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Paphiopedilum emersonii Koop & P.J. Cribb has a very narrow
distribution in Vietnam, only found in some provinces such as Tuyen
Quang, Thai Nguyen, Bac Kan, and Cao Bang. Paphiopedilum emersonii
(P. emersonii) is a very popular flower for international visitors, so this
species is increasingly exploited and threatened with extinction.
Therefore, the study of in vitro propagation of P. emersonii is very
essential. In this study, the fruit of P. emersonii was used as a sterilization
material and non-symbiotic germination on different basic culture media
to produce in vitro shoots. We have successfully studied a number of
factors affectting the germination ability of P. emersonii. The results
showed that fruits can be disinfected with 2% NaOCI solution for 30
minutes, the clean sample rate reaches 85% after 30 days. The ability of
seed germination depends on the age of fruit and basic media. The suitable
fruit age for germination is about 180 days after pollination. The suitable
medium is Y2 MS or ¥ VW environment, germination time is 90 - 100
days. The germinated seeds developed protocorm and differentiated well
into shoots on MS medium supplemented with 1.0 mg/L BAP, 0.5 mg/L
NAA and 100 ml/L coconut water, 40 g/L potatoes homogeneous, banana
homogeneous 30 g/L. These results are a premise for in vitro breeding
studies of P. emersonii in Vietnam.
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Kht tring

Hai Huong lan ¢6 pham vi phan b6 rat hep ¢ Viét Nam, chi c6 & mot s6
tinh nhu Tuyén Quang, Thai Nguyén, Bic Kan va Cao Bing. Hai
Huong lan 14 loai cho hoa dep véi sic trang tinh khéi, c6 huong thom
nhe va rit dugc yéu thich, vi vay loai ndy ngay cang bi khai thac nhiéu
hon va dang bi de doa tuyét ching. Trong nghién cau nay, qua Hai
Huong lan duoc sir dung lam vat liéu khir tring va nay mam khéng
cong sinh trén cac mdi truong nudi cdy co ban khac nhau dé tao chdi in
vitro. Chiing toi da nghién ctru thanh cong mot s6 yéu t anh huong dén
kha nang ndy mam cua hat Hai Huong lan in vitro. Mau qua Hai Huong
lan khir tring bang dung dich NaOCI 2% trong 30 phdt, ty I¢ mau sach
dat 85% sau 30 ngay. Do tudi qua phu hop cho gieo hat 1a 180 ngay sau
thu phan. Mbi truong gieo hat phd hop 1a méi truong % MS hoic %
VW, thoi gian nay mam 1a 90-100 ngay. Céc hat nay mam da phat trién
tao protocorm va biét hoa tao chdi tdt trén méi tredng MS bd sung BAP
1,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L va nudc dira 100 ml/L, khoai tay 40 g/L, chudi
30 g/L. Nhitng két qua nay 1a tién dé cho c4c nghién ctu nhén gidng in
vitro loai Hai Huong lan & Viét Nam.
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1. Gi6i thiéu

Hai Huong lan c6 tén khoa hoc la Paphiopedilum emersonii Koop & P.J. Cribb, con dugc goi
la Hai Triang, Hai Huong duyén. Loai Hai Huong lan thudc chi Paphiopedilum, tong
Cypripedioideae, ho phu Epidendroideae, ho Lan (Orchidaceae), b6 Mang tay (Asparagales), phan
I6p Hanh (Liliidae), I6p Mot 1a mam (Monocotyledoneae), nganh Hat kin (Angiospermatophyta),
gidi Thyc vat (Plantae) [1]. Moi truong song thay d6i gay nén boi con ‘nguoi da pha huy noi song
tu nhién cua céac loai lan hai, tdc do phat trién kinh té, sy gia ting dan sb va viéc budn ban sé luong
I6n 14 nhan t6 chinh lam suy giam nhanh chéng s6 lwong cac loai lan Hai & Viét Nam. Cac loai Lan
hai rat nhay cam vai sy thay ddi cua méi truong nén bi de doa tuyét chung nghiém trong [2], [3].
Nham bao ton va nhan nhanh sé lugng ca thé cac loai Lan hai n6i chung va Hai Huong lan noi
riéng, cac nha khoa hoc da ung dung cong nghé nudi cay hién dai, dac biét la cong nghé nudi cay
md té bao. Cong nghé nay dwgc Duong Tan Nhut va £€ong su nudi cay thanh cong dau tién ¢ lan
Hai Hong nam 2005 va 2007 [4], [5]. Sau d6 da c6 nhiéu nha khoa hoc nudi ciy in vitro thanh cong
nhiéu loai Lan hai bang cac phuong phap nudi cdy mé khac nhau nhu hai Hang [6], hai Hong [7],
hai D¢ [8], hai Van, hai Tam dao [9].

