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TÓM TẮT 

Mục đích của nghiên cứu là chọn được nguồn vật liệu và chất điều tiết sinh trưởng tối ưu nhất để xây dựng quy 

trình nhân giống in vitro cây hoa kim châm tam bội. Thí nghiệm được tiến hành với các nguồn mẫu (đế hoa, cánh hoa, 

bao phấn, chỉ nhị), cũng như chất điều tiết sinh trưởng BA (N6-benzyladenine), 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) 

và α-NAA (α-naphthaleneacetic acid). Kết quả nghiên cứu cho thấy, cánh hoa là nguồn mẫu tối ưu và hiệu quả nhất 

để đưa vào nuôi cấy, tỷ lệ tạo callus đạt 83,3% trên môi trường MS (Murashige and Skoog) có bổ sung 2 mg/l 2,4-D 

và 10 mg/l BA. Môi trường MS có bổ sung 2 mg/l BA kết hợp 0,25 mg/l α-NAA cho hệ số nhân chồi cao nhất (12,9 

chồi). Môi trường MS có bổ sung 0,3 g/l than hoạt tính là tốt nhất cho chồi ra rễ (5,8 rễ/chồi). Kết quả cũng cho thấy 

độ bội của cây tái sinh từ cánh hoa không thay đổi so với cây mẹ (3x = 33). Cây tái sinh ra hoa sau 11 tháng trồng. 

Số lượng hoa, màu hoa, cũng như chiều dài và chiều rộng cánh hoa tương tự như hoa của cây mẹ. 

Từ khóa: Hemerocallis fulva, kim châm, nhiễm sắc thể. 

 In vitro Micropropagation of Triploid Daylily (Hemerocallis Fulva) using Parts of Flower  

ABSTRACT 

The purpose of this study was to find out an optimal sample and plant growth regulartors for developing an in vitro 

rapid propagation procedure of triploid daylily. The experiments were conducted on the different explants (flower base, 

petals, anthers and filaments), also plant growth regulators BA (N6-benzyladenine), 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic 

acid) và α-NAA (α-naphthaleneacetic acid). The research results showed that petals were the optimal and most 

effective explant source for culture. The callus induction rate of 83.3% was achieved on MS medium (Murashige and 

Skoog) supplemented with 2 mg/l 2,4-D and 10 mg/l BA. MS medium supplemented with 2 mg/l BA and 0.25 mg/l  

α-NAA gave the highest shoot multiplication (12.9 shoots). MS medium supplemented with 0.3 g/l activated carbon 

was the best for rooting induction (5.8 roots/bud). The results also showed that the ploidy level of the regenerated 

plants was similar to the donor plant (3x = 33). The plant bloomed after 11 months of planting. Flower number, color 

of flower, as well as length and width of flower petals were similar to those of donor plant. 

Keywords: Hemerocallis fulva, triploid daylily, in vitro rapid propagation. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Cây kim châm (Hemerocallis fulva) còn 

đþợc gọi là huyên thâo, hoa hiên, hay rau huyên 

thuộc họ Hemerocallidaceae là cây thân thâo có 

rễ cû, sống lþu niên, có nguồn gốc tÿ các nþớc 

Đông Bíc Á, Bíc Ấn Độ (Mlcek & Rop, 2011). 

Cåy kim chåm đþợc sử dýng trong trang trí 

cânh quan do cây có sự đa däng về màu síc và 

thời gian nở hoa, bên cänh đó nó cüng đþợc 

dùng nhþ là một loäi rau ën hàng ngày cûa con 

ngþời hoặc làm thuốc (Eman & cs., 2022).  

