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Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitz is a native species of Northern Vietnam.
Recently, this species has been extremely exploited in nature due to deforestation
and over-collection, so it is essential to develop in vitro propagation methods for
conservation. This paper represent that we have successfully studied a number of
factors affecting the efficiency of propagation of Paphiopedilum concolor by in
virto seed germination, including suitable mineral medium for seed germination,
suitable media added plant growth regulators for differentiation and shoot
formation, a suitable medium for shoot regeneration and seedding growth. Seeds
were cultured on %2 MS or % VW medium gave high germination rates (82.5% and
80%, respectively), germination time was 37.5 to 40 days. The suitable medium for
the differentiation and development of germinated seeds was P5 medium (VW +
BAP 1.0 mg/L, NAA 0.5 mg/L, banana homogenate 30 g/L, potato homogenate 40
g/L) with the highest percentage of shoot formation (50.1%). The suitable medium
for shoot regeneration and seedling growth was VW medium supplemented with
BAP 2.0 mg/L, NAA 0.5 mg/L, number of shoots/sample reached 2.0, number of
leaves/shoot reached 3.5, leaf length reaches 1.35 cm, seeddings with large, dark
green and thick leaves. These results are basis for further studies on in vitro
propagation of P. concolor in Vietnam.
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Lan hai Bém (Paphiopedilum concolor Lindl. Pfitz) Ia loai Lan hai ban dia
ctia mién Bac Viét Nam. Hién nay, loai nay da bi khai thac can kiét ngoai tu
nhién nén viéc phat trién phuong phéap nhan giéng in vitro dé bao ton Ia rat
can thiét. Bai bao nay trinh bay két qua nghién cau vé mot s yéu té anh
hudng dén hiéu qua nhan gidng in vitro Lan hai Dém bao gém méi truong
khoang phu hop cho hat nay mam, méi truong cho phét trién cay con tir hat,
mbi trudng phl hop cho tai sinh chdi va sinh truéng cay con in vitro. Két qua
cho thiy hat Lan hai Dém & d6 tudi 190 ngay (sau thu phan) nudi cy trén moi
truong ¥%2MS hoac ¥2VW cho ty 1é hat nay mam cao la 82,5% va 80%, thoi
gian nay mam 1a 37,5 dén 40 ngay. Mbi truong phii hop cho biét héa va phat
trién cua hat nay mam la méi truong P5 (VW + BAP 1,0 mg/L, NAA 0,5
mg/L, chui 30 g/L, khoai ty 40 g/L) c6 ty I¢ tao chdi dat cao nhat (50,1%).
MBoi truong phd hop cho tai sinh choi va sinh truong cia cdy con 1a moi
truong VW b sung BAP 2,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L, s6 choi/mau dat 2,0, s6
l4/chdi dat 3,5, chiéu dai 1a dat 1,35 cm, chdi to, 14 xanh dam va day.

DOI: https://doi.org/10.34238/tnu-jst.5821

* Corresponding author. Email: lanvt@tnus.edu.vn

http://jst.tnu.edu.vn

82 Email: jst@tnu.edu.vn


http://jst.tnu.edu.vn/
mailto:jst@tnu.edu.vn
https://doi.org/10.34238/tnu-jst.5821

