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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Việt Nam là nước có nguồn tài nguyên dược liệu phong phú cùng với vốn kinh nghiệm sử dụng cây cỏ làm thuốc của cộng đồng các dân tộc Việt Nam đã tạo thuận lợi cho việc nghiên cứu, chiết xuất các loại hoạt chất, tạo ra nhiều loại thuốc mới. Việc sử dụng thế mạnh dược liệu đẩy mạnh công nghiệp dược trở thành ngành kinh tế kỹ thuật mũi nhọn, làm cho nhân dân ta có đủ thuốc tốt, khỏe mạnh và giàu có, đất nước ta kinh tế - xã hội phát triển, tạo nên hình ảnh Việt Nam - một cường quốc về dược liệu đó là ý nguyện của Dân tộc. 

Muốn được vậy thì Việt Nam phải có áp dụng những thành tựu khoa học tiên tiến trong lĩnh vực dược liệu để tạo tiền đề phát triển công nghiệp dược. Công nghệ nuôi cấy mô - tế bào thực vật là một trong những công nghệ quan trọng của Công nghệ Sinh học, nó là nền tảng để nghiên cứu và áp dụng các công nghệ khác trong lĩnh vực công nghệ sinh học thực vật. Công nghệ nuôi cấy mô  tế bào thực vật đã được du nhập vào nước ta từ những năm 1960 tại miền Nam và vào đầu những năm 1970 tại miền Bắc. Tuy nhiên chỉ từ cuối những năm 1980 trở lại đây công nghệ mô - tế bào mới phát triển mạnh mẽ và nhanh chóng, nhiều phòng thí nghiệm, nghiên cứu đã được xây dựng và triển khai ở hầu khắp các tỉnh thành trong cả nước. Lĩnh vực áp dụng rộng rãi công nghệ nuôi cấy mô - tế bào thực vật là lĩnh vực nhân giống, bảo quản nguồn gen cây trồng. Ứng dụng công nghệ nuôi cấy mô vào lĩnh vực dược liệu là một hướng đi cho việc phát triển nguồn dược liệu Việt Nam.Tài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu
II. NỘI DUNG

1. Tổng quan về phương pháp nuôi cấy môTài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu
1.1. Cơ sở khoa học của phương pháp nuôi cấy mô thực vật

Vì tế bào có tính toàn năng: trong bất cứ tế bào hoặc mô nào của các cơ quan như rễ, thân, lá đều chứa hệ gen quy định kiểu gen của loài đó và chúng có khả năng tạo thành cơ thể mới bằng con đường sinh sản vô tính. 
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1.2. Quy trình nuôi cấy mô: chọn mô nuôi cấy(lá, thân hoặc mô khác) từ cây khỏe khử trùng bề mặt (đặt mô trong môi trường dinh dưỡng có các chất kích thích (mô sẹo (chuyển mô sẹo vào môi trường nuôi cấy mô (mô hình thành rễ và chồi tạo cây con (chuyển cây con ra nhà kính (chuyển cây ra trồng đại trà
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1.2.1. Chọn mẫu và khử trùng mẫu cấy: Chọn mô nuôi cấy (lá, thân, mô khác) từ cây khỏe mạnh. Sử dụng bộ phận mang đỉnh sinh trưởng của cây cần nuôi cấy ; Khử trùng bằng cách ngâm trong cồn, rửa sạch bằng nước cất và ngâm trong dung dịch Ca(OCl)2 2%, việc khử trùng tiến hành trong tử cấy ; Cắt đỉnh sinh trưởng ra khỏi mô và cấy vào môi trường nhân giống ban đầu.
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1.2.2. Nhân giống:
Môi trường nhân giống thường là môi trường MS (Murashige Skoog, 1962) có bổ sung các chất điều hoà tăng trưởng (auxin, cytokinin,…) với tỷ lệ phù hợp tùy loài nhằm tạo điều kiện cho quá trình nhân chồiTài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu
Sau 4 tuần, đỉnh sinh trưởng chuyển sang màu xanh lục và tạo ra các khối tròn gọi là thể chồi. Thể chồi được lấy ra khỏi môi trường cấy ban đầu, dùng dao nhọn cắt làm 4-6 miếng tuỳ kích thước của chồi. Lát cắt được chuyển vào môi trường duy trì (môi trường phát triển chồi). Mỗi đỉnh sinh trưởng sẽ phát triển ra một thể chồi mới sau khoảng 4 tuần, có thể cắt tiếp và cấy chuyền sang môi trường mới.
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1.2.3. Tái sinh cây hoàn chỉnh in-vitro:

Khi đạt đến số cây giống cần thiết, ta chuyển thể chồi sang môi trường tạo rễ (môi trường có lượng auxin tăng lên để kích thích ra rễ). Sau 4 -5 tháng, các thể chồi sẽ phát triển thành cây con.
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1.2.4. Chuyển cây ra vườn ươm:

Cây con chuyển sang cấy vào bầu đất thích hợp vô trùng có bổ sung các chất dinh dưỡng. Sau một thời gian cây phát triển ổn định ta đem chuyển vào chậu. Sau khi chuyển chậu khoảng một tuần mới được bón phân, lúc này cây đã có đủ sức chống chọi với bệnh tật.
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1.3. Mục đích của phương pháp nuôi cấy mô

Tạo quần thể lớn, đồng nhất trong thời gian ngắn với diện tích nhỏ, kiểm soát được. Tạo được nhiều cây con từ mô và các cơ quan của cây. Làm sạch nguồn vi rút cho câyTài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu
1.4. Ý nghĩa phương pháp nuôi cấy mô

+ Vừa đảm bảo được các tính trạng di truyền mong muốn và đưa lại hiệu qua kinh tế caonhư nhân nhanh với số lượng lớn cây giống nông lâm nghiệp quý…


+Tạo giống cây sạch bệnh


+Phục chế giống cây quý 
2. Đánh giá về những thành tựu và triển vọng của nuôi cấy mô cây thuốc ở Việt NamTài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu

Hiện nay, trên thế giới, công nghệ sinh học đã và đang phát triển mạnh mẽ và có rất nhiều ứng dụng vào thực tiễn cuộc sống mang lại hiệu quả cao. Trong đó, công nghệ nuôi cấy mô tế bào thực vật đã và đang trở thành một công cụ không thể thiếu trong công tác nhân giống, chuyển gen cây trồng, sản xuất nguyên liệu cho quá trình sản xuất các hợp chất thứ cấp, các nghiên cứu về sinh lý thực vật… 
Ở Việt Nam, hiện nay đã có nhiều phòng thí nghiệm nuôi cấy mô thực vật khá hiện đại và đã thu được hiệu quả cao về lợi nhuận cũng như phục vụ công tác nghiên cứu tế bào thực vật. Một số phòng thí nghiệm đã được Nhà nước đầu tư kinh phí từ nguồn sự nghiệp khoa học Trung ương và địa phương để xây dựng hệ thống phòng thí nghiệm nuôi cấy mô tế bào thực vật, mua sắm trang thiết bị, vật tư, dụng cụ, hoá chất ban đầu cũng như đào tạo nguồn nhân lực phục vụ công tác nuôi cấy mô. Các phòng thí nghiệm này sẽ hình  thành một mạng lưới nhân giống bằng nuôi cấy mô ở hầu hết các tỉnh, thành phố nhằm tăng cường công tác giống cây trồng phục vụ sản xuất nông nghiệp. 

*Thành tựu nuôi cấy mô: Nuôi cấy mô Sâm Ngọc linh, tạo giống thuốc lá sạch virut, Tạo giống Phong lan
3. Một số công trình nghiên cứu nuôi cấy mô cây thuốc ở Việt Nam:

3.1. Nhân giống cây Neem bằng nuôi cấy mô thực vật
Trung tâm Thông tin và Ứng dụng tiến bộ khoa học công nghệ thuộc Sở Khoa học và Công nghệ Bình Thuận đã thực hiện đề tài “Ứng dụng công nghệ sinh học nhân nhanh giống cây neem bằng phương pháp nuôi cấy mô thực vật”, giúp bà con nông dân đảm bảo nguồn giống tốt.Tài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu
Qua hai năm thực hiện, trung tâm đã nhân được hơn 5.000 cây Neem (cây xoan chịu hạn) trong nhà lưới, trong đó có hơn 3.000 cây Neem giống đủ điều kiện trồng rừng; tiến hành trồng thử nghiệm một ha cây Neem nuôi cấy mô (khoảng 1.000 cây) tại Lâm trường Tuy Phong.

