắn, mập hay mảnh, thân bò đi xa hay đan lại thành bụi. Những cây này có hệ rễ khí sinh (rễ được bao bọc bởi một lớp mô hút ẩm dày, màu xám bạc), điều này giúp cho rễ hấp thu hơi nước trong không khí, các chất khoáng hòa tan trong sương. Ngoài ra nó cũng giúp cho cây bám chặt vào giá thể.

•
Thân

Dendrobium là nhóm đa thân (hay còn gọi là nhóm hợp trục) do bởi tất cả các nhánh mới hình thành đều xuất phát từ một trục nằm ngang. Thân Dendrobium nhẵn, có nhiều vảy che lại do sự thoái hóa của các lá già tạo thành. Chỉ một phần thẳng đứng phía trên mang lá, các lá này bao nhau hợp thành thân giả hay còn gọi là giả hành. Thân thường bò dài trên bề mặt của giá thể hay nằm trong đất.

•
Giả hành

Giả hành (thân giả) là những đoạn phình to, bên trong có các mô mềm có chứa dịch nhầy làm giảm sự mất nước và dự trữ chất dinh dưỡng để nuôi cây trong điều kiện khô hạn khi cây sống bám trên cao. Ngoài ra giả hành có chứa diệp lục nên có thể quang hợp.

•
Lá

Các lá mọc xen kẽ nhau và bao lấy thân giả, các lá có tận cùng bằng một cuống hay thuôn dài xuống thành bẹ ôm thân. Hình dạng, cấu trúc lá rất đa dạng.

Lá có hình kim, hình trụ có rãnh hay hình phiến mỏng. Dạng lá mềm mại, mọng nước, dai, có màu xanh bóng, đậm hay nhạt tùy theo môi trường sống xung quanh của cây. Phiến lá trải rộng hay gấp lại theo gân vòng cung như cái quạt hay chỉ gấp lại theo gân giữa như hình chữ V. Những lá sát dưới gốc có phiến lá mỏng, có thể bị tiêu biến hoặc bị thoái hóa tạo thành các vảy.

•
Hoa

Dendrobium thuộc nhóm phụ ra hoa ở nách lá (giống như Cattleya). Chồi hoa mọc từ các mắt ngủ giữa các đốt lá trên thân gần ngọn và cả trên ngọn. Biểu hiện trước khi ra hoa rất khác biệt, có nhiều loài rụng hết lá trước khi ra hoa, thời gian ra hoa vào đầu mùa mưa hay đầu mùa xuân.

Hoa mọc thành chùm đơn hoặc kép, hay từng hoa riêng rẽ. Cành hoa dạng rũ hay đứng thẳng. Giống Dendrobium  có hoa lâu tàn, trung bình từ 1 – 2 tháng. Thời gian nở hoa có khi nở suốt năm, mặt khác số lượng cành hoa trên cây nhiều nên Dendrobium được xem là giống chủ đạo cung cấp lan cắt cành.

•
Quả - hạt

Họ Orchidaceae đều có quả thuộc loại quả nang. Khi hạt chín, các nang bung ra và chỉ còn dính với nhau ở đỉnh và gốc. Ở một số loài, khi chín quả không nứt ra nên hạt chỉ ra khỏi vỏ quả khi vỏ bị mục nát.

Một quả chứa 10.000 đến 100.000 hạt, đôi khi đến 3.000.000 nên hạt có kích thước rất nhỏ, trước đây phong lan còn được xem là họ vi tử  (microspermeae) nên phôi hạt chưa phân hóa. Sau 12 – 18 tháng hạt chín và phát tán nhờ gió. Khi gặp nấm cộng sinh tương thích trong điều kiện phù hợp, hạt sẽ nảy mầm.
3.2. Một số phương pháp nhân giống trên Dendrobium

•
Phương pháp nhân giống ngoài tự nhiên:

-
Nhân giống bằng cách tách giả hành

Dendrobium  là loài đa thân, sau một thời gian thì các cây lan sẽ phát triển chật chậu do đó phải tách chiết để trồng lại. Ở mỗi gốc thường có 1 đến 2 chồi ngủ nên có thể tách mỗi giả hành thành một đơn vị để trồng. Dùng dao sắc đã khử trùng để cắt đứt phần căn hành giữa các giả hành, bôi vôi kín vào vết cắt. Tách bụi xong có thể đem trồng ngay hoặc để nguyên trong chậu chờ chồi ngủ phát triển cao rồi tách ra trồng. Trước khi tách bụi ra khỏi chậu cần tưới nước cho mềm, dễ tróc và nhấc cả bụi ra khỏi chậu. Sau khi tách cây ra khỏi chậu rửa sạch và cắt bỏ rễ thối, rễ già và quá dài, chỉ chừa lại rễ có độ dài 5 cm, sau đó đem trồng vào chậu. Tách giả hành thường tiến hành sau thời kỳ lan nghỉ và bước vào thời kỳ tăng trưởng, khi đó các mắt ngủ bắt đầu phình to ở giả hành và rễ bắt đầu nhú ra [14].

-
Nhân giống bằng thân giả

Sử dụng những thân già có thể không lá hoặc không rễ, nhưng  vẫn chắc mập để nhân giống, bởi vì mỗi mắc của thân giả thường chứa chồi ngủ, khi tách khỏi cơ thể mẹ các chồi này có thể nảy mầm. Người ta có thể để nguyên thân hoặc cắt đốt thân giả ra thành nhiều đoạn cho và các đoạn thân đó trên môi trường ẩm vừa, tránh ánh nắng trực tiếp và tránh mưa để chồi ngủ trên các mắc có thể nảy mầm. Sau khi mầm mới phát triển khỏe, đủ rễ và đủ lá có thể đem trồng ra chậu.

-
Nhân giống bằng cách tách nhánh

Ở lan Dendrobium thường có hiện tượng tạo cây con trên giả hành một cách tự nhiên, khi cây con này có rễ là có thể tách ra khỏi giả hành để trồng.

-
Gieo hạt ngoài tự nhiên

Các hạt lấy từ trái lan đã chín đem gieo vào giá thể của rễ lan trồng trong chậu, trước khi gieo phủ 1 lớp rêu trên mặt chậu rồi gieo hạt lên trên. Hạt sẽ nảy mầm nhờ xúc tác của thực khuẩn rễ. Cũng có thể lấy thực khuẩn thể của rễ trộn với hạt rồi đem gieo lên giá thể. Các phương pháp gieo hạt ngoài tự nhiên thường cho tỉ lệ nảy mầm rất thấp. 

Nhìn chung các phương pháp nhân giống ngoài tự nhiên có hệ số nhân rất thấp nên hạn chế trong công tác sản xuất giống.

•
Phương pháp nhân trong phòng thí nghiệm

-
Phương pháp gieo hạt

Cũng tương tự như phương pháp gieo hạt ngoài tự nhiên. Nhưng phương pháp gieo hạt trong phòng thí nghiệm không cần thực khuẩn cộng sinh mà được gieo trên môi trường có sẵn khoáng và nguồn cacbonhydrat cần thiết và được hấp khử trùng. Tùy giống mà có môi trường khoáng thích hợp. Trước khi gieo vào môi trường vô trùng trái phải được khử trùng và đảm bảo trong quá trình gieo không bị nhiễm.