TNU Journal of Science and Technology 227(10): 82-90

1. Giéi thi¢u

Nhiéu loai Lan hai thudc chi Paphiopedilum rat qui hiém, duoc cong nhan va bao vé bai to
chirc CITES. Hién nay, céc loai lan nay ¢ Viét Nam dang bi de doa c6 nguy co tuyét chung do
nan chat pha ring va sy khai thac qua mac, nén can thiét phai dugc uu tién bao vé [1]. Chi
Paphiopedilum c6 dac diém Ia cay ¢6 toc do sinh truong phat trién rat cham, ty 1¢ hat nay mam
rat thap. Hién nay, huéng nghién ctru nhan glong cac loai Lan hai ¢ Viét Nam dang rat duoc
guan tam nham muc dich bao tén nguon gen va tién toi thuong mai hoa. ba co nhiéu nghién ctu
vé chi Paphiopedilum, chu yeu 1a phuong thie nhan giong thong qua nay mam hat khoéng cong
sinh [2]-[4], tai sinh Chol truc tlep tur 1a [5], viéc nhan giong Lan hai phy thuge rat I6n vao loai, da
sb cac bao céo cho rang nuoi cay loai Lan hai lai thuong dé dang hon céc loai ban dia. Qua trinh
nay mam va phat trién caa hat cd thé bi anh huang rat 16n boi cac yéu té nhu tudi cua hat, viéc xir
Iy hat trude khi nudi cdy, méi truong ciing nhu didu kién, phuong phap nudi cy [4]. Pa c6 mot
s6 cong trinh nghién ciru trén cac loai Lan hai ¢ Viét Nam nhu dénh gia su da dang di truyén cua
cac loai Lan hai [6], [7], nghién ciru phuong phap nhan gidng & mot s6 loai nhu hai Hang [8], hai
bo [9], hai Hong [10], [11], hai Vén, hai Tam dao [12]. Tuy nhién, su thanh cong cua viéc nhan
glong tay thudc vao timng loai va méi chi thanh cong trén mot s6 loai Lan hai nhat dinh. Lan hai
Dém Paphiopedilum concolor Lindl. Pfitz I loai Lan hai ban dia cua Viét Nam. Loai nay c6 hoa
to, mau vang nhat véi nhiéu chdm nhé mau tim, phan b khé rong ¢ cac day ndi da voi co do cao
trung binh coa cac tinh mién nli phia Bic Viét Nam nhu Bic Kan, Thai Nguyén, Vinh
Phuc,...[1]. Hién nay, loai nay cling da bi khai thac gan nhu can kiét ngoai tu nhién. Vi vay, viéc
nghién cau nhan glong in vitro Lan hai Bém c6 y nghia rat quan trong trong cong tac duy tri, bao
t6n va phét trién nguon gen. Da co céc nghién ciiu vé P. concolor cia Viét Nam nhu nghién ctu
su da dang di truyén [13], nhan gidng tir mam ngu thAn mam [14], hoic téi sinh cay tir chdi ngon
ex vitro va gieo hat [15]. Tuy nhién, hiéu qua tai sinh chdi loai Lan nay trong cac béo céo con rat
thip, can c6 cac nghién ciru sau hon dé cai thién ty 16 nay mam hat va hé s6 nhan chdi. Bai béo
nay ching toi bao co cac két qua nghién ciru méi vé anh huéng ciia méi trudng co ban va cac
chat diéu hoa sinh truong dén su nay mam, biét hoa va phat trién cua hat sau nay mam, sy nhan
chdi tir cdy mam va sinh trudng cta cdy con Lan hai Bdm in vitro.

2. Vit liéu va phuong phap nghién ctru
2.1. Nguyén liéu va diéu kién nuéi cdy

Vat liéu thyec vat

Qua c6 do tudi khoang 190 ngay sau khi thu phan bing tay dwoc thu hai tir cac cay lan
Paphiopedilum concolor khoé manh, sach bénh tai vuon wom Khoa Cong nghé Sinh hoc, Truong
DPai hoc Khoa hoc, Dai hoc Théai Nguyén.

Méi trwong nudi cdy

Maéi trudng nudi cdy sir dung trong nghién ciru bao gdm: méi truong MS (Murashige va Skoog,
1962) [16], VW (Vacin, Went, 1949) [17] va c4c chat diéu hoa sinh truong (PHST) thuc vat.

biéu kién nudi cay

Hat dwoc nay mam trong téi & 2-3 tuan dau. Cc nghién ciru biét héa va phat trién cua hat nay
mam, tai sinh chdi va sinh truong cdy con in vitro duoc thyuc hién trong diéu kién chiéu sang
2.500 - 3.000 lux, nhiét do 25 + 2°C, am do 80% va chu ky quang la 16/8 (sang/ti).

2.2. Phwong phap nghién ciru

Khe trung qua Lan hai

Qua lan khong bi ton thuong va sach bénh duoc rira sach dudi voi nuéc chay, ngdm trong xa
phong lodng khoang 5 phut, rira sach bang nuéc cat. Qua tiép tuc duoc khir tring bang NaOCI &
nong do 2,5% trong 30 phit. Sau d6, qua duoc rira lai nhiéu lan bang nuée cat khir trang.

Ndy mam Lan hai Pom
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Hat dugc tach tir qua lan sau khi khir tring, dugc gieo trén cac méi truong khoang co ban gom
mai truong MS, %4 MS, méi truong VW, VW va méi truong MS ¢6 bo sung BAP 2 mg/L. Tét
ca cac moi truong nudi cay déu dugc bo sung sucrose 30 g/L, than hoat tinh 0,5 g/L, agar 7 g/L,
pH moi truong 5,8.