 Cây Neem nuôi cấy mô thích nghi tốt với điều kiện khí hậu khô hạn ở Tuy Phong; đạt tỉ lệ sống gần 100%, chiều cao đạt trung bình 90cm, đường kính gốc đạt trung bình 0,6cm... 

Trước đây việc nhân giống cây ở Bình Thuận chủ yếu áp dụng phương pháp thủ công, đều có những nhược điểm, chất lượng các loại cây không đồng đều, dẫn đến năng suất giảm. 

Việc áp dụng nuôi cấy mô thực vật sẽ cơ bản giải quyết được những hạn chế trước kia, đặc biệt là tăng khả năng cung cấp cây giống.
Neem là loại cây trồng chịu hạn, chi phí đầu tư rất thấp, ít tốn công chăm sóc nhưng hiệu quả kinh tế mang lại rất lớn từ việc thu quả; lá Neem bán cho các đầu mối thu mua để chế biến ra các loại dược phẩm, mỹ phẩm… 
Quan trọng hơn, cây Neem có tác dụng rất lớn trong việc trồng rừng chắn cát, chống xói mòn, giữ được mạch nước ngầm... góp phần phủ xanh các vùng đất bị sa mạc hóa.
3.2. Nuôi cấy mô Sâm Ngọc Linh:Tài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu

Sâm Ngọc Linh tự nhiên phân bố chủ yếu chung quanh vùng núi Ngọc Linh (thuộc huyện Trà My, Quảng Nam và Đăk Tô, Kon Tum) ở độ cao 1.500m trở lên. Loại cây này sinh trưởng chậm, phải từ 6 năm trở lên mới có thể sử dụng. Hiện nó đã được đưa vào sách đỏ Việt Nam. Sâm Ngọc Linh được các nhà khoa học Nhật Bản và Hàn Quốc xếp cùng hạng với 5 loại sâm quý nhất thế giới.


Chỉ với một vài tế bào tách chiết từ rễ của sâm Ngọc Linh, bằng kỹ thuật sinh khối tế bào, các nhà khoa học của Học viện Quân y có thể sản xuất sâm Ngọc Linh với số lượng lớn trong vòng 15 ngày. 


Với phương pháp sinh khối tế bào, các nhà khoa học có thể chủ động được nguồn nguyên liệu dồi dào, trong thời gian ngắn, phục vụ công tác nghiên cứu và sản xuất ra các sản phẩm thực phẩm chức năng, thuốc, v.v..., phục vụ chăm sóc sức khỏe cộng đồng.

3.3. Nhân giống cây lô hội bằng nuôi cấy mô tế bàoTài liTài liệu để tham khảo, không cắt dán nuyên văn câuệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu
Đây là một loài cây có tác dụng chữa vết thương, tiêu nhanh mụn nhọt, làm thuốc tiêu độc, nhuận tràng; đồng thời lại là loại thực phẩm bổ dưỡng, dưỡng da, tẩy mụn nhọt. Vì thế, việc nhân nhanh giống cây sạch bệnh và đồng đều bằng phương pháp nuôi cây mô tế bào, đáp ứng được nhu cầu sản xuất hàng hóa. Nhiều trung tâm nghiên cứu đã tiền hành nhân giồng cây lô hội bằng phương pháp nuôi cấy mô tế bào, vd như trung tâm ứng dụng và chuyển giao công nghệ tỉnh Vĩnh Phúc, đã thu được một số kết quả khả quan. Tạo ra được một số lượng lớn cây con khỏe mạnh, đáp ứng được nhu cầu sản xuất hang hóa, đồng thời giúp cho ngành dược nước ta vừa lưu giữ và nhân nhanh nguồn gen quý. 

Trung tâm ứng dụng và chuyển giao tiến bộ và công nghệ tỉnh Vĩnh Phúc vừa ứng dụng thành công công nghệ nuôi cấy mô tế bào để nhân rộng cây lô hội - một dược liệu quý ở địa phương.


Qua 16 công thức thí nghiệm, Trung tâm đã tìm ra được một công thức nhân giống đạt hiệu quả cao nhất: Ngay trong ống nghiệm các chồi đã có chiều cao 3 cm, tỷ lệ ra rễ phát triển 100%, số rễ trung bình khoảng 5,1-5,3 rễ/chồi.