-
Phương pháp nuôi cấy mô

Tế bào thực vật có khả năng phản biệt hóa từ các tế bào, mô đã biệt hóa chức năng. Ứng dụng đặc tính này người ta sử dụng các mô từ lá, thân, rễ … để nuôi cấy trên môi trường thích hợp có bổ sung loại và nồng độ chất điều hòa sinh trưởng thích hợp. 

Đối với Dendrobium người ta thường sử dụng các bộ phận như chồi bên, đốt thân, lá, chồi đỉnh… đã được khử trùng để làm vật liệu nuôi cấy ban đầu. Tùy đối tượng, mục đích mà chúng ta sử dụng phương pháp và vật liệu ban đầu phù hợp. Bằng phương pháp sử dụng cơ quan sinh dưỡng làm vật liệu nuôi cấy đã rất thành công trên một số loài thuộc Dendrobium. Nhiều tác giả đã nhân thành công trên một số giống như: Dendrobium Alice Chong, Dendrobium Ng Eng Cheow (H. Sing, 1976), Dendrobium Phalaenopsis ( Gandawijaja, 1980, Kukulczanka and Wojciechowska,  1983), Dendrobium aduncum và Dendrobium loddigesii ( Yam, 1989) [21].

3.3. Nuôi cấy in vitro tế bào thực vật

3.3.1. Giới thiệu nhân giống in vitro
Nhân giống in vitro hay nuôi cấy mô đều là thuật ngữ mô tả các phương thức nuôi cấy các bộ phận thực vật trong ống nghiệm có chứa môi trường xác định ở điều kiện vô trùng. Môi trường có các chất dinh dưỡng thích hợp như muối khoáng, vitamin, các hormone tăng trưởng và đường.

Kỹ thuật nuôi cấy mô cho phép tái sinh chồi hoặc cơ quan từ các mô như lá, thân, hoa hoặc rễ. Trước kia người ta dùng phương pháp nuôi cấy tế bào và mô thực vật để nghiên cứu về đặc tính cơ bản của tế bào như sự phân chia, sự di truyền và tác dụng của các hóa chất đối với tế bào và mô trong quá trình nuôi cấy.

Ngày nay phương pháp nuôi cấy mô tế bào thực vật đã hướng về những ứng dụng thực tiễn, vì nó liên hệ mật thiết với các giống cây trồng. Các nhà thực vật học đã áp dụng phương pháp này với mục đích sau.

· Tạo một quần thể lớn và đồng nhất trong một thời gian ngắn, với diện tích thí nghiệm nhỏ, có điều kiện hóa lý kiểm soát được.

· Tạo được nhiều cây con từ mô và cơ quan của cây (lóng, thân, phiến lá, hoa, hạt phấn, chồi phát hoa…) mà ngoài thiên nhiên không thực hiện được.

· Làm sạch nguồn virus cho cây bằng cách cấy mô phân sinh ngọn.

Cải tiến các giống cây trồng bằng công nghệ sinh học (Dương Công Kiên, 2002).
3.3.2. Các yếu tố ảnh hưởng đến sự tăng trưởng in vitro thực vật

3.3.2.1. Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy

Một trong những yếu tố quan trọng nhất trong sự tăng trưởng và phát sinh hình thái của tế bào và mô thực vật trong nuôi cấy mô là thành phần môi trường nuôi cấy. Thành phần môi trường nuôi cấy tế bào và mô thực vật thay đổi tùy theo loài và bộ phận nuôi cấy. Đối với cùng một mẫu cấy nhưng tùy theo mục đích thí nghiệm thì thành phần môi trường cũng sẽ thay đổi. Môi trường thay đổi tùy theo giai đoạn phân hóa của mẫu cấy. Tuy vậy, tất cả các môi trường nuôi cấy đều bao gồm năm thành phần: Khoáng đa lượng, khoáng vi lượng, vitamin, đường, các chất điều hòa sinh trưởng thực vật (Nguyễn Đức Lượng và Lê Thị Thủy Tiên, 2006).

Khoáng đa lượng: Nhu cầu khoáng của mô, tế bào thực vật tách rời không khác nhiều so với cây trồng trong điều kiện tự nhiên. Các nguyên tố đa lượng cần phải cung cấp là nitrogen, phosphorus, potassium, calcium, magnesium, sắt.

Khoáng vi lượng: là các nguyên tố được sử dụng với nồng độ dưới 30 ppm, gồm có: Fe, Cu, Mn, Zn, Mo, Bo… Tuy chỉ cần một lượng nhỏ trong môi trường nuôi cấy nhưng chúng là thành phần không thể thiếu cho sự sinh trưởng và phát triển của mô. Hàm lượng các nguyên tố đa lượng và các nguyên tố vi lượng phụ thuộc vào môi trường nuôi cấy và các đối tượng nuôi cấy. 

Carbon và nguồn năng lượng: Trong nuôi cấy in vitro, nguồn carbon giúp mô, tế bào thực vật tổng hợp nên các chất hữu cơ giúp tế bào phân chia, tăng sinh khối không phải là do quá trình quang hợp cung cấp mà chính là nguồn carbon bổ sung vào môi trường dưới dạng đường. Hai dạng đường thường gặp nhất trong nuôi cấy in vitro là glucose và sucrose, nhưng hiện nay sucrose được sử dụng phổ biến hơn. Tùy theo mục đích nuôi cấy, nồng độ sucrose thay đổi từ 1 – 6% (w/v), thông thường nhất là 2% w/v, tương ứng với 58,4mM (Nguyễn Đức Lượng và Lê Thị Thủy Tiên, 2006).

Vitamin: thông thường thực vật tổng hợp các vitamin cần thiết cho sự tăng trưởng và phát triển của chúng. Thực vật cần vitamin để xúc tác các quá trình biến dưỡng khác nhau. Khi tế bào và mô được nuôi cấy in vitro thì một vài vitamin trở thành yếu tố giới hạn sự phát triển của chúng. Các vitamin thường được sử dụng nhiều nhất trong nuôi cấy mô là: thiamin,acid nicotinic, pyridoxine và myo inositol. Thiamin là một vitamin căn bản cần thiết cho sự tăng trưởng của tất cả các tế bào.

Các hợp chất hữu cơ bổ sung không xác định: Bổ sung nhiều chất trích hữu cơ khác nhau vào trong môi trường nuôi cấy thường mang lại kết quả thuận lợi cho sự tăng trưởng của mô. Các chất bổ sung này là: protein hydrolysate, nước dừa, dịch chiết nấm men, dịch chiết lúa mạch, chuối, nước cam, nước cà chua. Tuy nhiên các chất hữu cơ không xác định này chỉ nên được sử dụng như là giải pháp cuối cùng và chỉ có nước dừa và protein hydrolysate hiện nay được sử dụng rộng rãi. 