Sir biét hda va phat trién cua hat nay mam

Hat niay mam trén moi truong gieo hat (c6 mau trang, trong) dugc ciy chuyén sang moi
truong khac nhau dé kich thich su biét hoa va phat trién cua hat nay mam. Thanh phan va ky hiéu
mai trudng phét trién cdy mam duoc trinh bay & bang 1.

Bang 1. Thanh phdn méi trwong nghién ciru i biét hoa va phét trién cuia hat nay mam

Ki hiéu mdi truwong Thanh phan méi truong
PCl1 MS + sucrose 20 g/L, than hoat tinh 0,5 g/L, agar 7 g/L, nuéc dira 100 ml/L
bC2 VW + sucrose 20 g/L, than hoat tinh 0,5 g/L, agar 7 g/L, nuéc dira 100 ml/L
P3 DC1+ BAP 1,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L, chudi 30 g/L, khoai tay 40 g/L
MT1 - MT6 DPC1 + BAP bd sung cac nong d6 (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0) mg/L
MT7 — MT8 DC2 + BAP bd sung nong d6 1,0 va 2,0 mg/L
P5 PC2 + BAP 1,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L, chudi 30 g/L , khoai tay 40 g/L
NC6 DPC2 + BAP 2,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L

Tai sinh chai tir cay non in vitro

Céc chdi in vitro non sau khi nay mam tir hat dugc khoang 7 - 8 tuan, c6 tir 1 - 2 14 duogc cy
chuyén 1én cac mdi trudng nudi cdy 1a PC2 bd sung chat DHST 1a BAP riéng ré hoic bo sung két
hop BAP vGi NAA dé nghién ciu kha ning tai sinh va sinh trudng cia cdy con in vitro. Moi
truong ddi ching 1a DC2 (Bang 1), cac méi treong thi nghiém 1a méi truong NC1-NC4 b sung
BAP riéng ré tir 1,0 — 4,0 mg/L, méi truong NC5-NC8 (bo sung két hop BAP nong do 1,0 — 2,0
mg/Lvéi NAA tir, 0,25 - 0,5 mg/L).

Xuz 1 s liéu

Céc thi nghiém duoc I3p lai 3 1an, mdi lan 3 - 5 binh. Déi voi thi nghiém gieo hat, mdi lan lap
lai xtr i 3 binh, mdi binh cay luong hat tuong duong nhau. Dol voi thi nghiém nghién cau kha
ning biét héa va phat trién cua hat nay mam, mdi thi nghiém Cay 3 binh, mdi bmh 15-20 mau
Thi nghiém nghién ciru kha ning tai sinh va sinh truong chdi, cay 5 binh, mdi binh 4 - 6 mau.
Céc sb lieu dugc xir 1y theo phuong phap thong ké sinh hoc va trinh ng dung Statgraphics
centurion XVI. Céc gid tri trung binh theo sau bai cdc chir cai khac nhau (a, b, c,...) trong cling
mot cot & cac bang sb ligu thé hién sy sai khac c6 v nghia thong ké theo phép kiém dinh Duncan
véi p <0,05.

3. Két qua va thao luin
3.1. Khd ndng ndy mam cia hat Lan hai Dém trén cdc méi trwong khoang khéac nhau

Hat c6 d9 tuoi tir 190 ngay sau thu phan duoc gieo trén 5 moi truong c6 ham lwgng khoang
khéc nhau gom MS, 1.MS, VW, VW, MS + BAP 2 mg/L da cé su khac biét nhau rd rét vé kha
nang nay mam cua hat (Bang 2, Hinh 1).

Bang 2. Anh hurong cuia moi truwong khodng dén kha ning nay mam cua hat Lan hai Pom sau 60 ngay

M&bi truwdong Thoi gian nay mam* (ngdy) Ty |é nay mam (%) Pic diém hat nay mam
MS 450+7,1% 50,0 + 28,3 Trang, nho
1/2MS 375+35¢ 825+35¢2 Tring, nho
VW 425+35%® 55,0 +35,4 2 Tring, nho
12VW 40,0+142 80,0+7,12 Tring, nho
MS + 2 BAP 550+7,1°" 250+£71° Tring, nho

*: hat ndy mam ¢ giai doan dau phoi tron, trang trong
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Hinh 1. Hat nay md‘m‘trén cac moi truong 2MS va ¥2VW: () Hat sau khur tring va gieo trén moi truong,
(b) Hat bat dau nay mam sau 40 ngay, (c) Mam chéi trang hinh thanh tir protocorm, (d) Choi cé 1a xanh va
cay hoan chinh