Hæu hết kim châm trong tự nhiên là lþỡng 

bội (2n = 22) (Plodeck, 2002), ở thể tam bội là rçt 
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hiếm và chî đþợc hình thành do đột biến tự phát 

(Matsuoka, 1971). Cây tam bội (3n = 33) có hoa 

to hơn, màu síc đa däng hơn, số lþợng hoa nhiều 

hơn và thån cåy to hơn so với các cåy lþỡng bội 

(Zhang & cs., 2014). Do cây tam bội không có khâ 

nëng sinh sân hữu tính, nên chî có thể nhân 

giống bìng phþơng pháp nhån giống truyền 

thống là tách nhánh (Gulia, 2009), tuy nhiên hệ 

số nhân giống rçt thçp (Phäm Thị Minh Phþợng 

& Nguyễn Anh Đức, 2018). Hiện nay phþơng 

pháp nhân giống in vitro đþợc áp dýng rộng rãi 

để có thể täo đþợc cây con säch bệnh trong thời 

gian với hệ số nhån và đồng nhçt. Các nghiên 

cứu về nhân nhanh cây kim châm trong nuôi cçy 

mô trþớc đåy đã gặt hái đþợc nhiều thành công, 

tuy nhiên các nghiên cứu mới chî têp trung vào 

loäi nhị bội. Vêt liệu cho nuôi cçy mô rçt đa däng 

có thể là chồi đînh (Nguyễn Thị Lâm Hâi & cs., 

2016), mô thân (Kanyand & cs., 2020), ný hoa 

(Kanyand & cs., 2013), chî nhị (Gulia & cs., 

2009), chồi hoa (Adelberg & cs., 2007) hoặc lá bíc 

(Kanyand & cs., 2021a). Chính vì vêy, nghiên 

cứu này đþợc thực hiện với mýc đích xåy dựng 

quy trình nhân nhanh in vitro cây kim châm tam 

bội đät hiệu quâ tốt nhçt.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  

2.1. Vật liệu 

Méu giống kim châm tam bội đþợc lçy tÿ 

vþờn têp đoàn hoa kim chåm cûa Khoa Nông 

học, Học viện Nông nghiệp Việt Nam. Nguồn 

méu đþa vào nuôi cçy gồm: đế hoa, cánh hoa, 

chî nhị và bao phçn (Hình 1B) ở các kích thþớc 

khác nhau cûa ný hoa: 1: < 2cm; 2: 2-5cm;  

3: 5-7cm; 4: > 7cm (Hình 1A). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Tạo vật liệu khởi đầu 

Ný hoa sau khi lçy tÿ cây mẹ đþợc rửa dþới 

vòi nþớc säch và đþợc làm khô bìng giçy thçm 

trþớc khi đþa méu vào khử trùng. Phþơng pháp 

khử trùng méu đþợc tiến hành theo Kanyand & 

cs. (2021b). Ný hoa đþợc tách rời thành tÿng bộ 

phên (Hình 1B), cánh hoa đþợc cít theo chiều 

dọc sau đó cít ngang thành miếng có độ lớn 

0,5cm, các bộ phên khác (đế hoa, chî nhị, bao 

phçn) đþợc giữ nguyên. Méu đþợc cçy vào môi 

trþờng MS có bổ sung 2,4-D với 3 nồng độ  

(1 mg/l, 2 mg/l và 3 mg/l) kết hợp với BA ở 3 

nồng độ (5 mg/l, 10 mg/l và 15 mg/l) và nuôi cçy 

ở điều kiện tối hoàn toàn trong 8 tuæn. 

2.2.2. Tái sinh và nhân nhanh chồi 

Để tái sinh và nhân nhanh chồi, méu callus 

đþợc vào môi trþờng MS có bổ sung 2 mg/l BA 

kết hợp với α-NAA ở 3 nồng độ (0,25 mg/l;  

0,5 mg/l và 0,75 mg/l). 

2.2.3. Tạo cây hoàn chỉnh 

Chồi có chiều cao 3-4cm và có 2-3 lá đþợc 

cçy vào môi trþờng MS có bổ sung than hoät 

tính ở 3 nồng độ (0,1 g/l, 0,3 g/l, 0,5 g/l). 

  

Chú thích: A: Kích thước của nụ hoa (1: < 2cm; 2: 2-5cm; 3: 5-7cm; 4: > 7cm); B: Mẫu đưa vào nuôi cấy (1: Cánh 

hoa; 2: bao phấn; 3: đế hoa). 