Amino acid và các nguồn cung cấp nitrogen khác: mặc dù tế bào có khả năng tổng hợp tất cả các amino acid cần thiết nhưng sự bổ sung các amino acid vào môi trường nuôi cấy là để kích thích sự tăng trưởng của tế bào. Việc sử dụng amino acid đặc biệt quan trọng trong môi trường nuôi cấy tế bào và nuôi cấy tế bào trần. Amino acid cung cấp cho tế bào thực vật nguồn amino acid sẵn sàng cho nhu cầu của tế bào và nguồn nitrogen này được tế bào hấp thu nhanh hơn nitrogen vô cơ (Nguyễn Đức Lượng và Lê Thị Thủy Tiên, 2006).

3.3.2.2. Ảnh hưởng của mẫu nuôi cấy

Tuổi của cây: các mô phôi thường có khả năng tái sinh cao do đó ở ngũ cốc người ta thường dùng phôi và hạt làm vật liệu nuôi cấy mô. Khi cây già đi, khả năng tái sinh của chúng cũng giảm theo và các bộ phận của cây non dễ tái sinh hơn như trong trường hợp cây bụi. Một vài ví dụ cụ thể chỉ ra sự khác nhau về khả năng tái sinh và phân chia tế bào giữa cây già và cây non in vitro: Hedera helix (Stoutemeyer và Britt, 1965), Lunaria annua (Bajaj và Pierik, 1974) và Anthurium andreanum (Pierik và cs., 1974). Khi mô phân sinh và chồi đỉnh được tách khỏi cây mẹ thì chúng vẫn giữ những đặc tính già hay non trong điều kiện in vitro tùy vào điều kiện ban đầu. Đôi khi qua nhiều lần cấy chuyền, mô phân sinh già từng bước được trẻ hóa do tăng khả năng tái sinh và phân chia tế bào. Điều này được chứng minh trên những đối tượng như Pinus vinifera, Malus sylvestris, Cryptomeria japonica (Nguyễn Đức Lượng và Lê Thị Thủy Tiên, 2002).

Tuổi của mô và cơ quan: Những mô còn non và mềm thường dễ nuôi cấy hơn những mô cứng nhưng cũng có nhiều trường hợp ngoại lệ. Các mẫu cấy từ cuống lá còn non tái sinh tốt hơn những mẫu cấy từ cuống lá già do cơ quan của chúng già hơn nên khả năng tái sinh và phân chia tế bào giảm. Khả năng tái sinh của những loài khác nhau tăng lên trong suốt giai đoạn ra hoa: các bộ phận của phát hoa còn non đôi khi tái sinh rất mạnh, ví dụ như Freesia (Bajaj và Pierik, 1974), Lunaria annua (Pierik và ctv, 1974).

Tình trạng sinh lý: Tình trạng sinh lý ảnh hưởng mạnh đến khả năng tái sinh và khả năng phân chia tế bào in vitro. Thông thường các bộ phận của cây trong giai đoạn sinh dưỡng dễ tái sinh hơn trong giai đoạn sinh sản. Các mẫu cấy từ vảy của cây huệ tây ở giai đoạn sinh dưỡng tái sinh tốt hơn những mẫu cấy ở giai đoạn sinh sản (Robb, 1957). Các chồi của cây trong giai đoạn ngủ đông (cuối thu đầu đông) khó nuôi cấy in vitro hơn chồi của những cây đã vượt qua được giai đoạn này (vào mùa xuân trước khi chúng bắt đầu phát triển). 

Vị trí của mẫu cấy trên cây: Có sự ảnh hưởng của vị trí mẫu cấy lên sự sinh trưởng và phát triển in vitro. Theo đó, những chồi ban đầu được tách từ những vị trí thấp trên cây phát triển trong môi trường in vitro tốt hơn và chồi gốc tăng trưởng nhanh hơn chồi nách. Sự hình thành các giả hành bất định của mẫu cấy lan dạ hương được tách ra từ phần gốc của vảy hành tốt hơn từ phần đỉnh. Điều này cũng xảy ra tương tự đối với lily (Robb, 1957). Điều đáng lưu ý là những mô sẹo phát sinh từ những mẫu cấy có nguồn gốc từ các phần khác nhau của cây như rễ, chồi, cuống lá đều có phản ứng in vitro giống nhau.

Kích thước mẫu cấy: Các cấu trúc nhỏ như tế bào, cụm tế bào và mô phân sinh khó cảm ứng để tăng trưởng hơn những cấu trúc lớn như thân, lá, củ. Các phần được tách rời khỏi cây tự nó cung cấp chất dinh dưỡng và hormone, do đó mẫu cấy có kích thước càng lớn càng dễ tái sinh và phát triển. Các bộ phận của cây có chứa nhiều chất dinh dưỡng dự trữ như củ, thân hành thường dễ tái sinh trên môi trường in vitro hơn những cơ quan ít chất dự trữ. Đối với những mẫu bị cắt, phần trăm bề mặt mẫu bị tổn thương cũng ảnh hưởng đến khả năng tái sinh. Ảnh hưởng của vết thương lên sự tái sinh của các mẫu cấy từ vảy hành lily đã được chứng minh (Aartrijk, 1984).

Vết thương: Sự tổn thương trên bề mặt mẫu cấy đóng vai trò quan trọng trong sự tái sinh mẫu cấy. Bề mặt tổn thương tăng lên làm gia tăng sự hấp thu chất dinh dưỡng và các chất điều hòa đồng thời ethylene được tạo ra nhiều hơn. Ngoài ra, có thể tăng cường sự hình thành rễ bất định bằng vết thương.

Phương pháp cấy: Các mẫu cấy có thể được đặt trên môi trường theo nhiều cách khác nhau: có cực (thẳng đứng với phần gốc cắm xuống môi trường) hoặc không cực (cắm phần ngọn xuống môi trường). Chồi và rễ thường tái sinh dễ và nhanh khi mẫu được cấy không cực (Pierik và Steegmans, 1975). Mẫu tái sinh tốt khi được cung cấp đầy đủ oxy nhưng những nhân tốt khác cũng đóng vai trò quan trọng. Phần gốc của mẫu cấy không cực có các chất dự trữ không có khả năng khuếch tán vào trong agar do nó không tiếp xúc với môi trường. Như ở trường hợp tất cả các cây thuộc họ Amaryllidaceae (Pierik và ctv, 1974), sự tái sinh chỉ xảy ra ở phần gốc của vảy hành, do đó phương pháp cấy không cực dẫn đến sự hình thành thân hành bất định tốt hơn phương pháp cấy có cực.

3.3.2.3. Ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy

Nhiệt độ: Là nhân tố quan trọng ảnh hưởng rõ rệt tới sự phân chia tế bào và quá trình trao đổi chất trong các mô nuôi cấy, đồng thời nó ảnh hưởng đến hoạt động của auxin do đó ảnh hưởng trực tiếp đến khả năng ra rễ của cây nuôi cấy mô. Nhiệt độ nuôi cấy cần được giữ ổn định trong khoảng 25 – 27oC.