Thoi gian nay mam cua hat trén ca nim mdi truong nudi cdy déu twong ddi ngan, chi tir 37,5
dén 55 ngay. Trong do6, hat trén méi truong khoang MS va VW day du c6 thoi gian nay mam lau
hon trén méi trudng c6 thanh phan giam mot nira, trung binh 1a 42,5 dén 45 ngay. Trong khi do,
moi trudng %MS va %VW cé thoi gian nay mam cua hat som hon, 1an luot 1a 37,5 va 40 ngay,
moi truong MS bd sung BAP 2 mg/L ¢6 thoi gian nay mam lau nhat 1a 55 ngay. Nhu vay, viéc bo
sung BAP vio méi trudng gieo hat khong 1am ting kha niang nay mam cua hat lan hai Bém. Mic
du vay, tbe do nay mam cua hat lan hai trong nghién ctru nay nhanh hon so véi nghién ciru trudc
day trén cing méi trudng MS bo sung 2 mg/L BAP [15]. Trong nghién ctru d6, hat duogc tach tir
qua lan khir tring bang HgCl. c6 thoi gian nay mam tir 90 d¢én 100 ngay. Do vay cd thé thiy, hoa
chat khir tring ¢6 anh huéng quan trong dén s nay mam cua hat.

Ty & nay mam cua hat trén cac moi truedng nudi ciy ciing c6 su khac biét dang ké. Moi truong
1MS va VW cho ty 18 nay mam cao hon so v&i cac moi truong con lai, dat lan luot 12 82,5%
va 80% (Bang 2, Hinh 1b). Trong khi méi trudng MS va VW c6 ty 1é nay mam thap hon, lan luot
1a 50 va 55%. Moi trudng MS c6 BAP 2 mg/L cho ty Ié hat nay mam thap nhit, chi dat 25%.
Nhu vy méi truong MS va VW khoang ¢6 ham lugng giam mot nira da c6 hiéu qua tot hon cho
sy nay mam cua hat. Két qua nay phl hop véi bao cdo ciia Li va dong tac gia khi cho rang moi
truong Y2 MS va ¥4 MS thich hop cho nay mam & P. concolor [18]. Déi véi loai P. wardii, su
nay mam trén moi trudng MS ciing thap hon dang ké so véi méi truong Y2 MS [2].

Céc nghién ctru vé Lan hai da cho thay ty 1¢ nay mam cua cac giéng khac nhau phy thugc vao
rat nhiéu yéu té va ca dic tinh loai. Hau hét céc loai thuoc chi Paphiopedilum cd kha ning nay
mam tét hon trén moi trudng khoang thap. Céac moéi truong 1/2, 1/4, 1/5, 1/6 hogc 1/8 MS da
dugc khang dinh c6 hiéu qua tot hon cho nay mam cua hat chi lan hai Paphiopedilum [4]. Ngoai
ra, thanh phan moéi truong khoang cling anh huong toi kha nang nay mam cua cac loai thuge chi
Paphiopedilum. Nhut va ddng tac gia (2005) cho rang, hat cua P. delenatii 9 thang tudi nay mam
t6t hon trén méi trudng Knudson C so véi méi truong MS hoic ¥MS [19]. Tuy nhién, kha ning
nay mam cua hat Cymbidium finlaysonianum Lindl dat cao nhat 1a 83,8% trén méi truong VW
[20]. Do vay c6 thé thay, dbi voi mdi loai Lan hai can thiét tim ra méi trudng thich hop cho qué
trinh nay mam cua hat.

3.2. S bigt hoa va phat trién ciia hat nd@y mam trén cic méi trwong khoang bé sung céc chat
dieu hoa sinh truwong

Sy nay mam hat & cac loai Lan hai ngoai anh huong caa ham luong va thanh phan mdi trudng
khoang con chiu anh huong 16n béi thanh phan moi truong dinh dudng va viéc bo sung cAc chat
diéu hoa sinh truong (PHST). Trong nghién ciu nay, hat nay mam tdt trén hai moi trudng gleo
hat 1AMS va AVW duoc cdy chuyén sang méi trudng mai ¢6 bd sung cac chat DHST véi nong
do khac nhau (Bang 1).