Hình 1. Nguồn vật liệu nghiên cứu 
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2.2.4. Kiểm tra nhiễm sắc thể ở cây tái sinh  

Số lþợng nhiễm síc thể đþợc đếm tÿ tế bào 

mô phân sinh cûa đæu rễ (Östergren & Heneen, 

1962). Đæu rễ đþợc thu thêp tÿ cây mẹ và 20 cây 

con tái sinh trồng trong vþờn þơm, thời gian lçy 

rễ tÿ 8h-9h sáng. Đæu rễ (1-2cm) đþợc xử lý 

trong dung dịch colchicine 0,2% ở 4C trong 24h 

và cố định trong dung dịch ethanol/acetic theo 

tỷ lệ 3:1 täi nhiệt độ phòng trong 24h. Các méu 

rễ đþợc ngâm trong dung dịch ethanol 70% và 

bâo quân ở -20C cho đến khi sử dýng. Đæu rễ 

đþợc ngâm trong dung dịch enzyme (0,3% 

cellulose + 0,2% macerozyme + 0,1% pectolyase 

+ 1mM ethylene diamine tetra-acetic acid;  

pH 4,0) ở 37C trong 30 phút, rửa säch bìng 

nþớc cçt vô trùng. Sau đó đæu rễ đþợc nhuộm 

bìng dung dịch 1% (w/v) aceto-carmine. Ít nhçt 

10 tế bào/méu có nhiễm síc thể phân tách rõ 

ràng đþợc đếm số lþợng và lþu hình ânh bìng 

kính hiển vi phân pha ở độ phóng đäi 100X 

(Eclipse, E400, Nikon, Japan).  

2.2.5. Bố trí thí nghiệm  

Môi trþờng nuôi cçy nền là môi trþờng MS 

có bổ sung 2% đþờng và 0,45% agar. Môi trþờng 

nghiên cứu có bổ sung hoặc không bổ sung các 

chçt điều tiết sinh trþởng. pH cûa môi trþờng 

đþợc điều chînh về 5,8 trþớc khi hçp khử trùng 

ở nhiệt độ 121C, áp suçt 1,1 atm trong 20 phút. 

Các thí nghiệm đþợc bố trí hoàn toàn ngéu 

nhiên, mỗi công thức 3 læn nhíc läi, mỗi læn 

nhíc läi 30 méu/công thức. 

Đối với thí nghiệm täo callus, méu đþợc 

nuôi cçy trong tối hoàn toàn ở nhiệt độ 22-25C 

và độ èm 60% trong 8 tuæn.  

Đối với thí nghiệm tái sinh chồi và täo cây 

hoàn chînh, méu đþợc nuôi cçy ở nhiệt độ  

22-25C và 16 giờ sáng/8 giờ tối, cþờng độ ánh 

sáng 2.500-3.000lux, độ èm 60%.  

Các chî tiêu (tỷ lệ méu täo callus, hệ số 

nhân, chiều cao cây, số lá, tỷ lệ chồi ra rễ, số rễ, 

chiều dài rễ) đþợc quan sát và thu thêp tÿ 4 

tuæn đến 8 tuæn sau nuôi cçy. Các chî tiêu sinh 

trþởng phát triển và chçt lþợng hoa cûa cây tái 

sinh đþợc thu thêp khi cây nở hoa. 

2.2.6. Xử lý số liệu 

Số liệu đþợc phån tích phþơng sai (ANOVA) 

một nhân tố bìng phæn mềm thống kê SAS 9.3 

(2013). Sự sai khác giữa các giá trị trung bình 

đþợc kiểm tra bìng phép þớc lþợng và sử dýng 

tiêu chuèn LSD (Least Significant Difference) ở 

độ tin cêy 95%. Độ biến động cûa thí nghiệm 

đþợc thể hiện qua chî số CV% (coefficient of 

variation). Kiểm định Student’s t-test đþợc sử 

dýng để so sánh giữa cây mẹ và cây tái sinh. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Ảnh hưởng của tổ hợp 2,4-D và BA tới 

khâ năng tạo callus từ các bộ phận khác 

nhau của hoa kim châm 

Việc lựa chọn méu cçy là bþớc quan trọng 

nhçt trong quá trình nuôi cçy mô thực vêt. Các 

méu khác nhau cho kết quâ câm ứng täo callus 

khác nhau. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã 

đánh giá khâ nëng täo callus cûa các bộ phên 

hoa trên môi trþờng MS có bổ sung 2,4-D và BA 

ở các nồng độ khác nhau. Kết quâ đþợc thể hiện 

ở bâng 1, bâng 2, bâng 3 và bâng 4. 