O Viét Nam, Hai Huong lan phén bb & pham vi rat hep, chi ¢6 & mot s6 swon nui d4 voi dung
dung & mot s6 tinh nhu Tuyén Quang, Thai Nguyén, Cao Bang, Bic Kan, Vinh Phuc. Hai Huong lan
con la mot lodi chi sinh san ty nhién bang hat, nén khong thé ty ndy mam trong tur nhién ma bét bude
phai nho sy cong sinh voi mot s6 loai ndm ré do hat khong c6 ndi nhil. Véi mau hoa trang tinh khoi,
huong thom nhe, Hai Huong lan rit dugc yéu thich, vi vdy loai nay cang bi khai thac nhiéu hon va
dang bi de doa tuyét chung. Hai Huong lan da dugc liét ké vao Phy lyc 1 ctia cong udc CITES (Nhiing
loai thyc vat bi de doa tuyét chung, nghiém c4m xuét khau, nhap khau vi muc dich thuong mai)
[10]. Hién nay, phuong phap nhén giong in vitro dugc tmg dung rong réi trong nhan giéng nhiéu
loai cdy trong co gia tri tai Viét Nam nhu Hong mén [11], Thach hoc [12], Binh lang [13], lan Trim
tim [14]. V1ec nhan glong in vitro Hai Huong lan ¢6 Va1 tro rat quan trong, Vua gop phan vao cong
tac bao ton ngudn gen, vira hudng t61 myc ti€u nhén glong phuc vu cho nhu cau ngdy cang cao vé
loai hoa dep, quy hiém nay de ¢6 thé dap tmg nhu cau tinh thin cta con nguoi. Hién nay chua c6
cong bd nao vé viéc nhan gidng in vitro lan Hai Huong lan ¢ Viét Nam va trén thé gidi. Bai bao nay
chung toi béo cdo cac két qua nghién ctru vé hiéu qua khtr tring tao vat liéu ban dau va nghién ctru
anh huong ciia d6 tudi qua, moi truong co ban dén hiéu qua nay mam cta hat Hai Huong lan.

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

Vit liéu thyc vat: Chdi va qua véi do tudi khéc nhau cua loai Hai Huong lan khoé manh, sach
bénh va luu gitr tai vuon lan Khoa Cong nghé Sinh hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc — Pai hoc Thai
Nguyén da duoc dinh danh [15] va sir dung dé 1am ngudn vat liéu ban dau cho thi nghiém.

Moi trudng nudi cdy: Maéi trudng nudi cdy st dung trong nghién ctru 1a méi truong MS
(Murashige and Skoog, 1962) [16] b6 sung cAc chat diéu hoa sinh truéng (PHST) va thanh phén
khac tuy moi truong nuoi cay.

Diéu kién nudi cdy: Hat duoc nudi ciy trén moi truong gieo hat trong téi ¢ 2 - 3 tuan dau, sau
d6 chuyén ra diéu kién chiéu sang trong phong nudi cdy. CAc nghién ctu biét hda va phét trién cua
hat nay mam, tai sinh chdi va sinh truéng cly con in vitro duoc thuc hién trong diéu kién chiéu
séng cua phong nudi cay la 2.500 - 3.000 lux, nhiét o 25 + 2°C, 4m d6 80% va chu ky quang la
16/8 (sang/tbi).

2.2. Phwong phap nghién ciru

Phwong phdp khir tring mau
Qua Hai Huong lan dugc rira sach dudi voi nudc chay, ngam trong xa phong lodng khoang 5
pht, tiép theo rira sach xa phong va trang mau bang nuéc cit, mang vao box cy dé khir tring
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bang HgCl, 0,1% trong 15 phut (ché do KT1) hoac khir tring bang NaOC 1% trong 40 phut (KT2)
va NaOCl1 2% trong 30 phut (KT3). Sau d6 rta lai mau bang nuéc cat khir tring 3 - 5 1an. Qua sau
khi khtr triing ding dao bd doc qua, tach Idy hat va nubi cay trén moi truong MS trong cac binh
tam giac 250 ml. M&i cdng thirc thi nghiém cay 10 binh, lap lai 3 1an. Theo dbi hiéu qua khir tring
qua & cac ché do khtr triing.