Két qua nudi cay sau 40 dén 50 ngay da cho thdy cac moi trudng di co su biét hda tao chdi,
tuy nhién s6 luong chdi thu duoc kha thip va téc do biét hoa ciing co su khac nhau giita cac mdi
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truong nudi cdy (Bang 3). ba phan cac chdi tao thanh c¢6 14 non mau vang nhat hoic tring. Dén
70 ngay, nhitng chdi nay di c6 14 xanh, riéng moi trudng PS5 da tao thanh chdi hoan chinh ¢ 1-2
I xanh va ré (Hinh 1d). Nhu vay, viéc bo sung BAP va NAA da c6 hiéu qua tét doi véi viec
hinh thanh chdi sau 70 ngay so véi ddi chimg, trong d6 mdi truong MS bo sung BAP vai nong do
2,0 mg/L dén 3,0 mg/L cho su biét hoa cua hat ndy mam kha tot, nhiéu hat phét trién thanh
protocorm trang, to va xuat hién mam chdi, s chdi xanh hinh thanh nhiéu hon so véi cac nong
d6 BAP khac, dat cao nhat 4,0 chdi/binh. M6i truong MT7 va MT8 (Méi truong VW b sung
BAP 1,0 va 2,0 mg/L) ciing c6 sy biét hda cua hat nay mam tét, s chdi tao thanh dat 4,0
chdi/binh & ndng d6 BAP 2 mg/L. Diéu nay cho thay méi truong MS hay VW bé sung BAP &
nong d6 2,0 mg/L déu phu hop cho giai doan biét hda hat nay mam.

Bang 3. Anh hurong cia méi trwong khodng bé sung chat PHST

dén sy hinh thanh chai tir hat ndy mam ¢ giai dogn 1 sau 70 ngay

Moi BAP NAA Thai gian tao So Pic diém chdi/protocorm
truong (mg/L)  (mg/L) chdi (ngay)  chdi/binh
PC1 (MS) 0 0 - 0d Protocorm tring
MT1 0,5 0 55 1,0 o Chdi tréng
MT2 1,0 0 55 1,0« Chdi xanh nhat
MT3 1,5 0 55 2,0 be Chdi c6 14 xanh
MT4 2,0 0 45 4,00 Chdi ¢c6 14 xanh
MT5 2,5 0 50 4,00 Chdi vang nhat
MT6 3,0 0 50 35® Mam chdi xanh
P3 1,0 0,5 50 2,0%  Mam chdi vang nhat
PC2 (VW) 0 0 - 0,0¢ Protocorm tring
MT7 1,0 0 40 3,5 Mam chdi vang nhat
MT8 2,0 0 40 40 Chdi c6 14 xanh
P5 1,0 0,5 50 402 Chdi hoan chinh (cod 1, 14 xanh)

Ghi cht: DCI dén P3: méi trwong nén la MS; PC2 dén P5: Méi trwong nén 1a VW, “-”: khéng cé két qua

Déi v6i mdi truong P3 va P5 (bd sung két hop BAP 1,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L va céc chat hiru
co thuc vat 1a nuéc dira 100 ml/L, khoai tay 40 g/L, chudi 30 g/L cho thiy c6 hiéu qua tét thic
day su biét hoa chdi. Méi trudng P5 cho sy biét héa chdi sém hon méi trudng P3, dén 50 ngay da
tao chdi hoan chinh c6 ré va 1a xanh (Hinh 1d), trong khi méi trudng P3 hat nay mam va biét hoa
cham hon tao mam chdi vang nhat, chua c6 14 xanh va ré. Nhu vay, méi truong nén MS va VW
khi b sung cac chit PHST khong anh huéng nhiéu dén sé chdi hinh thanh nhung khi b sung to
hop véi cac chat hiru co c6 anh hudng dén te do6 biét héa va phat trién chdi. Cac méi truong cho
két qua hinh thanh choi tét 1a MT4, MT8 va P5.

Céc nghién ciru vé Lan hai dd cho thay cac chat DHST thuc vat khac nhau c6 tac dong khéc
nhau dén sy nay mam & cac loai khéc nhau. Mic du, khi khong cé cac chit DHST ngoai sinh thi
hat ctia Paphiopedilum van c6 thé nay mam tuy, nhién ty 1é nay mam duoc cai thién dang ké khi
dugc bd sung chat PHST véi nong do pht hop. Ngoai ra, viéc b sung cac chat hiru co tir thuc
vt cling di duoc bao céo cd tac dung khac nhau dén sy nay mam caa hat. Viéc b6 sung nudc dira
vao mdi truong khoang khi gieo hat da dwoc bao cdo. Chen va dong tac gia (2015) da bo sung
nuéc dira vao mdi truong khoang RE va MS khi gieo hat P. Spicerianum cho thay ty I& nay mam
cao nhat dat dugc ¢ méi truong RE ¢6 nudc dira so véi moi truong MS ¢ nude dira véi chu i
nuodi 24 gio t6i sau khi xir Iy voi 1,0% NaOCI khoang 40 phut [20]. Theo Li va dong tac gia
(2016), b6 sung 100 ml/L nuéc dira (CW) va 1 g/L peptone c6 tac dong tich cuc dén sy nay mam
cua hat va biét hoa cua protocorm P. concolor [18].