Ánh sáng: Có ảnh hưởng mạnh đến quá trình phát sinh hình thái của mô nuôi cấy, bao gồm cường độ, chu kì và thành phần quang phổ ánh sáng. Cường độ ánh sáng từ 1000 – 2500 lux được dùng phổ biến trong nuôi cấy nhiều loại mô. Với cường độ ánh sáng lớn hơn thì sinh trưởng của chồi chậm lại nhưng sẽ thúc đẩy quá trình tạo rễ (Lê Xuân Đắc và ctv, 2004)

3.3.2.4. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng

Chất điều hoà sinh trưởng thực vật là những chất với liều lượng thấp hiệu ứng sinh học cao, được tổng hợp tại một cơ quan và gây ảnh hưởng điều tiết đến các quá trình sinh lý, trao đổi chất nào đó trong những cơ quan khác. Chất điều hoà sinh trưởng là sản phẩm trao đổi chất bình thường của cơ thể thực vật. Nó đóng vai trò chủ đạo trong quá trình sinh trưởng, phát triển và những quá trình sinh lý, hoá sinh khác cũng như trong phản ứng thích nghi của thực vật đối với điều kiện của môi trường (Bùi Trang Việt, 2002).

Chất điều hòa sinh trưởng auxin
Auxin có một số vai trò khác nhau trong sự sinh trưởng và phát triển của thực vật. Auxin kích thích tế bào kéo dài và tăng trưởng, kích thích sự phân chia tế bào một cách đặc biệt trong quá trình hình thành callus và sự hình thành rễ bất định. Ở nồng độ cao ức chế sự phát triển của chồi nách thông qua cơ chế ưu thế ngọn và sự hình thành phôi soma trong môi trường nuôi cấy callus. Auxin hoạt hoá sự phân bào, sinh trưởng kéo dài, cần cho sự tạo mạch dẫn và ra rễ, tăng trưởng của quả, tạo quả không hạt, kích thích sinh trưởng của ống phấn (Bùi Trang Việt, 2002). Ở nồng độ thấp và thường dùng kết hợp với cytokinin thì auxin khởi phát mô phân sinh ngọn, vượt quá nồng độ giới hạn thì auxin ngăn cản sự phát triển của lá mới hay của mô phân sinh bên. 

Auxin kích thích mạnh sự kéo dài tế bào diệp tiêu. Sự kéo dài của tế bào rễ cần những nồng độ auxin thấp hơn nhiều so với thân và chồi. Hiệu ứng auxin giảm khi nồng độ auxin nhỏ hơn nồng độ tối ưu và trở nên độc ở các nồng độ quá cao. Trong sự hình thành rễ, đặc biệt là rễ bất định phát sinh từ các cơ quan dinh dưỡng thì hiệu quả của auxin rất đặc trưng. Nếu trong môi trường chỉ cho chất điều hòa sinh trưởng là auxin thì mô nuôi cấy chỉ xuất hiện rễ mà thôi. Còn nếu muốn tạo chồi để có cây hoàn chỉnh thì phải bổ sung vào môi trường chất tạo chồi là cytokinin (Bùi Trang Việt, 2002).

Chất điều hòa sinh trưởng cytokinin
Nhóm này bao gồm dạng tự nhiên 2iP [γ-dimethylallylaminopurine), zeatin và dạng tổng hợp là BAP (N6-benzylaminopurine) và Kinetin (6-furfurylaminopurine). Dạng tổng hợp có hoạt tính sinh học rất cao nên được sử dụng rộng rãi trong nuôi cấy mô. Cytokinin làm cho mô phồng lên, cảm ứng sự phát triển của chồi nách và chồi bất định, điều khiển sự phân chia tế bào. Cytokinin bền nhiệt và có thể bổ sung vào môi trường trước khi hấp vô trùng. Trong nhân giống thường sử dụng BA nhiều hơn so với các chất khác trong nhóm cytokinin vì hoạt tính của nó cao, bền với nhiệt, ánh sáng và giá thành thấp hơn các chất khác.

Sự sinh trưởng tổng hợp cytokinin ở trong cây xảy ra ở những vùng rất khác nhau, đặc biệt là ở những nơi có sự phân chia tế bào mạnh (ở ngọn thân hay rễ). Nó hiện diện hầu hết trong các mô, đặc biệt trong hạt, trái và trong rễ. Tuy nhiên, rễ là nơi tổng hợp nhiều nhất. Vì vậy khi rễ bị tổn thương thì thấy nụ phát triển yếu do không tạo đủ cytokinin. Nó hoạt hoá sự phân bào, song tác động này chỉ thể hiện trong sự phối hợp với auxin. Trong nuôi cấy mô, cytokinin thể hiện các tính chất cho phép chúng ta giải quyết những khó khăn trong việc duy trì sự sống của mô, kích thích sự phân chia tế bào và định hướng tế bào trong con đường phân hoá (Bùi Trang Việt, 2002).
3.4. Sơ lược về Dendrobium Ceasar red
Dendrobium Ceasar red là loài lan Dendrobium nắng thân to khỏe, phát triển mạnh, siêng hoa, vòi hoa dài rất nhiều hoa, có mùi thơm nhẹ, hoa rất lâu tàn. Giống này có đặc điểm hoa có màu tím đậm tươi cánh hoa căng, hoa to, số lượng hoa trên một phát hoa nhiều, phát hoa dài. Cây rất khỏe có thể cho từ 4 -5 phát hoa cùng lúc, với đặc tính này thích hợp cho việc trồng cắt cành. Thân cây cao to khỏe, thẳng, rất dễ kết chậu. Là loại dendrobium nắng có giá trị thẩm mĩ cũng như giá trị kinh tế rất cao. Với những đặc tính siêng hoa, thân to thẳng có thể trồng để cắt cành hoặc cắt chậu… nên giống này được lựa chọn là giống hoa có giá trị thị trường rất lớn, là lựa chọn của rất nhiều nhà vườn trồng lan. Ngày nay với kỹ thuật nuôi cấy mô phát triển việc nhân giống những giống lan rất dễ dàng với số lượng lớn, đồng đều và chất lượng.
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Hình 1: Hình hoa cây lan Dendrobium Ceasar red
4. Các yêu cầu của mô hình 
Nguồn nước: 

· Nước giếng khoan để rửa dụng cụ

· Nước lọc RO để pha môi trường sản xuất

· Nước cất 1 lần để pha hóa chất.

Năng lượng: điện năng

Lao động: lao động kỹ thuật, lao động phổ thông.