Céc mam nga (MGi nha 14 mam) duoc thu vé va mang rira sach dat cat dudi voi nude chay, loai
bo hét phan dét ban, sau do rira bang xa phong loang, tiép theo rira sach xa phong, trang lai bang
nuéc cat va dua vao box cdy dé khir tring. Ché do khur triing sir dung la dung dich HgCl, 0,2%
trong 15 phat (KT4), HgCl2 0,2% trong 20 phut (KT5) va ché do khir trung kép KT6 (khu trung
lan 1 trong 20 phat, rira mau bang nudc cat va tiép tuc khir tring lan 2 bang dung dich HgCl 0,2%
trong 10 pht). Mau sau khi khu tring dugc trang lai 3-5 Ian bang nudc cat vo trung Sau do gap
mau va dat |én gidy thim dé tham khd mau va cdy vao cac éng nghiém chira méi truong MS. Moi
cdng thirc khir tring cdy 10 6ng nghiém, lap lai 3 lan

Céc chi tiéu theo ddi gdm: Ty 18 mau sach (%) = sé binh sach/tong sb binh gieo hat; Ty lé mau
nhiém (%) = s6 binh nhiém/tong sb binh gieo hat.

Nghién citu dnh hweng cua tudi qud va méi trirong téi kha ndang nay mam cua hat

* Anh huong cua tudi qua dén kha niang nay mam cua hat: Qua Hai Huong lan thu & cac do tudi
tir 140, 160, 180 ngay sau thu phan (DAP: Days After Pollination) dugc khir tring béi dung dich
NaOCI 2% trong 30 pht. Qua sau khi khir tring ding dao bé doc qua, tach 1y hat va nudi ciy
trén moi truong %2 MS. Mai thi nghiém cy 10 binh, lap lai 2 lan, moi binh ciy lwong hat tuong
duong nhau. Theo d6i kha nang nay mam cua hat & cac d6 tudi qua khac nhau: Quan sat dic diém
hat nay mam, thoi gian hat nay mam.

*Anh huong ctia méi truong dén kha niang nay mam cua hat: Cac qua Hai Huong lan thu & d6
tudi 180 DAP duoc khir triing bang dung dich NaOCI 2% trong 30 phat va nudi ciy trén cac moi
truong dinh dudng gom MS, % MS , VW, % VW ¢6 bé sung sucrose 30 g/l, than hoat tinh 1 g/L,
agar 7 g/L, nuéc dira 100 ml/L. Mi thi nghiém cay 10 binh, Iap lai 2 1an, mdi binh ciy luong hat
tuong dwong nhau. Theo ddi kha niang nay mam cia hat & cac méi trudng nudi cdy. Quan sat dic
diém hat nay mam, s hat nay mam, thoi gian hat nay mam va chit luong choi.

Nghién cizu s phét trién cdy mam

Hat nay mam trén méi trudng gieo hat duoc ciy chuyén sang maéi truong P3 dé kich thich sy
biét hda va phat trién cia hat nay mam. Thanh phan méi truong P3 nhu sau MS + BAP 1,0 mg/L,
NAA 0,5 mg/L, chudi 30 g/L , khoai tay 40 g/L, nudc dira 100 ml/L.

Xt 1i s6 li¢u

Céc sb lidu dugc xir 1y theo phuong phap théng ké sinh hoc va trinh wng dung Statgraphics
centurion XVI. Céc gia 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 cd y nghia thong ké theo phép kiém dinh Duncan
Vi p < 0,05.

3. Két qua va thao luan
3.1. Higu qud khiz triing déi véi mau qud va chéi Hai Huwong lan

Qua nghién cuu tai liéu cho thiy c6 nhiéu chat hda hoc nhu sodium hypochlorite (NaClO),
calcium hypochlorite [Ca(OCl)], thuy ngan clorua (HgCl2), hydrogen peroxide (HzOz) da duoc
sir dung dé 1am tac nhan kht triing trong nudi cay in vitro trén ddi twong phong lan néi chung va
lan Hai noi riéng do c6 hoat tinh di¢t nam va vi khuan cao.

