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QUY TRÌNH NUÔI CẤY MÔ HOA LAN VŨ NỮ
(Oncidium sp.) 
(Kèm theo quyết định số 884/QĐ-SNN, ngày 30/12/2019 
của Sở Nông nghiệp & PTNT Lâm Đồng)
I. QUY TRÌNH SẢN XUẤT IN VITRO GIỐNG HOA LAN VŨ NỮ
1. Chuẩn bị môi trường
Để thuận tiện cho việc pha các môi trường nuôi cấy trong phòng thí nghiệm không cân hoá chất ở lượng quá nhỏ cho mỗi lần pha mà thường chuẩn bị dưới dạng các dung dịch mẹ (còn gọi là các stock), sau đó chỉ cần pha loãng phù hợp với mỗi loại cây khi sử dụng. Các dung dịch mẹ này thường được bảo quản dài ngày trong tủ lạnh thường hoặc tủ lạnh sâu, trong các chai lọ màu tối để tránh tác động của ánh sáng.
Môi trường chính sử dụng trong nuôi cấy in vitro là môi trường MS (Murashige và Skoog, 1962).
- Môi trường nhập mẫu: MS + BA (0,5 ml/l) + NAA (0,5 ml/l)  + 30g/l đường + 8 g/l agar + 0,2 g/l than hoạt tính; pH = 6,0;
- Môi trường nhân nhanh: MS + BA (1,0 ml/l) + NAA (1,0 ml/l)  + 30g/l đường + 8 g/l agar + 0,2 g/l than hoạt tính; hoặc MS + 30 g/L đường sucrose +
10 g/L agar + 0,2 g/l than hoạt tính + 15mg/l chitosan pH = 5,7;
- Môi trường vươn thân: MS + BA (0,5 ml/l) + NAA (0,5 ml/l)  + 30g/l đường + 8g/l agar + 0,2 g/l than hoạt tính; pH = 5,7;
- Môi trường ra rễ: MS + BA (1,0 ml/l)  + NAA (2,0 mg/l)  + 30g/l đường + 12 g/l agar + 0,3 g/l than hoạt tính; pH = 5,7
2. Chọn mẫu khởi đầu

Vật liệu đưa vào nuôi cấy là cây con của giống vũ nữ ngoài vườn. Mẫu ban đầu phải khỏe mạnh, đồng đều, không dập nát, không nhiễm sâu bệnh hại. Cây con có chiều cao 6 – 8 cm là vật liệu để nhập mẫu tốt nhất. Thời điểm chọn mẫu tốt nhất là vào lúc sáng sớm và mẫu sau khi cắt khỏi cây mẹ cần nhập mẫu ngay, nếu chưa có điều kiện nhập mẫu ngay nên bảo quản mẫu trong tủ mát nhưng chỉ bảo quản trong thời gian ngắn (1-2 ngày).
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3. Giai đoạn nhập mẫu
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Đây là giai đoạn vô cùng quan trọng quyết định sự thành công của toàn bộ quy trình nhân giống. Do đó, tất cả các thao tác hết sức chú ý và cẩn thận để đảm bảo tạo được nguồn mẫu sạch ban đầu cho quá trình nhân nhanh sau này.

+ Hóa chất sử dụng là: xà phòng, Calcium hypochlorite 10% 
 Trước tiên, mẫu được rửa sạch đất, bụi bằng vòi nước máy trong 5 phút, sau đó ngâm trong nước xà phòng loãng (lắc nhẹ 30 phút), rửa sạch lại dưới vòi nước cho hết sạch xà phòng. Mẫu được khử trùng bề mặt trong cồn 70% khoảng 30 giây, với dung dịch Calcium hypochlorite 10% lắc nhẹ trong 15 - 20 phút rồi rửa sạch bằng nước cất vô trùng. Đưa mẫu vào tủ cấy vô trùng, rửa lại mẫu bằng nước cất vô trùng 4 – 5 lần để đảm bảo mẫu hoàn toàn sạch.



Mẫu sau khi rửa được đặt lên giấy thấm cho hết nước, được tách bỏ các bẹ lá bao bên ngoài để được mẫu cấy có kích thước 0,5cm, cấy mẫu đứng vào môi trường, cấy một mẫu vào một túi polyetylen (PE) 5 x 15 cm chứa 15 ml môi trường nhập mẫu.  Mẫu được để ở điều kiện nhiệt độ 22​0C-260C, cường độ chiếu sáng 2200-2500 lux, quang chu kỳ 16 giờ. Tất cả các thao tác trên đều trong điều kiện vô trùng. 