Diện tích:

· Phòng cấy vô trùng: 20 m2
· Phòng Nuôi cây: 50 – 100 m2
· Phòng pha môi trường: 20 m2
· Phòng hấp môi trường, rửa dụng cụ: 20 m2
· Khu vực huấn luyện cây: 50 m2
Thiết bị: 

· Tủ cấy vô trùng

· Nồi hấp tiệt trùng

· Cân phân tích 4 số lẻ

· Cân kỹ thuật 2 số lẻ

· Máy đo pH

· Tủ lạnh

· Máy lọc nước RO

· Máy cất nước 1 lần
Dụng cụ và hóa chất:
Chai nước biển 500 ml, bình tam giác,…

Hóa chất nuôi cấy mô: đa lượng, vi lượng, vitamin, chất điều hòa sinht rưởng thực vật.

5. Tổng quan về mô hình trên thế giới, ở Việt Nam và tại TPHCM
5.1. Tình hình về mô hình trên thế giới
Ricardo và cộng sự (2004) đã khảo sát sự ảnh hưởng của nồng độ đường khác nhau lên sự tăng trưởng cây và ra rễ của cây lan Dendrobium nobile trong điều kiện in vitro. Kết quả thu được từ nghiên cứu này là cây tăng trưởng tốt trên môi trường MS giảm ½ khoáng đa lượng và bổ sung 60 g/l đường và nồng độ đường không ảnh hưởng tới sự ra rễ của cây lan Dendrobium nobile in vitro.

Martin và Joseph Madassery (2005) đã nghiên cứu nhân nhanh giống Dendrobium lai thông qua con đường tạo chồi trực tiếp từ cuốn lá. Kết quả ghi nhận được chồi được hình thành trực tiếp từ mẫu lá khi nuôi trên môi trường ½ MS  có bổ sung 44,4 µM BA, khi chồi được chuyển sang môi trường ½ MS có bổ sung 6,97 µM Kinetin thì có 90% chồi tạo PLBs. Môi trường tốt nhất được lựa chọn cho sự tạo rễ là môi trường ½ MS có bổ sung 2 g/l than hoạt tính và tỉ lệ cây sống đạt 80% khi đưa ra vườn ươm.

Yih-Juh Shiau và cộng sự (2005) đã nhân giống in vitro  cây lan dược liệu Dendrobium Candidum Wall. Ex Lindl. bằng việc nuôi cấy nốt thân  từ cây in vitro  nảy mầm từ hạt. Hạt được nảy trên môi trường ½ MS bổ sung 30 g/l đường và cây con tăng trưởng trên môi trường 1/2 MS bổ sung 1 ml/l Hyponex, 80 g/l khoai tây và 2 g/l than hoạt tính. Các đốt mang chồi ngủ được tạo chồi trên môi trường tăng trưởng cơ bản bổ sung 2 mg/l BA kết hợp với 0,1 mg/l NAA và số mẫu tạo chồi đạt 75% sau 75 ngày nuôi cấy, sự kéo dài chồi và tạo rễ trên môi trường có bổ sung 0,2 mg/l NAA.

Kong và cộng sự (2007) đã nhân giống in vitro lan Dendrobium strongy Lanthum Rchb.f. Cây in vitro  từ hạt được sử dụng làm vật liệu thí nghiệm. Trên môi trường ½ MS có bổ sung 0,5 mg/l BA PLBs tăng nhanh. Sự tăng trưởng của chồi và rễ rất mạnh trên môi trường ½ MS có bổ sung khoai tây, chuối và 0,5 mg/l NAA. Cây con sau khi được huấn luyện sẽ đưa ra ngoài vườn được trồng trên giá thể có đất : mùn cưa tỉ lệ (1:1) và tỉ lệ sống của cây đạt được là 98%.

Niramol Rangsayatorn (2009) đã nghiên cứu vi nhân giống Dendrobium draconis Rchb.f từ nuôi cấy lớp mỏng. Ở nghiên cứu này tác giả đã tìm ra được nồng độ chất điều hòa tối ưu cho sự tạo PLBs trực tiếp từ lát mỏng đốt thân là 2 mg/l BA kết hợp với 1 mg/l NAA cho tỉ lệ sống của mẫu đến 80% và tạo 11 PLBs trên một mẫu cấy. Chồi phát triển tốt trên môi trường MS có bổ sung 10 g/l đường và 20% nước dừa, tỉ lệ sống của cây lên đến 92% khi đưa ra vườn ươm.

Shivani Vyas và cộng sự (2009) đã khảo sát sự ảnh hưởng của dịch chiết chuối lên sự tái sinh nhanh cây lan Dendrobium lituiflorum Lindl. Trong nghiên cứu này tác giả đã ghi nhận được cây lan Dendrobium lituiflorum Lindl nảy mầm trên môi trường KC bổ sung 10% dịch chiết của chuối, chồi tăng trưởng tốt trên môi trường KC bổ sung 12,5% dịch chiết chuối. Trên môi trường MS có bổ sung 10 µM BA hệ số nhân chồi rất cao nhưng lại ức chế sự tăng trưởng của chồi. Cây đưa ra vườn ươm trên giá thể 9:1 (cocopeat: perlite) tỉ lệ sống đạt 90%.

            Basker và Narmaratha Bai (2010) đã nhân giống in vitro  lan Eria bambusifolia Lindl. Trong nghiên cứu này tác giả sử dụng trái lan gieo trên môi trường khoáng KC và MS. Kết quả thu được là hạt nảy mầm tốt trên môi trường MS và trên môi trường MS có bổ sung 2 mg/l NAA cây tăng trưởng chồi và rễ kéo dài.
Itsaraphong Khaenthong và các cộng sự đã nghiên cứu vi nhân giống lan lá sọc trắng Dendrobium Burana Jade. Vật liệu được sử dụng trong nghiên cứu này là chồi nách (1 - 2 mm) của cây in vitro  nuôi trên môi trường ½ MS lỏng bổ sung 2 % đường để tạo PLBs. Sau đó PLBs có đường kính từ 0,2 - 0,3 cm được dùng làm thí nghiệm và nuôi trên môi trường ½ MS lỏng lắc có bổ sung các nguồn cacbon khác nhau như sucrose, glucose, maltose, và sorbitol. Kết quả thu được PLBs tăng trưởng cao nhất trên môi trường ½ MS có bổ sung 15 g/l glucose. Bên cạnh đó tác giả còn khảo sát chất lượng và số lượng của PLBs trên môi trường thạch ½ MS có sự kết hợp của NAA và BA với nồng độ khác nhau. Kết quả thu được tỉ lệ sống của mẫu đạt 90% trên môi trường ½ MS có bổ sung 2 mg/l NAA kết hợp với 0,5 mg/l BA. Môi trường có bổ sung 2 mg/l NAA và 2 mg/l BA được ghi nhận là PLBs có màu sắc và chất lượng tốt nhất [18].
Chong- Siang Tee1 và cộng sự (2010) bước đầu nghiên cứu sự hình thành PLBs từ mẫu lá lan Vanda và Dendrobium. Mẫu lá từ cây in vitro được nuôi trên môi trường MS có bổ sung các chất điều hòa tăng trưởng như NAA, picloram, BA, Kinetin được bổ sung với nồng độ 1, 3, 5 mg/l để khảo sát sự cảm ứng tạo PLBs. Ở đây tác giả còn nghiên cứu về sự ảnh hưởng của cách cắt ngang dọc của mẫu lá. Kết quả ghi nhận ở mẫu lá Vanda lai cắt dọc nuôi trên môi trường 1 mg/l NAA hoặc 1 mg/l picloram PLBs được cảm ứng. Sau 4 tuần nuôi cấy có sự xuất hiện PLBs trên mẫu lá cắt dọc của Dendrobium  nuôi trên môi trường MS có bổ sung 3 mg/l NAA hoặc 5 mg/l BA. Đối với mẫu lá cắt theo chiều ngang thì PLBs không hình thành, lúc đầu mẫu lá xanh sau 4 tuần nuôi cấy mẫu hóa nâu và chết, kết quả được ghi nhận ở cả 2 giống.
N. Nambiar và cộng sự (2012) đã khảo sát ảnh hưởng của các chất bổ sung và nguồn cacbonhydrate lên sự gia tăng PLBs của lan Dendrobium Alya Pink. PLBs mới cảm ứng từ chồi ngọn được nuôi trên môi trường có bổ sung chuối, khoai tây, nước dừa và các nguồn cacbonhydrate khác nhau với lượng khác nhau để khảo sát sự ảnh hưởng của các chất bổ sung tự nhiên lên sự gia tăng PLBs. Nghiên cứu này ghi nhận nước dừa 10 – 20% và glucose là lựa chọn tốt nhất cho sự tăng nhanh PLBs của cây Dendrobium Alya Pink.
5.2. Tình hình mô hình trong nước