Hiéu qua khir tring doi véi mau qua: Qua Hai Huong lan sau khi thu phan dugc theo ddi su
sinh truéng va phat trién caa qua. Chon nhitng qua co kich thudc to, khong di dang, khong sau
bénh dé dem khr tring va |4y hat gidng (Hinh 1A-C). Bé danh gia hiéu qua khir trang ddi véi mau
qua Hai Huong lan, chung t6i da tién hanh ba 16 thi nghiém & ba ché d6 khir trang khéc nhau: (1)
HgCl,0,1% trong 15 phdt (ché &6 KT1); (2) Khi tring bang NaOCI 0,1% trong 40 phit (KT2); (3)
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NaOCI 2% trong 30 phat (KT3). Két qua thu dugc duoc trinh bay tai bang 1 va Hinh 1(A- C) cho
thiy céc ché do khir tring khac nhau di c6 hiéu qua khir tring khac biét nhau rd rét. Khi sir dung
dung dich NaOCI 1% - 2% c6 hiéu qua khtr tring cao hon so vai viéc su dung dich HgClI, 0,1%.
Dung dich NaOCl 2% dugc sir dung trong thoi gian 30 phdt cho hiéu qua khir tring tét nhat, ti l¢
mau sach dat 85,0% va ty & nhiém giam chi con 15%. Day 1a mét ti Ié mau sach kha cao thu duoc
trong thi nghiém khir triing mau.

Bang 1. Anh hurong cua ché dé khir trimg doi véi qua va choi ngu Hai Hieong lan
Hiéu qua Khir trung sau 30 ngay

Cong thiic Ché dg khir trung Ty 1& mAu sach (%) Ty 1 mAu nhidm (%)
Mau qua
KT1  HgCI2 0,1%, 15 phat 56,25 8,83 b 43,75+ 8,83D
KT2  NaOCI 1%, 40 phat 68.75b + 8,83 b 31,25 + 8,83 ab
KT3  NaOCI 2%, 30 pht 85,00 a + 7.07 a 15,00 + 7,07 a
Mau choi ngi
KT4  HgCl20,2%, 15 phit 156628 ¢ 8446286
KT5S  HgCl, 0,2%, 20 phit 25,0+ 7,07 de 75,0+ 7,07 de
KT6  HgCl,0.2%, 20 + 10 phit 35,0+ 7,07d 65,0+ 7,07 d

Ghi chi: Tudi qud: tir 160-180 DAP

Hiéu qua khat triing doi véi mau chai ngui: Cac choi ngii dugc khir tring bang dung dich HgCl,
0,2% theo ba cong thic 1a KT4-KT6. Két qua thu dugc cho thiy ca ba cong thirc khir trung déu thu
dugc hiéu qua khir tring thap hon so véi mau qua. Cong thirc KT4 va KT5 1 hai ché d6 khir triing
don (khir tring bang HgCl, 0,2% trong 15 phut va 20 phut), hidu qua thu dugc thip hon rd rét so
v6i ché @6 khir tring kép KT6, ty 16 mau sach thu duoc sau 30 ngay dat twong ung la 15,6 va
25,0%. O KT6, ché do khir tring kép, mau duogc khir tring bang HgCl, 0,2% trong 20 phat (1an 1)
va 10 phat (lan 2), thu dugc hiéu qua khir trung cao hon, ty 1€ méu sach sbng dat 1a 35,0%, ty &
mau chét va nhiém 1a 65,0%, day la cong thuc khu tring c6 ty 1€ mau sdng va sach cao nhét trong
cac cong thirc thi nghiém khu trung mau chdi ngu, mau rat tuoi, xanh va khoe (Hmh 1F).

s
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Wi e e
a“‘“'\,' S

D : | E l F
Hinh 1. Két qua khe trang mau Hai Huong lan: Cdy Hai Hwong lan tu nhién dang co6 hoa (A); Qua
trudc khi khar trung (B); Hat duwroc tach tir qua va gieo trén moi truong MS (C); Mau choi non trueéc khi
khir tring (D); Choi sau khu trung va cay vao ong nghiém (E); Mau sach song sau 30 ngay (F)