Kích thþớc cûa ný hoa có ânh hþởng rõ rệt 

đến khâ nëng täo callus cûa đế hoa, ở kích thþớc 

ný hoa (< 2cm) hoặc (> 7cm) tỷ lệ đế hoa täo 

callus là 0%, trong khi đó tỷ lệ này đät tÿ  

3,3-86,7% ở kích thþớc ný tÿ 2-7cm. Số liệu ở 

bâng 1 cüng cho thçy chçt điều tiết sinh trþởng 

có ânh hþởng quyết định đến khâ nëng täo 

callus. Việc kết hợp giữa 2,4-D và BA ở các nồng 

độ khác nhau cho tỷ lệ täo callus khác nhau, ở 

công thức bổ sung 2 mg/l 2,4-D + 5 mg/l BA đế 

hoa täo callus đät 86,7% so với công thức đối 

chứng đät 0%, callus däng khối chặt, màu vàng 

nhät (Bâng 1, Hình 2A). Kanyand & cs. (2013) 

đã chî ra rìng khi 2,4-D và BA cùng có mặt 

trong môi trþờng MS làm tëng khâ nëng täo 

callus cûa lá và ný hoa so với việc riêng tÿng 

chçt hoặc không có, điều này tþơng tự với kết 

quâ nghiên cứu cûa chúng tôi. 

Số liệu ở bâng 2 cho thçy: kích thþớc ný hoa 

càng lớn thì khâ nëng täo callus tÿ cánh hoa 

càng giâm. Méu cánh hoa thu tÿ ný hoa có kích 

thþớc dþới 2cm cho tỷ lệ täo callus cao nhçt 

(83,3%) cüng nhþ cho chçt lþợng callus tốt hơn 
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các kích thþớc còn läi ngoäi trÿ công thức đối 

chứng. Tçt câ các giai đoän cûa cánh hoa đều 

cho tỷ lệ täo callus cao khi nuôi cçy trên môi 

trþờng MS có bổ sung 2 mg/l 2,4-D và 10 mg/l 

BA (Hình 2B). Kết quâ cûa nghiên cứu này cüng 

tþơng tự với công bố cûa Kanyan & cs. (2013) 

khi nuôi cçy ný hoa và hoa cûa 4 giống hoa kim 

châm, tỷ lệ täo callus > 80%, callus có chçt 

lþợng tốt. Khi nghiên cứu về khâ nëng täo 

callus và tái sinh tÿ các bộ phên khác nhau cûa 

cây hoa cúc, Wei & cs. (2014) cho biết méu tÿ 

cánh hoa không những dễ khử trùng hơn, tỷ lệ 

nhiễm thçp hơn, mà còn có tỷ lệ tái sinh cao, 

đồng thời méu có ít virus hơn. 

 Bâng 1. Ảnh hưởng của tổ hợp 2,4-D và BA tới khâ năng tạo callus từ đế hoa 

(sau 8 tuæn nuôi cçy) 

Chất điều tiết  
sinh trưởng (mg/l) 

Kích thước của hoa (cm) 

< 2 2-5 5-7 > 7 

2,4-D BA 
Tỷ lệ mẫu tạo 

callus (%) 
Chất lượng 

callus 
Tỷ lệ mẫu tạo 

callus (%) 
Chất lượng 

callus 
Tỷ lệ mẫu tạo 

callus (%) 
Chất lượng 

callus 
Tỷ lệ mẫu tạo 

callus (%) 
Chất lượng 

callus 

ĐC 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

1,0 5,0 0,0 - 6,7 - 3,3 ++ 0,0 - 

1,0 10,0 0,0 - 3,3 - 16,7 ++ 0,0 - 

1,0 15,0 0,0 - 0,0 - 6,7 ++ 0,0 - 

2,0 5,0 0,0 - 30,0 - 86,7 +++ 0,0 - 

2,0 10,0 0,0 - 13,3 - 66,7 +++ 0,0 - 

2,0 15,0 0,0 - 3,3 - 43,3 ++ 0,0 - 

3,0 5,0 0,0 - 10,0 - 40,0 +++ 0,0 - 

3,0 10,0 0,0 - 3,3 - 36,7 ++ 0,0 - 

3,0 15,0 0,0 - 0,0 - 13,3 + 0,0 - 

Chú thích: ĐC: Đối chứng; -: Không phát sinh callus; +: Callus liên kết lỏng lẻo, mềm, màu trắng; ++: Callus 

không đồng đều, màu trắng; +++: Callus đồng đều liên kết chặt, màu vàng nhạt. 