Nguyễn Văn Kết và Nguyễn Văn Vinh (2010) đã nghiên cứu khả năng nhân giống loài lan Hoàng Thảo Sáp (Dendrobium crepidatum Lindl & Paxt) in vitro . Trong các thí nghiệm nhân giống thì tác giả ghi nhận trên môi trường Vacin Went cho kết quả tốt nhất cả về chiều cao chồi (2,8 cm), số rễ là 5 rễ/cây, chiều dài của rễ 2,3 cm và hệ số nhân đạt 5,2 chồi. Hơn nữa trên môi trường này Dendrobium crepidatum có trọng lượng tươi cao nhất (255,4 mg), thấp hơn là Hyponex (180,5 mg) và thấp nhất là môi trường ½ MS (130,7 mg). BA bổ sung vào môi trường với nồng độ 0,5 mg/l tăng sinh chồi cao nhất 6,8 chồi/cụm.
Nguyễn Thanh Tùng và cộng (2010) sự đã sử dụng phương pháp nuôi cấy lát mỏng tế bào trong nhân giống in vitro cây lan Dendrobium aduncum. Trong nghiên cứu này tác giả đã sử dụng lát cắt mỏng đoạn thân theo chiều ngang của chồi in vitro, các lát mỏng được cảm ứng trên môi trường ½ MS có bổ sung riêng lẻ BAP hay bổ sung kết hợp BAP và NAA. Kết quả được tác giả ghi nhận PLBs cảm ứng tối ưu trên môi trường môi trường ½ MS bổ sung 0,5 mg/l BAP cho 29,85 PLBs/lát mỏng sau 8 tuần nuôi cấy. Cụm PLBs được nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung TDZ, kinetin, NAA riêng lẻ hay kết hợp để tái sinh chồi. Môi trường MS bổ sung kinetin 3,0 mg/l kết hợp với NAA 0,3 mg/l cho tỉ lệ tái sinh chồi cao nhất  đạt 5,67 chồi/mẫu. Chồi  in vitro  được nuôi cấy trên môi trường MS bổ sung NAA  để cảm ứng tạo rễ. Nồng độ NAA 2,0 mg/l là thích hợp nhất cho việc tạo rễ  in vitro  với kết quả 9,18 rễ/chồi. Cây con in vitro  đủ lá đủ rễ được huấn luyện và trồng lên giá thể, sau 6 tuần tỉ lệ sống  đạt 90% [13].
Nguyễn Văn Song và cộng sự (2011) ĐH Huế đã nghiên cứu nhân nhanh in vitro lan Kim Điệp (Dendrobium chrysotoxum). Nguyên liệu sử dụng là hạt của quả lan 3 tháng tuổi. Môi trường thích hợp cho sự nảy mầm và phát sinh protocorm của hạt là MS cơ bản có 20 g/l sucrose, 8 g/l agar, 15% nước dừa và 2,0 mg/l BAP. Môi trường nhân nhanh protocorm tốt nhất là MS cơ bản có 20 g/l sucrose, 8 g/l agar, 15% nước dừa và 2,0 mg/l BAP. Môi trường MS cơ bản có 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, 1g/l than hoạt tính, 15% nước dừa, 2,0 mg/l BAP và 1,0 mg/l NAA thích hợp nhất cho tái sinh chồi từ protocorm và sinh trưởng của chồi in vitro . Môi trường MS cơ bản có 20 g/l sucrose, 8 g/l agar, 15% nước dừa và 1,0 mg/l NAA là thích hợp cho tạo rễ của chồi in vitro .
Nguyễn Thị Sơn và cộng sự (2011) đã nghiên cứu nhân giống in vitro loài lan Dendrobium fimbriatum Hook. Kết quả nghiên cứu đã chỉ rõ: Vật liệu sử dụng là quả lan 3 tháng tuổi; Môi trường thích hợp cho nảy mầm và phát sinh protocorm của hạt là môi trường MS bổ sung 100ml nước dừa, 10g saccharoza và  6,0 g agar/lít môi trường. Môi trường nhân nhanh protocorm tốt nhất là môi trường KC bổ sung 100 ml nước dừa, 10 g sacarose, 60 g khoai tây và 6,0 g agar/lít môi trường. Môi trường MS bổ sung 100 ml nước dừa, 20 g sacarose, 60 g chuối chín và 6,0 g agar/lít môi trường là thích hợp nhất cho nhân nhanh chồi in vitro ; Môi trường tạo cây hoàn chỉnh là RE bổ sung 10 g sacaroza, 1 g thanh hoạt tính và 6,0 g agar/lít môi trường.

Võ Châu Tuấn và cộng sự (2012) đã nghiên cứu khả năng nảy mầm của hạt và nhân nhanh cây in vitro lan Hoàng long (Coelogyne lawrenceana Rolfe). Nguyên liệu sử dụng là quả lan Hoàng Long 4 tháng tuổi. Trong bài báo này khảo sát ảnh hưởng của các chất kích thích sinh trưởng đến khả năng nảy mầm hạt và nhân nhanh in vitro cây lan Hoàng Long đã được nghiên cứu. Kết quả nghiên cứu cho thấy, hạt nảy mầm tốt nhất trên môi trường cơ bản MS (Murashige–Skoog, 1962) bổ sung 15% CW (nước dừa), 2,0 mg/L BA sau thời gian 38 ngày nuôi cấy. Khả năng nhân nhanh chồi từ protocorm tốt nhất (15,20 chồi/protocorm, chiều cao chồi 0,91 cm) trên môi trường MS bổ sung 15% CW, 0,3 mg/l NAA, 2,0 mg/l BA sau 8 tuần nuôi cấy. Trên môi trường cơ bản ½ MS bổ sung 15% CW, 0,3 mg/l IBA, các chồi in vitro  tạo rễ tốt nhất (3,0 rễ/chồi) sau 8 tuần nuôi cấy.