Sau 55-60 ngày nhập mẫu, mẫu cấy hình thành chồi, calluss, tiếp tục chuyển mẫu vào môi trường nhân nhanh.
4. Giai đoạn nhân nhanh

Sau quá trình nhập mẫu 55-60 ngày, mẫu hình thành chồi hoặc cụm chồi. Tách nhỏ chồi và cụm chồi cây vào môi trường nhân nhanh. Cấy cẩn thận, thẳng đứng, tránh gãy dập, được cấy trong bịch polyetylen (PE)  10 x 17 cm chứa 30 ml môi trường nhân nhanh. Tất cả các thao tác trên đều trong điều kiện vô trùng. 
Mẫu được để ở điều kiện nhiệt độ 22​ 0C - 26 0C trong phòng nuôi cấy sạch, cường độ chiếu sáng 2200 - 2500 lux, đảm bảo quang chu kỳ 16 giờ để cây sinh trưởng khỏe mạnh. Sau 80 – 90 ngày, các mẫu tiếp tục hình thành cụm chồi với hệ số nhân từ 8-10 lần. Sau quá trình nhân nhanh tiếp tục quá trình tạo chồi hoàn chỉnh.

5. Giai đoạn vươn thân

Với giống hoa vũ nữ nói chung, quá trình vươn thân rất quan trọng để tạo cây hoàn chỉnh, khỏe mạnh trước khi đưa vào môi trường ra rễ. Sau 80 - 90 ngày cấy vào môi trường nhân nhanh, các cụm chồi tiếp tục hình thành. Tách các chồi từ các cụm chồi, lựa chọn các chồi khỏe mạnh, trưởng thành cụm (chồi hoàn chỉnh) và chuyển các chồi này vào môi trường vươn thân để cây cứng cáp, khỏe mạnh trước khi cấy vào môi trường ra rễ. Mẫu được cấy trong polyetylen (PE) chứa 30ml môi trường. Tất cả các thao tác trên đều trong điều kiện vô trùng. 
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Mẫu được để ở điều kiện nhiệt độ 22​0 C-260C, trong phòng nuôi sạch, cường độ chiếu sáng 2200-2500 lux, quang chu kỳ 16 giờ. 
6. Giai đoạn ra rễ
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Sau 40 - 45 ngày cấy vào môi trường vươn thân, tiến hành cho cây ra rễ. Các chồi cấy vào môi trường ra rễ phải khỏe mạnh, đủ tiêu chuẩn về độ tuổi, đồng đều vì sau giai đoạn này là giai đoạn ngoài nhà mạ rất quan trọng đối với lan hoàng thảo. Nếu cây không đủ già, rễ yếu, cây sẽ chết ngay khi ra ngoài nhà mạ. Các chồi khỏe mạnh được cấy trong bịch polyetylen (PE)  10 x 17 cm chứa 30 ml môi trường. Cắm cây thẳng đứng, tránh gãy dập. Mẫu được để ở điều kiện nhiệt độ 22​0 C-260C, cường độ chiếu sáng 2200-2500 lux, quang chu kỳ 16 giờ. 

Sau 45 – 50 ngày cấy cây vào môi trường ra rễ, cây bắt đầu hình thành rễ, đem cây tập nắng trong vòng 5 ngày trước khi cho ra ngoài nhà mạ.
7. Tiêu chuẩn cây giống in vitro

Cây trẻ, khỏe, sạch bệnh, đồng đều về kích thước và chất lượng. Cây đạt chiều cao từ 1,5 – 2,0 cm, lá xanh tươi, từ 3 - 4 lá thật, không gãy dập, bộ rễ trắng, khỏe mạnh.
8. Giai đoạn ra vườn ươm

* Chuẩn bị giá thể trồng cây
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Giá thể cho lan vũ nữ phát triển trong vườn ươm là đất sạch Dasa (xơ dừa đã qua xử lý và bổ sung dinh dưỡng); Giá thể được cho vào khay nhựa 40 x 60 cm, độ dày giá thể từ 20 – 25 cm;
* Chuẩn bị cây con

Sau 45 – 50 ngày cấy cây vào môi trường ra rễ, cây hình thành từ 3 – 4 rễ, 3 - 4 lá và chiều cao đạt 1,5 – 2,0 cm, đem cây tập nắng trong vòng 5 ngày. Cây giống được lấy ra khỏi bịch nuôi cấy nhẹ nhàng, rửa sạch môi trường còn bám quanh rễ, tránh làm tổn thương cây và rễ. Để cây ráo 5-7 phút và tiến hành trồng cây vào khay đã chuẩn bị sẵn giá thể. 
* Cách trồng cây con

Cây con sau khi để ráo được trồng vào khay đã có giá thể đủ ẩm, trồng với mật độ từ 200 – 220 cây/khay. Chú ý khi trồng tránh đất lấp ngọn, trồng thật cẩn thận, nhẹ nhàng tránh làm gãy hoặc tổn thương lá và rễ cây.
Cây từ phòng thí nghiệm rất non yếu nên cần tưới phun sương và che chắn cho cây thường xuyên sau khi trồng vào giá thể. 