Sw biét héa chdi ciia protocorm trén méi trueong khoang bé sung cac chat diéu hoa sinh
truong khac nhau

Tur cac két qua nghién ciu thu dugc ching toi da lya chon mot sb méi trudng bo sung chat
DHST cho hiéu qua hinh thanh chdi tét dé tiép tuc danh gia su biét hda cua protocorm (Bang 4).
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Céc méi trudng nghién ctiu da co anh hudng dén su biét hda va phét trién cua protocorm va co ty
I tao chdi cao hon so véi d6i chimg DC1. Sau 40 ngay nudi ciy, cac moi truong bo sung BAP
riéng ré voi nong do 1,0 va 2,0 mg/L (MT2, MT8) va b6 sung két hop BAP 2,0 mg/L véi NAA
0,5 mg/L (NCB6) ty Ié tao chdi sau 40 ngay la tuong dwong nhau va khong khac biét so voi moi
truong dbi ching, ty 18 tao chdi dat 20,2 dén 27%. Mai truong P5 ¢d ty 1é tao chdi dat cao nhat
(48,2%), didu nay chiing to méi truong P5 da thiic day sy biét hoa va tao chdi sém hon so véi cac
moi trueong con lai.

Sau 60 ngay, ty 1& tao chdi & cac mdi trudng nghién ctu ting 1én dang ké so véi 40 ngay va co
su khéc biét rd rét gitra cac moi truong bd sung BAP véi cac ndng do khac nhau. Trong d6, mdi
truong P5 ¢o ty 1¢ tao chodi dat nhat (50,1%), tiép dén 1a moi trudng NC6 cho ty 1 tao chdi dat
kha cao (42,1%). Mbi truong MT4 va MT8 (BAP bé sung 2,0 mg/L) ty 1¢ tao chdi dat cao hon so
Vi MT2 va MT7, dat 12 36,3 - 36,9%. Diéu nay cho thiy méi truong khoang MS va VW khong
anh huong khac biét dén kha niang tao chdi, ma phu thudc vao néng do chat DPHST b sung vao
moéi trudng. Khi bo sung BAP 2 mg/L két hop vai NAA 0,5 mg/L di lam tang ty 18 tao choi so
véi chi bd sung riéng BAP 2 mg/L. Khi b6 sung két hop to hop BAP va NAA véi chudi va khoai
tay, nuéc dira & moi truong P5 da co tac dung tot dén kha ning biét hda chdi caa hat nay mam va
su phét trién tao cdy hoan chinh (Hinh 2).

Ngoai ra, cac moi truong nghién ciru sau 60 ngay nudi cay c6 hién twong mot sé hat nay mam
va phét trién dén giai doan protocorm c6 thé khong phat trién tiép, den dan va chet Ty 1€ chét
cling phu thudc vao mdi trudng nudi cay va chiém tir 6,2 - 31%. Ty Ié hat nay mam Van duy tri &
trang thai protocorm con lai kha cao, chiém 24,3 dén 62%. Cac protocorm nay néu ciy chuyén
sang moi truong mai thi van tao chdi nhung ty 18 rat thip. Céc két qua nay ciing tuong tu nhu cac
quan sat cua Chen va ddng tac gia (2015) [21], cho rang trong méi truong RE protocorm cua
P. spicerianum duoc hinh thanh, c6 mau tring va phat trién nhung khong tao duoc chlorophyll va
sau d6 chuyén sang nau va chét. Nhu vy, khong phai 100% hat Lan hai khi nay mam déu phat
trién thanh choi va cay hoan chinh cho thay ¢ nhiéu tro ngai trong viéc nhan gidng Lan hai.