Bâng 2. Ảnh hưởng của tổ hợp 2,4-D và BA tới khâ năng tạo callus từ cánh hoa 

(sau 8 tuæn nuôi cçy) 

Chất điều tiết  
sinh trưởng (mg/l) 

Kích thước của hoa (cm) 

< 2 2-5 5-7 > 7 

2,4-D BA 
Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

ĐC 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

1,0 5,0 13,3 ++ 10,0 ++ 0,0 - 0,0 - 

1,0 10,0 30,0 +++ 26,7 +++ 6,7 ++ 0,0 - 

1,0 15,0 43,3 +++ 40,0 +++ 13,3 ++ 0,0 - 

2,0 5,0 46,7 +++ 43,3 +++ 20,0 ++ 3,3 ++ 

2,0 10,0 83,3 +++ 53,3 +++ 26,7 +++ 10,0 ++ 

2,0 15,0 63,3 +++ 36,7 +++ 10,0 ++ 0,0 - 

3,0 5,0 26,7 ++ 20,0 ++ 3,3 ++ 0,0 - 

3,0 10,0 16,7 ++ 13,3 ++ 0,0 - 0,0 - 

3,0 15,0 3,3 ++ 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

Chú thích: ĐC: Đối chứng; -: Không phát sinh callus; +: Callus liên kết lỏng lẻo, mềm, màu trắng; ++: Callus 

không đồng đều, màu trắng; +++: Callus đồng đều liên kết chặt, màu vàng nhạt. 
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Bâng 3. Ảnh hưởng của tổ hợp 2,4-D và BA tới khâ năng tạo callus từ bao phấn 

(sau 8 tuæn nuôi cçy) 

Chất điều tiết  
sinh trưởng (mg/l) 

Kích thước của hoa (cm) 

< 2 2-5 5-7 > 7 

2,4-D BA 
Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất lượng 
callus 

ĐC 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

1,0 5,0 53,3 ++ 13,3 ++ 0,0 - 0,0 - 

1,0 10,0 23,3 ++ 3,3 ++ 0,0 - 0,0 - 

1,0 15,0 6,7 ++ 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

2,0 5,0 3,3 ++ 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

2,0 10,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

2,0 15,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

3,0 5,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

3,0 10,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

3,0 15,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

Chú thích: ĐC: Đối chứng; -: Không phát sinh callus; +: Callus liên kết lỏng lẻo, mềm, màu trắng; ++: Callus 

không đồng đều, màu trắng; +++: Callus đồng đều liên kết chặt, màu vàng nhạt.  

Kết quâ ở bâng 3 cho thçy chçt điều tiết 

sinh trþởng cüng nhþ kích thþớc cûa ný hoa 

mang tính quyết định đến sự täo callus tÿ bao 

phçn. Ở công thức không có chçt điều tiết sinh 

trþởng (công thức đối chứng) hoặc nồng độ chçt 

điều tiết sinh trþởng cao thì callus không đþợc 

hình thành. Bao phçn cüng không täo callus khi 

ný hoa có kích thþớc > 5cm, callus chî đþợc hình 

thành khi ný hoa có kích thþớc < 2cm và 2-5cm, 

tỷ lệ täo callus đät tÿ 3,3 đến 53,3%, callus có 

däng khối chặt màu tríng (Hình 2C). Kích 

thþớc cûa ný hoa < 2cm đþợc nuôi cçy trên môi 

trþờng có bổ sung 1 mg/l 2,4-D và 15 mg/l BA 

cho tỷ lệ täo callus cao nhçt (53,3%).  