Theo Vii Thi Lan va cong su, khi khir triing qua Hai Dém c6 d6 tudi 170 DAP bang dung dich
HgCl2 0,1% trong 15 phut thu dugc ty 1¢ mau sach dat 87,5%. CAc hat nay mam sau khoang 90
ngay nuoi cay Két qua khur trung biang dung dich NaOCI 2% trong thoi gian 30 phat cho hi¢u qua
khr tring tot nhat (hiéu qua tot hon HgCl,) va 6 hiéu qua lam rat ngan thoi gian nay mam cuaa hat
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[17]. Chen va cong su cdng bd ty 16 nay mam cao nhét cia lan Hai P. spicerianum dat duoc ¢ moi
truong RECW vai chu ki nudi 24 gio ti sau khi xir Iy vai NaOCI 1,0% khoang 40 phut va nay
mam sau 30 ngay [18]. Nhu vay, trong nghién ciru nay, hiéu qua khir tring mau qua Hai Huong
lan dat cao nhat khi sir dung dung dich NaOCI 2% trong 30 phut, ty 16 mau sach dat 85% sau 30
ngay. Vi vay ching t6i sir dung vat liéu hat d& nudi cdy nham danh gia sy nay mam va phat trién
cay mam in vitro.

3.2. Khd nding ndy mam cia hat Hai hwong lan 6 cdc dg tudi khac nhau

Cac nghién ciru trude day cho thiy sy nay mam cua hat Lan hai phu thudc vao nhiéu yéu t6 bao
gorn 6 tudi, cach thirc xtr Iy hat trugc khi nuoi cay, thanh phan moi truong nuoi cay, diéu kién nudi
cay va phuong phéap nudi cay [19]. Trong nghién ctru nay, chling toi tlen hanh ba |6 thi nghiém nghién
ctru anh huong cua do tudi qua Hai Hu'orng lan dén kha ning nay mam cua hat. Ba 16 thi nghiém nay
tuong tng véi ba do tudi 140, 160 va 180 DAP. Két qua duoc trinh bay & bang 2.

Bang 2. Anh hirong cua tudi qud dén kha ndang nay mam cia hat

Tudiqua Ty I¢ binh co hat Thai gian nay S6 hat nay Két qua gieo hat in vitro
(DAP) nay mam (%) mam (ngay) mam/binh sau 150 ngay
140 0,0+0,0b Khéngnay mam  0,0+0,0c  Khong nay mam 7
160 49,95 + 16,65 ab 90 - 100 33+15b E;g:ocorm khong phat trién va
180 81,80+ 18,20 a 90 - 100 40,3+ 7,2a Céay non in vitro hoan chinh

Két qua nudi cay thu duoc cho thay c6 su khac biét rd rét vé kha nang nay mam cua hat & cac
d6 tudi khac nhau trén cuing méi trudng nudi cy. O tudi qua 140 DAP c6 dic diém vo mau vang
nhat, sau khi tién hanh khu tring bang dung dich NaOCI 2% trong thoi gian 30 pht, qua dugc bo
ra va quan sat thay trong 16i chi c6 khéi md mau tring, sé luong hat rat it, chung to qua luc nay
con non. Sau khi theo ddi khong thu duoc binh nao c6 hat nay mam sau 90 -100 ngay nudi cay.
Dbi voi mau tudi qua 160 DAP: vé qua c6 mau vang nhat, sau khi tién hanh khir trang, quéa duoc
b6 ra va quan sat thay trong I8i c6 khi md mau nau nhat, khi g c6 cac hat nho li ti nhung s6 lugng
hat it, chung to qua Hai Huong lan giai doan nay c6 s luong hat rat han ché. Sau thoi gian khoang
90-100 ngay nudi cdy, ty 1& binh cd hat nay mam dat 49,95% va s6 luong hat nay mam trén mdi
binh nudi cay rat it dat 1a 3,3 hat/binh (Hinh 2A). Cac hat nay mam va phét trién tao phdi c6 mau
trang, sau tao protocorm to nhung khong phat trién thanh chéi ma den dan va chét (Hinh 2B).

Qua Hai Huong lan 180 ngay tudi dwoc thu hai ¢ mau vang sam, dwoc khir tring bang dung
dich NaOCI 2% trong 30 phdt, bd ra va quan st bén trong thiy cé khéi mé mau nau sam, khi g
thay nhiéu hat nho li ti roi ra, giai doan nay hat da truéng thanh so véi hai giai doan trudc. Dé thu
duoc qua Hai Huong lan trudng thanh 180 DAP nay, chung t6i di bao goi qua bang gidy bac/ni
16ng dé ngan chan su pha hoai cua con tring va bao vé qua tét hon. Sau thoi gian 90 - 100 ngay
nudi cay in vitro da thu duoc sb luong hat nay mam cao nhat, sd lugng hat nay mam trén méi binh
1a 40,3 hat/binh, ty ¢ binh c6 hat nay mam dat 81,80%. Cac hat nay mam phat trién tao protocorm
tao chdi va phét trién thanh cdy mam. Tiép tuc nghién ciru kha ning nuéi cdy in vitro cua cac chdi
Hai Huong lan nay.