Bang 4. Anh huong ciia méi trirong khodng bé sung cac char PHST dén su biét hda choi cua protocorm

Moi Maéi truong nén + BAP (mg/L) Sau 40 ngay nudi ciy Sau 60 ngay nudi ciy
truong + NAA (mg/L) Ty 18 tao Ty 1é chét Ty 18 tao Ty 1é chét
chdi (%) (%) chdi (%) (%)
bC1 MS+0+0 16,3° 15,9 @ 19,3°¢ 29,28
MT2 MS +1,0+0 20,2° 9,6 30,3 % 19,08
MT4 MS+20+0 25,2° 15,4 ® 36,3° 17,2
MT7 VW+10+0 21,9° 250 31,8bc 6,2°
MT8 VW+20+0 25,50 14,3 36,9° 31,02
NC6 VW +20+0,5 270 9,4® 42,1® 24,6
P5 VW+10+0,5+PH+BH+CW 48,22 29,28 50,12 25,62

CW+ PH+ BH: Nude dira 100 ml/L + 40 g/L khoai tdy + 30 g/L chudi

(b)
Hinh 2. Bi¢t hda chéi tir protocorm trén moi truong P5(VW + BAP 1,0 mg/L+ NAA 0,5 mg/L+ Nudc dira
100 ml/L + Khoai tay 40 g/L + Chusi 30 g/L): (a) Hinh thanh la mam, (b) Cay con c6 14 xanh sau 30

ngay, (c) Cay hoan chinh sau 60 ngay
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Céc nghién ctiru v& moéi truong phi hop cho sy nay mam & Lan hai dd duoc nhiéu tac gia bao
cdo0. Chudi hay khoai tay duoc bd sung vao méi trudng co thé thuc ddy hodc tc ché sy nay mam
cua hat Paphiopedilumva cac gidng duoc lai tao. Su nay mam cua ba loadi P. bellatulum,
P. delenatii va P. Primulinum c6 thé duoc thuc day khi bo sung 20 g/L khoai tay, trong khi b
sung chudi 20 g/L lai 1am giam sy nay mam caa P. bellatulum, P. delenatii va P. primulinum [4].
Nguoc lai, theo Zeng va dong tac gia (2012), ty 18 nay mam cua hat khong c6 su khac biét trén
moi truong %MS ¢6 chira khoai tay va méi truong %MS ¢6 chira 75 dén 100 g/L dich chiét chudi
s0 v&i moéi truong khong bd sung chit hitu co nao [2].

3.3. Anh hwong ciia BAP va NAA dén khd néng tdi sinh choi va sinh trwéng cia cay con Lan
hai Pom in vitro

Céac méi truong nghién ciru VW bd sung BAP riéng ré tir 1,0 - 4,0 mg/L hay bé sung két hop
BAP ndng do tir 1,0 - 2,0 mg/L vd NAA 0,25 - 0,5 mg/L (NC1- NC8) da c6 anh huong khac biét
so voi dbi chimg (PC2) 1én sy tai sinh chdi va sinh truong cia cay con Lan hai Bém in vitro
(Bang 5).

Bang 5. Anh huong ciia BAP va NAA dén kha ndng tdi sinh chéi va sinh trieong
Ciia cdy con Lan hai Pom in vitro sau 60 ngay

Moi BAP  NAA ) S6 14/choi Daila  So ré/chdi Pic diém chdi
trwong  (mg/L) (mg/L) chdi/miu (cm)
bC 0 0 1,00° 1,80° 0,55¢ 0,50° L4 bé, vang nhat
NC1 1,0 0 1,00° 2,50° 0,76 ™ 1,00 ® L4 bé, xanh ddm
NC2 2,0 0 1,672 2,670 0,77 % 1,00° L4 non, xanh nhat
NC3 3,0 0 1,00° 2,50° 0,75 1,00 L4 mong, vang nhat
NC4 4,0 0 1,00° 3,00° 1,152 1,50 % L4 day, tim nau
NC5 1,0 0,25 1,00° 2,00° 0,93 ¢ 1,00 ® L4 bé, vang nhat
NC6 1,0 0,5 1,40 @® 2,330 1,15 1,31 L4 méng, xanh nhat
NC7 2,0 0,25 1,50 % 2,50° 1,252 1,50 % L4 xanh nhat
NC8 2,0 0,5 2,002 3,502 1,352 L4 xanh ddm

2,00

Hinh 3. Sinh trueng ciia cdy Lan hai Pém in vitro trén méi trirong bé sung BAP va BAP két hop véi NAA:

(a) Choi ban dau, (b) Chéi sinh trieng tét sau 30 ngay, () Su tao da chéi trén méi trong bé sung BAP 2

mg/L + NAA 0,5 mg/L, (d) Su tai sinh choi trén méi trwong BAP 2 mg/L, () Choi sinh trieong tot trén moi
trieong bo sung BAP sau 90 ngay, (f) Cdy Lan hai Pom ra cay ¢ vieon wom sau 60 ngay