Các nghiên cứu về nuôi cçy bao phçn trên 

cây cà chua cho thçy có mối tþơng quan giữa kích 

thþớc cûa ný hoa đến sự täo callus cûa bao phçn 

(Segui-Simarro & Nuez, 2007; Kumar & cs., 

2019). Ný hoa có kích thþớc tÿ 2-5mm tốt nhçt 

cho bao phçn täo callus và sự phát triển cûa 

callus, trong khi ný hoa có kích thþớc > 7mm (lúc 

này ný hoa chuèn bị nở) thì tỷ lệ täo callus cûa 

bao phçn rçt thçp. Các tác giâ kết luên rìng kích 

thþớc cûa ný hoa thực sự có liên quan đến sự giai 

đoän phát triển cûa hät phçn. Hät phçn ở giai 

đoän cuối không nhån đến trþớc 2 nhân thì bao 

phçn sẽ có tỷ lệ täo callus cao nhçt. Kết quâ 

nghiên cứu cûa chúng tôi cüng cho thçy tỷ lệ täo 

callus cûa bao phçn có liên quan đến kích thþớc 

cûa ný hoa. Tuy nhiên để đánh giá mối tþơng 

quan giữa giai đoän phát triển cûa hät phçn với 

kích thþớc cûa ný hoa kim châm tam bội cæn có 

những nghiên cứu tiếp theo. 

Méu chî nhị thu ở ný hoa có kích thþớc  

< 2cm và 2-5cm täo callus trên môi trþờng bổ 

sung 2,4-D và BA với nồng độ læn lþợt là: 1 mg/l 

2,4-D + 5,0 mg/l BA; 2,0 mg/l 2,4-D + 5,0 mg/l; 

10,0 mg/l; 15,0 mg/l BA và 3,0 mg/l 2,4-D  

+ 15,0 mg/l BA. Ở các nồng độ còn läi chî nhị 

không täo callus. Chî nhị thu tÿ ný hoa có kích 

thþớc > 5cm không täo callus trên tçt câ các 

công thức thí nghiệm. Trên môi trþờng bổ sung 

1,0 mg/l 2,4-D và 15,0 mg/l BA, chî nhị đþợc lçy 

tÿ ný hoa có kích thþớc 2-5cm cho tỷ lệ täo 

callus cao nhçt (đät 63,3%) với khâ nëng sinh 

trþởng tốt (Bâng 4), callus däng hät, màu vàng 

ngâ xanh (Hình 2D). 

Qua kết quâ trong bâng 1, 2, 3 và 4 có thể 

thçy môi trþờng nuôi cçy và kích thþớc ný hoa 

cûa méu nuôi cçy có ânh hþởng rõ ràng đến sự 

hình thành callus. Đế hoa thu tÿ ný hoa có kích 

thþớc tÿ > 7cm có thể täo callus, nhþng cánh 
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hoa chî có thể täo callus khi ný hoa có kích 

thþớc < 5cm. Kết quâ nghiên cứu cûa chúng tôi 

có sự khác biệt với nghiên cứu cûa Meyer (1976) 

khi tác giâ täo callus thành công tÿ nuôi cçy lát 

cít cûa hoa kim châm tÿ bội có kích thþớc  

> 10cm. Sự khác biệt có thể do độ bội cûa cây 

hoặc do khác loài. Tuy nhiên, Shi & cs. (2021) 

läi cho rìng sự täo callus thuên lợi khi cánh hoa 

cûa cây méu đơn đþợc nuôi cçy ở giai đoän còn 

non. Việc täo callus cûa cåy dþa chuột và cây ớt 

thuên lợi khi bao phçn và chî nhî khi thu tÿ 

méu ný hoa có kích thþớc < 5cm, nhþng bao 

phçn kén môi trþờng nuôi cçy hơn so với chî nhị 

(Træn Khíc Thi & cs., 2010). 