* Cách chăm cây con 

Sau khi trồng cây vào giá thể tưới phun sương để cây ổn định trong giá thể. Cần để cây trong điều kiện nhiệt độ thích hợp 22 – 25 0C, độ ẩm 80 – 90 %, ánh sáng 30% trong 3 ngày đầu, sau đó tăng dần cường độ chiếu sáng đến 7 ngày đặt cây trong vườn ươm cường độ chiếu sáng 40 - 50 %. Đảm bảo độ ẩm đều liên tục là yếu tố quan trọng nhất trong giai đoạn này, do đó cần chú ý tưới cho cây đúng cách, vừa phải tùy vào điều kiện ngoại cảnh mà điều chỉnh mức tưới cho phù hợp.

Sau 30 ngày trồng, khi cây rễ cây bắt đầu phát triển, phun phân tím với nồng độ 0,5g/lít, kết hợp với Growroot với 1/2 liều lượng khuyến cáo. Phun tuần 2 lần, phun ướt đẫm lá  (phun vào chiều tối và tưới rửa vào sáng hôm sau). Phun phòng bệnh lỡ cổ rễ do Rhizoctonia solani) gây ra bằng cách phun dung dịch iprodione (Rovral) vào gốc cây theo định kỳ 7-10 ngày. 

Sau khoảng 60 ngày, cây đạt 4 – 5 lá thật, chiều cao cây 5-7 cm, cây sẽ được đưa ra trồng thương phẩm.
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Quy trình nhân cây giống lan vũ nữ in vitro












                                                   


     




    






II. PHÒNG TRỪ SÂU BỆNH HẠI CHÍNH
1. Phòng trừ bệnh hại

* Bệnh lở cổ rễ 

Nguyên nhân do nấm Rhizoctonia solani gây ra. Bệnh thường phát sinh khi môi trường, giá thể ẩm ướt, khó thoát nước. Vết bệnh thường màu nâu sẫm, cứng, có kích thước và hình dạng khác nhau. Rễ và thân giáp mặt đất có nhiều u sần sùi, vết bệnh có màu nâu bao quanh, sau đó bị thối và cây héo rũ.

Phòng trừ: Vệ sinh vườn sạch sẽ tạo độ thông thoáng; chăm sóc cây khỏe hạn chế nấm bệnh. Có thể tham khảo sử dụng một trong các loại thuốc hóa học có hoạt chất như Iprodione; Copper Hydroxide, Mancozeb + Metalaxyl phun luân phiên theo liều lượng khuyến cáo để phòng trừ.
* Bệnh đốm đen lõm

           Nguyên nhân: do nấm Phyllosticta capitalensis gây ra. Bệnh thường xuất hiện ở những vườn lan vũ nữ, gây hại ở cuối mùa mưa đầu mùa nắng. Vết bệnh là những chấm đen nhỏ, hơi tròn. Bệnh gây hại nặng trên những vườn lan kém vệ sinh.

         Phòng trừ: Vệ sinh vườn sạch sẽ tạo độ thông thoáng; chăm sóc cây khỏe hạn chế nấm bệnh. Phun khử trùng theo định kỳ 1-1,5 tháng/1 lần bằng dung dịch nước vôi. Có thể tham khảo sử dụng thuốc hóa học có hoạt chất Mancozeb, Fosetyl-aluminium, Thiophanate-Methyl, Chlorothalonil… phun luân phiên theo liều lượng khuyến cáo để phòng trừ.
2. Phòng trừ sâu hại



* Nhện đỏ (Tetranychus bimuculatus harivey): hay còn gọi là mò đỏ, thường xuất hiện vào mùa khô, nắng nóng. Chúng di chuyển rất nhanh, ẩn nấp ở mặt dưới lá, cây sinh trưởng kém. Nhện đỏ đồng thời còn tác nhân truyền virus, các vết chính ban đầu có màu trắng sau đó chuyển sang màu nâu đen. 

Phòng trừ: Vào mùa nắng không để vườn lan quá khô; khi mật độ nhện có xu hướng gia tăng và gây hại có thể tham khảo sử dụng các loại thuốc hóa học có hoạt chất như Hexythiazox; Propargite; … phun luân phiên theo liều lượng khuyến cáo để phòng trừ; mùa nắng nóng nên phun dày hơn ướt đẫm cả hai mặt lá để diệt trừ nhện.



* Bọ trĩ: thích sinh sống ở phần lá, ngọn non chúng chích hút làm cây còi cọc, cây sinh trưởng kém.