Hién nay chua c6 cac cong bd vé nubi Céy in vitro Hai Huong lan tir hat (qua) trén thé gidi va
tai Viét Nam. Liva cong su bao céo hat giong P. concolor (Lindl.) Pfitz c6 ty 1& nay mam cua hat
210 DAP la cao nhit (77,79%) [20]. Zhang va cong su da nhén gidng P. armeniacum, hat giéng
95 DAP c6 ty I& nay mam hat cao nhat (96,2%). Tién xir ly hat truong thanh (180 DAP) bang dung
dich sodium hypochlorite 1,0% trong 90 phat hoac siéu am & 40 kHz trong 8 phut cai thién ty 1€
nay mam tir 0 dén 29,2% hoic 19,7%, twong tng [21]. Theo Vi Thi Lan va cong s, tuol qua lan
Hai Bém (P.concolor) tir 150 dén 210 DAP déu c6 kha ning nay mam va ty 1& nay mam cua hat
cao nhat 12 190 DAP [17]. Nhu vay, trong nghién ctu cua chung toi, do tudi qua/hat Hai Huong
lan phtt hop dé thu duoc hat nay mam la khoang 180 ngay sau thu phén.
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3.3. Khd ndng nday mam ciia hat Hai Huwong lan trén cdc méi trwong khoang khac nhau

Qua Hai Huong lan thu ¢ 0 tudi 180 DAP sau khir tring duoc téch lay hat va nudi Céy trén cac
mdi truong dinh dudng. gom MS, Y2 MS, VW, 1/2VW (bang 3). Két qua thu dugc cho thay trén cac
mdi trudong nuoi ciy deu thu duoc hat nay mam véi thoi gian nay mam tir 90 dén 100 ngay, dac
diém hat nay mam gidng nhau, tuy nhién cac méi truong nudi cdy co su khéc biét nhau rd rét vé sb
luong hat nay mam.

Trén moi truong MS va VW, s6 lugng hat nay mam it, mdi binh thi nghiém chi thu duoc vai
hat nay mam (tuong ing la 8,7 va 8,3 hat ndy mam/blnh) nguoc lai trén moi truong %2 MS va s
VW cho ty I& hat nay mam cao, s6 lugng hat nay mam trén mdi binh méi truong kha nhidu (tuong
ng 12 46,0 va 42,3 hat/binh). Didu nay cho thay c6 thé ham luong khoang cao trén cac mdi trudng
da uc ché hat nay mam. Qua quan sét cho thay, phoi hat Hai Huong lan khi nay mam ¢ hinh dang
tron, mau trang trong nhung rat nho (Hinh 2A). Theo Zhang va cong sy, moi truong co ban t6i wu
cho su nay mam cua hat va sy phat trién cia protocorm giai doan tiép theo ddi vai P. armeniacum
1a mdi truong 1/8 MS @i v6i hat 95 DAP va % MS cho hat 110 DAP [21]. P. spicerianum c6 ty I¢
nay mam cao nhit & méi truong RE b sung nudc dua. Tuy nhién, protocorm c6 mau tring va
khong phat trién dugc nira. Trong cung diéu kién nudi cdy nay mam, MS bé sung nudéc dira co ty
I& nay mam thap hon nhung protocorm lai xanh va khoe hon [18].

Nhu vy, trong nghién ctu cua chung t6i, moi truong gieo hat pht hop cho Hai Huong lan 1a
mdi truong 2 MS hodc 2 VW, trén cac méi truong nay so lwong hat nay mam nhiéu va da quan
sat thiy qua trinh biét hoa cua phéi hat nay mam thanh chdi hoan chinh.