Sau khi đem trồng ở môi trường tự nhiên, tỷ lệ cây sống đạt trên 81%, chiều cao cây giống sau ống nghiệm đạt 10,5 cm, trọng lượng đạt 16 g, cây sinh trưởng và phát triển khoẻ mạnh, thích hợp với mọi môi trường sống.

Với phương pháp cũ như tách chồi thụ động hoặc giâm cành, mỗi năm một cây chỉ cho từ 10-15 chồi, chu kỳ cây con dài, sau 3 tháng tách khỏi mẹ mới trở thành cây sinh trưởng độc lập.


Mỗi cây lô hội giống sản xuất bằng phương nuôi cây mô tế bào có giá trên 800 đồng, không cao hơn nhiều so với giống sản xuất bằng phương pháp truyền thống. Lô hội là một loài cây có tác dụng chữa vết thương, tiêu nhanh mụn nhọt, làm thuốc tiêu độc, nhuận tràng; đồng thời lại là loại thực phẩm bổ dưỡng, dưỡng da, tẩy mụn nhọt. Vì thế, việc nhân nhanh giống cây sạch bệnh và đồng đều bằng phương pháp nuôi cây mô tế bào, đáp ứng được nhu cầu sản xuất hàng hóa ở địa phương.


Việc ứng dụng thành công công nghề nuôi cây mô tế bào cây lô hội còn giúp cho ngành dược nước ta vừa lưu giữ và nhân nhanh nguồn gene quý. Hiện nay, Trung tâm ứng dụng và chuyển giao tiến bộ và công nghệ tỉnh Vĩnh Phúc đang mở rộng quy mô nhân giống, giảm giá thành, cung cấp cho nhu cầu sản xuất trong và ngoài tỉnh.

3.4. Nuôi cấy mô Phong LanTài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu
- Trung tâm ứng dụng và chuyển giao công nghệ Sở KHCN Phú yên đang nuôi cấyphong lan :  6 dòng Phong lan  Van da, 5 dòng Catleya, 4 dòng Mokara, 17 dòng Dendro, 23 đong Hồ điệp, 2 dòng vũ nữ

- Trung tâm ứng dụng tiến bộ KHCN Bình Định thực hiện đề tài: “Nghiên cứu qui trình sản xuất hoa phong lan Công nghệ cao để xây dựng mô hình sản xuất theo qui mô hộ gia đình.”  Sau hơn 1 năm đã nhân giông bằng phương pháp nuôi cấy mô và trồng thử nghiệm thành công hơn 20 dòng hoa thuộc loài Dendro bium ( Hoàng Lan), Phalaenopsis( Hồ điệp).
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Việc điều tra cây kim tuyến được tiến hành qua 2 đợt tại Khuổi Mà Phia đến xã Thành công và Khau Vài xã Thành công cho thấy có 3 loại kim tuyến: kim tuyến nhung, kim tuyến đỏ và kim tuyến xanh.

a. Đặc điểm và tình hình sinh trưởng phát triển trong môi trường tự nhiên:
- Cây kim tuyến mọc sát đất, có rễ ở đốt ngầm bám vào đất, thân có nhiều đốt màu đỏ tím hoặc tím hồng, lá hơi tròn hình bầu dục. Cây thường mọc ở nơi ẩm có thảm mụ dày 15-20cm, dưới 3 tầng lá cây rừng, cây thân gỗ cao 15-20cm, cây vầu và dưới cây sa nhân. Cây ưa ẩm, chỉ mọc ở nơi có khe suối lên đến lưng trừng đồi…

- Khi số lá xanh trên cây đạt trên 10 lá (mỗi lá tương ứng với 1 đốt) thì cây ra hoa vào tháng 10 dương lịch, nở rộ vào tháng 11 và tàn vào tháng 12. Hoa chùm ra ở chồi ngọn, sau khi hoa tàn sẽ bật chồi nách vào tháng 2 năm sau. Mỗi cây chỉ có 1 chồi mầm sinh trưởng ra lá rồi lại ra hoa, hoa kết hạt chín rơi xuống đất gặp điều kiện thuận lợi nảy mầm lớn lên thành cây trưởng thành và phát triển.