6. Nguồn gốc, xuất xứ của mô hình: mô hình là kết hợp thành quả nghiên cứu của các đề tài nghiên cứu cấp cơ sở và thực tế sản xuất cây giống lan Dendrobium Ceasar red bằng phương pháp nuôi cấy mô tại Trung tâm Nghiên cứu và phát triển Nông nghiệp công nghệ cao Tp HCM. Mô hình này đã và đang được ứng dụng hiệu quả, đã chuyển giao cây giống lan Dendrobium Ceasar red cấy mô cho các nhà vườn ở Thành phố Hồ Chí Minh.

II. Quy trình kỹ thuật

1. Chuẩn bị, xây dựng mô hình 
Vật liệu thí nghiệm: Chồi bên có kích thước từ 5 -7 cm được sử dụng làm vật liệu nuôi cấy.
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Hình 2: Chồi bên được sử dụng làm vật liệu vô mẫu
- Nguyên vật liệu: Môi trường nuôi cấy MS với các thành phần cơ bản như sau:

	stt
	Thành phần
	Nồng độ (mg/l)
	Ghi chú

	1
	Đa lượng
	
	Pha Stock

	
	NH4NO3
	1650
	

	
	CaCl2.2H2O
	440
	

	
	MgSO4.7H2O
	370
	

	
	KNO3
	1900
	

	
	KH2PO4
	170
	

	2
	Vi lượng
	
	Pha Stock

	
	MnSO4.4H2O
	22,3
	

	
	H3BO3
	6,2
	

	
	ZnSO4.4H2O
	8,6
	

	
	KI
	0,83
	

	
	Na2MoO4.2H2O
	0,25
	

	
	CuSO4.5H2O
	0,025
	

	
	CoCl2.6H2O
	0,025
	

	3
	Fe-EDTA
	
	Pha Stock

	
	Na2EDTA
	37,3
	

	
	FeSO4.7H2O
	27,8
	

	4
	VITAMIN
	
	Pha Stock

	
	Glycine
	2
	

	
	Pirydoxine
	0,5
	

	
	Myo-inositol
	100
	

	
	Nicotinic acid
	0,5
	

	
	Thiamin HCl
	0,1
	

	5
	Thành phần khác
	
	

	
	Đường
	20
	Cân

	
	Nước dừa
	100 ml/lít
	

	
	Agar Hạ Long
	5,8 -6
	Cân


Máy móc, thiết bị: Tủ cấy vô trùng, nồi hấp tiệt trùng, cân phân tích, cân kỹ thuật, máy đo pH, máy cất nước, phòng nuôi cây.
Điều kiện nuôi cấy: Nhiệt độ phòng sáng là 26 ± 2 oC, ẩm độ tương đối phòng là 60 ± 5%, thời gian chiếu sáng là 12 h/ngày.
2. Quy trình hoạt động của mô hình 
Qui trình đề nghị nhân giống in vitro cây Dendrobium nắng Ceasar red.
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Qui trình nhân giống in vitro cây lan Dendrobium nắng Ceasar red.
Giai đoạn vô mẫu (2 – 3 tháng): chồi bên cây dendrobium nắng ceasar red có kích thước từ 5 -7 cm, được lau sạch bịu bẩn và loại bỏ các phần hư. Cho mẫu vào erlen và lắc đều với xà phòng đã được pha loãng trong 30 phút, rửa sạch xà phòng bằng nước. Đưa mẫu vào tủ cấy vô trùng, chuyển mẫu vào erlen có chứa cồn 70o, lắc đều mẫu trong 1 phút, rửa lại 3 lần bằng nước cất vô trùng. Khử trùng mẫu theo tỷ lệ Javel: nước = 50:50. Bổ sung 2 giọt Tween 20 nhằm nâng cao hiệu quả khử trùng, lắc đều mẫu trong 20 phút. Sau đó rửa mẫu bằng nước cất vô trùng 5 - 6 lần. Sau đó tách bỏ bẹ lá, loại bỏ phần bị tổn thương, cắt mẫu thành từng đoạn có mang chồi ngủ. Cấy mẫu vào môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 2mg/l BA + 0,5 mg/l NAA + 10% nước dừa + 8 g/l agar. Sau 4 tuần nuôi cấy mẫu tạo được cụm chồi hình 3.
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       Hình 3: Cụm chồi hình thành sau 4 tuần nuôi cấy.

Giai đoạn nhân chồi: (1,2 – 2 tháng) các cụm chồi hình thành từ mẫu cấy được tách ra khỏi đốt thân loại bỏ các phần mẫu chết và được tách với kích thước 0,5 cm nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 2mg/l BA + 0,5 mg/l NAA + 10% nước dừa + 8 g/l agar. Sau 4 tuần nuôi cấy theo dõi mẫu nhân chồi. Sau 4 tuần nuôi cấy ta được bình chồi như hình 4.
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Hình 4: Bình chồi sau 4 tuần nuôi cấy.

Giai đoạn tạo cây con ( 2 tháng): Các cụm chồi có kích thước 0,5 cm được nuôi trên môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 0,5 mg/l NAA + 10% nước dừa + 8 g/l agar để tái sinh cây. Sau 4 tuần nuôi cấy theo dõi mẫu tái sinh cây. 

Giai đoạn tăng trưởng cây (2 tháng): cây con có kích thước 2 cm được nuôi trên môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 50 g/l chuối + 10% nước dừa + 8 g/l agar + 1 g/l than hoạt tính để tăng trưởng cây. Sau 4 tuần nuôi cấy theo dõi sự tăng trưởng cây. 

[image: image6.jpg]



Hình 5: Bình cây sau 4 tuần nuôi cấy ở điều kiện phòng nuôi.

Giai đoạn huấn luyện cây (2 tháng): Điều kiện trong phòng nuôi với ánh sáng đèn, nhiệt độ mát nên cây khi đưa ra ngoài vườn ươm rất dễ bị sốc và chết. Do đó để giúp cây khi ra vườn ươm không bị sốc và hạn chết tỉ lệ chết thì giai đoạn huấn luyện rất quan trọng. Cây sau khi tăng trưởng trong phòng nuôi 2 tuần sẽ được đưa ra khu vực huấn luyện có điều kiện ánh sáng tự nhiên yếu khoản 30 – 40 % và cường độ ánh sáng thay đổi trong ngày, các kệ nuôi cây được bố trí ở vị trí khô thoáng, không bị mưa tạt. Đảm bảo các bình nuôi không bị che sáng. Các bình nuôi được huần luyện khoảng 2 tháng trước khi cho ra vườn ươm để cây cứng cáp và thích nghi với môi trường bên ngoài. 
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Hình 6: Bình cây được nuôi ngoài khu vực huấn luyện sau 2 tháng nuôi cấy.