Phòng trừ: Vệ sinh vườn sạch sẽ tạo độ thông thoáng; chăm sóc cây khỏe hạn chế bọ trĩ. Khi mật độ bọ trĩ có xu hướng gia tăng và gây hại có thể tham khảo sử dụng các loại thuốc hóa học có hoạt chất như Diniconazole; Abamectin; fipronil; ….phun theo liều lượng khuyến cáo để phòng trừ.
* Rệp vảy

           Rệp thường bám trên những giả hành còn non hoặc trên những lá lan. Rệp vảy xuất hiện nhiều ở những vườn lan vệ sinh kém, ẩm độ cao.

Phòng trừ: Vệ sinh vườn sạch sẽ tạo độ thông thoáng; chăm sóc cây khỏe. Khi áp lực rệp vảy gia tăng có thể tham khảo sử dụng một trong những loại thuốc như Alpha-cypermethrin hoặc Dimethoate để phòng trừ. 


* Ốc sên, nhớt: thường hoạt động vào ban đêm, cắn phá chồi non, phát hoa và hoa. 



Phòng trừ: Không kê khay sát mặt đất, rải vôi bột quanh nhà lưới, mặt đất… Dùng thuốc dạng hạt có hoạt chất Ethoprophos; trộn với cám, bột gạo rang rải quanh vườn và quanh chậu để trừ ốc sên, nhớt.


Lưu ý
-  Phun thuốc sâu và bệnh khi lá khô ráo, phun đúng định kỳ, đúng liều lượng và đúng thuốc. Mỗi lần cần phun ướt đều thân lá. Khi phát hiện nấm bệnh cần nhặt sạch lá sâu bệnh trước khi phun trừ nấm bệnh.

-  Không nên trộn quá nhiều loại thuốc nấm và bệnh trong một lần phun. Nều cần phối trộn, phải hiểu rõ các loại thuốc không được trộn chung để tránh lãng phí thuốc và giảm hiệu lực của thuốc. Khi phun thuốc phòng trừ sâu, ruồi, rệp, bọ trĩ… nên trộn thêm chất bám dính sẽ cho hiệu quả cao hơn.

+  Không nên pha trộn hai loại thuốc có cùng cơ chế tác động: (nội hấp-nội hấp, tiếp xúc-tiếp xúc, lưu dẫn-lưu dẫn…) như Mancozeb (tiếp xúc) với Daconil (tiếp xúc)…

+  Không nên pha các loại thuốc có tính kiềm với các loại thuốc có tính xít: như Aliette (C6H18AlO9P3) với Daconil (C8Cl4N2)…
+ Không nên pha các loại thuốc có cùng hợp chất gốc: như Mancozeb với Dithane.

+ Không pha các loại thuốc trừ sâu, bệnh với phân bón lá để phun.
+ Khi pha trộn hai loại thuốc A với B: không nên cho A và B vào cùng một lúc mà nên pha A vào bình cho ½ bình nước vào, sau đó khuấy đều rồi cho B vào và cho nước vào đầy bình.
+ Nếu chưa biết rõ thuốc thì  nên  lấy một ít thuốc nguyên chất pha với lượng tương đương thuốc loại kia trong một cốc sành, sứ, thủy tinh, nhựa. Dùng que khuấy nhẹ cho hòa tan để trong 2 – 5 phút. Quan sát nếu thấy có hiện tượng kết tủa bên dưới, đóng vàng trên bề mặt, bốc khói tỏa nhiệt, sủi bọt hoặc biến đổi màu bất thường thì không nên pha trộn chung các loại thuốc đó để xịt.

- Phun thuốc các loại thuốc sâu và bệnh luân phiên nhau và đúng liều lượng để tránh hiện tượng kháng thuốc 

-  Giữ nhà lưới luôn thoáng, mát, cần được bao quanh bằng lưới chống sự xâm nhập của các loại côn trùng, ruồi, rệp…. 

- Vệ sinh đồng ruộng sạch sẽ sau mỗi vụ, phát cỏ quanh nhà lưới sạch sẽ để hạn chế nấm bệnh và sâu, ruồi, rệp hại…




   SỞ NÔNG NGHIỆP &PTNT TỈNH LÂM ĐỒNG
Chọn mẫu








Khử trùng mẫu bằng Calcium hypochlorite 9 - 10 %


trong 15 - 20 phút





Tách mẫu và cấy vào môi trường nhâp mẫu


 MS + 0,5 ml/l BA + 0,5 ml/l NAA 











Tách mẫu và cấy vào môi trường nhân nhanh


MS + 1,0 ml/l BA + 1,0 ml/l NAA 








Tách chồi và cấy vào môi trường vươn thân


MS + 0,5 ml/l BA + 0,5 ml/l NAA








Tách cây và cho vào môi trường ra rễ


MS + 1,0 ml/l BA + 2,0 ml/l NAA











Tập nắng và trồng vào giá thể ngoài vườn ươm
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