b. Kết quả nuôi cấy mô cây kim tuyến trong phòng thí nghiệm:
Qua nghiên cứu đã nhân giống thành công giống cây Kim tuyến bằng phương pháp nuôi cấy mô, đã nhân được 400 bình chồi và đưa ra vườn ươm trồng 5.000 cây kim tuyến. Kết quả theo dõi cho thấy, cây Kim tuyến là loài cây hoang dại mọc tự nhiên ở trong rừng, thường mọc ở những nơi có tầng mùn của lá rừng dày 20-30cm, có độ ẩm cao 75%, dưới nhiều tầng tán lá rừng và ở độ cao hơn 1.000 so với mặt nước biển. Dù đã nhân giống thành công giống cây Kim tuyến bằng phương pháp nuôi cấy mô, nhưng khi trồng ra vườn ươm cây sinh trưởng phát triển rất kém, năng suất thấp.
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Dự án “ Ứng dụng công nghệ nuôi cấy mô thực vật để phát triển một số loại cây nông nghiệp tỉnh Bình Thuận” thuộc Chương trình “Xây dựng mô hình  ứng dụng và chuyển giao khoa học và công nghệ phục vụ phát triển kinh tế xã hội nông thôn và miền núi” của Bộ Khoa Học Công Nghệ do Trung tâm Thông tin và Ứng dụng Tiến bộ Khoa học Công nghệ Bình Thuận chủ trì cũng không nằm ngoài nhiệm vụ trên. Trong khuôn khổ của Dự án,  Trung Tâm đã đầu tư trang thiết bị, hoá chất… phòng nuôi cấy mô tương đối hoàn chỉnh. Trung tâm cũng đã kí kết hợp đồng chuyển giao công nghệ nuôi cấy mô với Trường Đại học Nông Lâm thành phố Hồ Chí Minh. Qua thời gian được đào tạo và tiếp nhận công nghệ, những cán bộ được cử đi học của Trung tâm cơ bản đã nắm được các nguyên tắc chính về nuôi cấy mô nói chung và quy trình nuôi cấy mô cây Phong Lan, Thanh long, Nho và Xoan chịu hạn nói riêng. Từ tháng 4/2008 đến nay, đã thu được một số kết quả sau: 

* Phong lan:  Đã thành công trong việc tạo PLB từ lá và nhân chồi các loại Lan Hồ Điệp và Dendrobium. Hiện đã có khoảng 500 cây Dendrobium, 100 PLB và 20 chồi lan Hồ điệp. 

* Thanh long: Vô mẫu thành công và đã nhân được trên 10.000 chồi thanh long ruột trắng và ruột đỏ. 

* Nho: Đang tiến hành vô mẫu. 

* Xoan chịu hạn: Vô mẫu thành công từ chồi bên và đã nhân được khoảng 3000 chồi. Số chồi trên đã được chuyển sang môi trường ra rễ và phát triển rất khoẻ mạnh. 


 Từ những kết quả đáng khích lệ trên, dự kiến trong thời gian tới, Trung tâm sẽ tiếp tục tạo PLB và nhân chồi lan Mokara; thử nghiệm hệ thống nuôi cấy bán ngập chìm, đồng thời hoàn thiện quy trình nhân chồi Dendrobium và Hồ Điệp. Đồng thời, Trung tâm tiếp tục nghiên cứu nuôi cấy mô các loại cây khác như hoa hồng, cúc, ca cao, chuối… phục vụ nhu cầu cây giống của bà con nông dân trong vùng. Song song đó, Trung tâm sẽ xây dựng các mô hình điểm và tập huấn cho bà con nông dân kỹ thuật trồng cây nuôi cấy mô để mang lại hiệu quả cao nhất.
III. KẾT LUẬN


Như vậy bằng phương pháp nuôi cấy mô, các loại dược liệu có thể được nhân giống số lượng lớn từ một số ít các cây bố mẹ, bảo tồn được nguồn gen quý, đặc biệt có giá trị trong việc bảo tồn các loại dược liệu quý đã có trong sách đỏ Việt Nam trong điều kiện nhu cầu sử dụng ngày càng gia tăng và khai thác không có kiểm soát hiện nay.Tài liệu để tham khảo, không cắt dán nguyên văn câu