Bang 3. Anh hieong Ciia méi triwong co ban dén khd nang nay mam cia hat

U Thoi gian nay Pic diém hat nay  S6 lwong hat nay Pic diém mam
Maoéi truong X R X 3 N A
mam (ngay) mam mam/binh choi

MS 90 - 100 Phdi tron, tre':mg 8,7+ 3.2b Nho, vang nhat

1/2MS 90 - 100 Phoi tron, trang 403+72a Nho, vang nhat

VW 90 - 100 Phoi tron, trang 83% 35b Nho, vang nhat

% VW 90 - 100 Phadi tron, trang 423+64a Nho, vang nhat

3.4. Phéat trién cay mam

Tir cac két qua nghién ciru trude, chiing toi da lya chon mdi trudng MS bd sung chat PHST 1a
BAP 1,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L va cac chét bo sung la nuéc dira 100 ml/L, khoai tay 40 g/L, chuébi
30 g/L (P3) dé tlep tuc danh gia sy biét hoa va phat trién cua protocorm [22]. Trong nghién cau
nay, hat nay mam tt trén moi truong gieo hat /2 MS duoc cdy chuyén sang méi truong P3 co bd
sung cac chat DHST va cac chét b6 sung dé thiic day su biét hda cua protocorm. Két qua cho thay
moi truedng P3 ¢d hidu qua tt thuc day su biét héa chdi khé tét. Protocorm phat trién va hinh thanh
mam chi sau khoang 60 - 70 ngay, mam chdi nho c6 mau tréng hoac vang nhat (Hinh 2D). Trong
qua trinh theo di hat nay mam va biét hoa tao chdi ching tdi nhan thay, qua trinh ndy mam tir phoi
hat lan Hai Huong lan khong cong sinh ¢4 ty 1€ protocorm ngung phat trién cao nén s luong cay
con thu duoc thap. Hién tuong nay cling da dugc quan sat thay dbi véi cac loai lan Hai khac. Doi
véi loai P. spicerianum sau khi nay mam ¢ moéi truong RE bo sung nudc dira, protocorm c6 mau
trang va sau d6 khong tao chlorophyll va sau do chuyen sang nau va chét [18], Pdi vai lan
P.concolor, ¢6 hi¢n tuong mot s6 hat nay mam va phét trién dén giai doan protocorm co thé khong
phét trién tiép, den dan va chét. Ty 18 chét ciing phu thudc vao méi trudng nudi ciy va chiém tur
6,2 - 31% [22].

Day chinh 1a kho khan 16n khi nudi cdy céc loai lan Hai. Chdi non Hai Huong lan sinh truéng
rat cham, tir khi hinh thanh mam chéi dén khi chdi cé 1-2 14 xanh hoic ré khé 1au khoang 60- 90
ngay, do d6 tir khi gieo hat dén khi thu dugc cay con hoan chinh ¢6 ré va l4 xanh khoe manh 1a sau
khoang 6 thang (Hinh 2E). Cay mam thuong c6 14 hoi vang, bé va mong (Hinh 2F).
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F
Hinh 2. Két qua nuéi cdy nay mam hat khéng céng sinh Hai Hiwong lan:

Hat 160 DAP ndy mam it trén méi truong (A); Protocorm tir hat 160 DAP bj vang va chét (B); Phéi hat
180 DAP ndy mam Va tao protocorm trén méi trwong % MS (C), Mam chai hinh thanh tiz protocorm (D);
Chéi Hai Huwong lan in vitro sau 6 thang véi 1-2 18 hodc ré (E); Cay Hai Huwong lan in vitro trén méi
trwong P3 sau 12 thang (F). M6i truong P3: MS bé sung BAP 1 mg/L + NAA 0,5 mg/L va nuzéc dira 100
ml/L + khoai tay 40 g/L + chudi 30 g/L. Thang do: A, B, C, D: 5 mm, E, F: 1 cm

4. Két luan

Chung t6i dé nghién ctru thanh cong anh huéng cia mot s6 yéu té dén kha nang nay mam khong
cong sinh cua hat Hai Huong lan. Khd nang nay mam cua hat phu thuc vao do tudi qua va moi
truong nudi cay. Po tudi qua phi hop dé thu dugc hat nay mam la khoang 180 ngay sau thu phan
va dugc nudi trén moi treong gieo hat phu hop 1la moéi truong 2 MS hoac ¥2 VW, thoi gian nay
mam 1a 90-100 ngay. C4c hat nay mam da phat trién tao protocorm va biét hda tao choi tét trén
moi truong MS bo sung BAP 1,0 mg/L, NAA 0,5 mg/L va nudc dira 100 ml/L, khoai tay 40 g/L,
chudi 30 g/L. Pay la cac két qua budc dau tao tién dé cho cac nghién ctu nhan ging in vitro Hai
Huong lan tai Viét Nam.
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