Trong sb cac chi tiéu sinh truong thi s6 1a/chdi thay dbi khong Ion gitra cac moi truong nudi
cay khéac nhau vi céc 14 gia s& chét va rung di song song vai qué trinh ra 14 méi. O méi truong
DC khong bd sung BAP va NAA cho thdy mau khdng tao da chdi, chdi sinh truong kém, cay
nho, 1a bé va vang nhat. Véi cac méi truong chi bé sung BAP véi ndng do tir 1,0 - 4,0 mg/L
(NC1 - NC4), céc chi tiéu sinh truang chdi nhur s 14/choi, chiéu dai 14, s ré déu dat cao hon so
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v6i méi truong ddi chirng. Tuy nhién, chi c6 méi trudng NC2 (BAP 2,0 mg/L) la ¢6 sy tao da
chdi, thu dwoc chdi bén téi sinh, s chdi/miu dat 1,67 chdi/mau, chdi sinh truong tdt, sé 14 dat
2,67 la/chdi, chiéu dai 1a dat 0,77 cm, va s6 ré/chdi dat 1,0, 14 non c6 mau xanh nhat (Bang 5,
Hinh 3c¢). Méi truong NC3 va NC4 bé sung nong do BAP ting 1én twong Gng 1a 3,0 va 4,0 mg/L
mac di ¢6 céc chi tiéu sinh trudng ting nhung khong c6 sy da chdi, s6 chdi/ mau 1a 1,0. Diéu nay
chung to bd sung BAP ndng d6 cao da tic ché tai sinh choi.

Ddi véi cac mdi truong bd sung két hop BAP va NAA di c6 anh huong khéc biét nhau rd rét
s0 voi moi trudong DC2 [én sy sinh truong cua chdi non Lan hai Bém. O méi truong NC6 di co
su da choi, choi sinh truong tot. Khi ting ndng do BAP 1én 2 mg/L (NC7 va NC8) két hop voi
NAA tir 0,25 dén 0,5 mg/L da c6 anh huong tich cuc dén sy tai sinh chdi va sinh truong cia choi.
Céc chi tiéu sinh truong déu ting cao hon so véi ddi chimg va méi truong NC5 va NC6. Moi
truong NC8 da c6 anh huong tot nhét 1én sinh treong va phét trién cua chdi, s6 choi/mau dat cao
nhat (2,0 chollmau) sb la/choi dat 3,5, dai 14 1,35 cm, chdi to, 14 xanh dam va day (Hinh 3d). Két
qua vé sd choi/mau trén mdi trudng NC8 trong nghién ciru nay cao hon so véi két qua nghién
ctru cua Huang va dong tac gia (2000), dong thoi tuong tu voi cac két qua nghién ciu cua Chen
va ddng gia (2004) cho thay rang trong nhiéu truong hop Lan hai hinh thanh chdi it hon so véi
cac loai hoa lan khac [5]. Ngoai ra, khi quan sat trong qua trinh nu6i cay chung toi théy mot sd
cay xuét hién céc 14 bi trang hozc tim & dau Ia (Hinh 3d), c6 thé day la cac bién di xuét hién do
anh huong cua thanh phan méi trudng nuoi cdy in vitro véi nhiéu yéu td, trong d6 co cac chat
kich thich sinh truong va thoi gian nudi cay dai.

4. Két luan

Chung t6i di nghién ciru thanh cdng mot s yéu té anh huong dén hiéu qua cua viéc nhan
gidng Lan hai Bém bang phuong phép gieo hat. Két qua cho thay hat Lan hai Dém nudi cay trén
moéi truong ¥aMS hoic %VW cho ty 18 hat nay mam cao 1a 82,5% va 80%, thoi gian nay mam 1
37,5 dén 40 ngay. Mbi trudng pha hop cho biét hoa va phat trién caa hat nay mam 1a méi truong
P5 ¢6 ty 18 tao chdi dat nhit (50,1%). Mbi truong phi hop cho tai sinh chdi va sinh truéng cua
ciy con 1a méi truong MS bo sung BAP 2,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L. Pay 1a co s¢ cho cac nghién
ctru tiép theo vé nhan gidng in vitro Lan hai ¢ Viét Nam.

L&i cam on
Cong trinh dugc hoan thanh nhd su hd trg kinh phi tir dé tai cip Dai hoc, ma s DH2020-
TNO06-06.
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