3. Khai thác, tiêu thụ sản phẩm 
Tiêu chuẩn cây lan Dendrobium nắng Ceasar red cấy mô: Sau hai tháng nuôi ngoài khu vực huấn luyện cây cứng cáp, là mở, và đủ tiêu chuẩn ra vườn. Tiêu chuẩn cây ra vườn có kích thước 4 – 5 cm, có từ  4 – 5 lá, 4 – 5 rễ, thân cứng cáp, rễ khỏe. Đưa cây ra vườn ươm khi cây đủ tiêu chuẩn và kích thước ra vườn, để hạn cây con bị mất nước khi ra vườn thì cần chuẩn bị vườn ươm, xử lí giá thể trước khi ra cây.
III. Đánh giá chất lượng sản phẩm, chất lượng công nghệ của mô hình
- Nhờ được nuôi ở điều kiện bên ngoài khu huấn luyện lâu, khi đưa cây ra khỏi chai cây không bị sốc, thân chắc là dày, cứng, cây nhìn khỏe cây đưa ra khỏi chai không bị dập và úng nước do đó tỉ lệ sống đạt rất cao hơn 95%.
- Chất lượng cây giống rất tốt và ổn định và cao giúp nhà vườn hạn chế xử lý phân thuốc, tiết kiệm chi phí sản xuất rất nhiều.

- Cây to khỏe, khi đưa ra trồng không bị chựng lại, tốc độ lớn nhanh, nhanh đạt size xuất vườn giúp nhà vườn hạn chế được rất nhiều phân thuốc, công chăm sóc, diện tích, thu hồi vốn nhanh.

- Tỉ lệ đồng đều cao, số lượng cây giống lớn, áp dụng được quy mô sản xuất công nghiệp, công lao động giảm cho các khâu tưới nước, bón phân, chăm sóc.

IV. Những thuận lợi, khó khăn và lưu ý khi triển khai mô hình 
Mô hình cần yêu cầu cao về kỹ thuật để đảm bảo độ vô trùng cũng như: thao tác cấy mô, kỹ thuật pha môi trường, điều kiện vô trùng 
Về tiêu thụ: tình hình tiêu thụ các loại cây giống nuôi cấy mô còn chưa ổn định do người nông dân có tâm lý ưa chuộng các giống cấy mô nhập nội của Thái Lan, Đài Loan hơn các sản phẩm cây giống sản xuất trong nước.

Về vốn đầu tư: do chi phí đầu tư cơ sở vật chất, máy móc, thiết bị cao nên các hộ sản xuất cá thể, các doanh nghiệp bắt đầu tham gia lĩnh vực nuôi cấy mô thực vật thường gặp khó khăn về vốn đầu tư.

V. Hiệu quả đầu tư mô hình (ước tính)
1. Hiệu quả về kinh tế 
Tăng thời gian huấn luyện ở giai đoạn nuôi cây giúp hạn chế rất nhiều lượng điện năng tiêu thụ cho việc chiếu sáng và làm mát phòng nuôi, điều này giúp hạn chế chi phí sản xuất rất nhiều. Ước tính mỗi cây mô giảm được từ 400 – 600 đồng nhờ việc đưa ra khu vực huấn luyện lâu hơn. Điều này giúp giảm chi phí sản xuất hạ được giá thành sản xuất, nâng cao chất lượng cây giống.
Ứng dụng vào quy trình sản xuất in vitro lan dendrobium nắng ceasar red nhằm nâng cao hiệu quả vi nhân giống, tạo được nguồn giống ổn định chất lượng tốt, đáp ứng nhu cầu tiêu thụ trong và ngoài nước.
Có thể sử dụng mô hình làm nên để nhân giống các giống dendrobium khác.

2. Hiệu quả về xã hội 
- Thúc đẩy chuyển đổi nông nghiệp từ sản xuất truyền thống sang nền sản xuất nông nghiệp đô thị với cây, hoa kiểng và cá cảnh, góp phần thực hiện chính sách nông thôn mới của thành phố.

- Qua quá trình nghiên cứu và triển khai thực hiện đề tài, đội ngũ cán bộ của cơ quan chủ trì sẽ được học hỏi thực tế nhiều hơn, có cơ hội cọ xát và nâng cao kỹ năng nghiên cứu.
- Chất lượng cây giống cao, giá cả rất cạnh tranh, nhà vườn rất tin tưởng và yên tâm về nguồn giống, để chủ động sản xuất.

- Cây giống to khỏe, tỉ lệ sống cao, giúp nhà vườn mạnh dạng chuyển đổi cơ cấu và thử nghiệm.
3. Hiệu quả về môi trường 

- Việc đưa ra nuôi ngoài khu huấn luyện làm giảm rất nhiều điện năng tiêu thụ giảm tác động tới môi trường.

- Môi trường nuôi cây sử dụng chủ yếu các chất hữu cơ, nên môi trường khi ra cây không độc hại, hay ảnh hưởng tới môi trường sống.
4. Khả năng nhân rộng; mô hình có khả năng nhân rộng tại các phòng thí nghiệm nuôi cấy mô tế bào thực vật trên quy mô cả nước.
VI. Địa chỉ chuyển giao, tư vấn

1. Địa chỉ tham quan mô hình 

Phòng Công nghệ tế bào thực vật - Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công nghệ cao tp. HCM

Ấp 1, xã Phạm Văn Cội, huyện Củ Chi, Tp. Hồ Chí Minh

2. Địa chỉ cung cấp nguyên vật liệu, máy móc, thiết bị

3. Địa chỉ chuyển giao, tư vấn: 
Phòng Công nghệ tế bào thực vật - Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công nghệ cao tp. HCM

Ấp 1, xã Phạm Văn Cội, huyện Củ Chi, Tp. Hồ Chí Minh
VII. Hình ảnh minh họa (nếu có).
[image: image8.jpg]



Hình 7: Cây dendrobium ceasar red trưởng thành nắng ngoài v
KẾT LUẬN

Các đoạn thân từ chồi bên tái sinh chồi trên môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 2mg/l BA + 0,5 mg/l NAA + 10% nước dừa + 8 g/l agar sau 4 tuần nuôi cấy.
Môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 2mg/l BA + 0,5 mg/l NAA + 10% nước dừa + 8 g/l agar thích hợp cho sự nhân nhanh cụm chồi.
Các cụm chồi có kích thước 0,5 cm được nuôi trên môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 0,5 mg/l NAA + 10% nước dừa + 8 g/l agar để tái sinh cây.
Môi trường MS có bổ sung 20 g/l sucrose + 50 g/l chuối + 10% nước dừa + 8 g/l agar + 1 g/l than hoạt tính thích hợp để tăng trưởng cây.
Bình cây đưa ra khu vực huấn luyện 2 tháng cho cây chắc khỏe, lá mở thân to đạt tỉ lệ sống cao.
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