 Bâng 4. Ảnh hưởng của tổ hợp 2,4-D và BA tới khâ năng tạo callus từ chỉ nhị 

(sau 8 tuæn nuôi cçy) 

Chất điều tiết sinh 
trưởng (mg/l) 

Kích thước của hoa (cm) 

< 2 2-5 5-7  7 

2,4-D BA 
Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất 
lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất 
lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất 
lượng 
callus 

Tỷ lệ mẫu 
tạo callus 

(%) 

Chất 
lượng 
callus 

ĐC 0,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

1,0 5,0 3,3 ++ 30,0 ++ 0,0 - 0,0 - 

1,0 10,0 13,3 ++ 40,0 +++ 0,0 - 0,0 - 

1,0 15,0 36,7 +++ 63,3 ++++ 0,0 - 0,0 - 

2,0 5,0 3,3 ++ 13,3 ++ 0,0 - 0,0 - 

2,0 10,0 6,7 ++ 23,3 ++ 0,0 - 0,0 - 

2,0 15,0 13,3 ++ 46,7 +++ 0,0 - 0,0 - 

3,0 5,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

3,0 10,0 0,0 - 0,0 - 0,0 - 0,0 - 

3,0 15,0 6,7 ++ 20,0 ++ 0,0 - 0,0 - 

Chú thích: ĐC: Đối chứng; -: Không phát sinh callus; +: Callus liên kết lỏng lẻo, mềm, màu trắng; ++: Callus 

không đồng đều, màu trắng; +++: Callus đồng đều liên kết chặt, màu vàng nhạt.  

 

Ghi chú: A: Đế hoa; B: Cánh hoa; C: Bao phấn; D: Chỉ nhị ở kích thước nụ hoa < 5cm trong điều kiện tối.  

Hình 2. Sự tạo callus tạo từ các bộ phận khác nhau(sau 8 tuæn) 
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Bâng 5. Ảnh hưởng của tổ hợp BA và α-NAA tới khâ năng tái sinh chồi từ callus 

Nguồn mẫu 
Chất điều tiết sinh trưởng (mg/l) Số chồi  

(chồi/callus) BA α-NAA 

Callus tái sinh từ đế hoa 2,0 0,0 0,0 

2,0 0,25 8,2
d
 

2,0 0,5 4,6
c
 

2,0 0,75 2,2
b
 

CV (%)  2,8 

LSD (0,05)  0,2 

Callus tái sinh từ cánh hoa 2,0 0,0 0,0
a
 

2,0 0,25 12,9
d
 

2,0 0,5 7,4
c
 

2,0 0,75 3,1
b
 

CV (%)  1,9 

LSD(0,05)  0,2 

Callus tái sinh từ chỉ nhị 2,0 0,0 0,0 

2,0 0,25 0,0 

2,0 0,5 0,0 

2,0 0,75 0,0 

Callus tái sinh từ bao phấn 2,0 0,0 0,0 

2,0 0,25 0,0 

2,0 0,5 0,0 

2,0 0,75 0,0 

Chú thích: Trên cùng một cột, các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác nhau với P <0,05. 

 

Ghi chú: A: Đế hoa; B: Cánh hoa; C: Bao phấn; D: Chỉ nhị; E: chồi phát triển.  

Hình 3. Sự tái sinh chồi của các mẫu (sau 4 tuæn) 

3.2. Ảnh hưởng của tổ hợp BA và α-NAA tới 

khâ năng tái sinh chồi từ callus  

Kết quâ đánh giá tác động BA và α-NAA ở 

các nồng độ khác đến sự tái sinh chồi tÿ nguồn 

méu callus khác nhau (đế hoa, cánh hoa, bao 

phçn và chî nhị) đþợc trình bày ở bâng 5. Callus 

hình thành tÿ cánh hoa và đế hoa phát sinh 

chồi trên môi trþờng bổ sung 2 mg/l BA và  

α-NAA (0,25 mg/l; 0,5 mg/l; 0,75 mg/l), trong khi 



Nhân nhanh in vitro cây kim châm (Hemerocallis fulva) tam bội từ các bộ phận của hoa 

666 

đó callus hình thành tÿ chî nhị và bao phçn 

không phát sinh chồi. Trên cùng một công thức 

thí nghiệm thì callus hình thành tÿ cánh hoa tái 

sinh chồi nhiều hơn callus hình thành tÿ đế hoa. 

Tuy nhiên, callus hình thành tÿ cánh hoa kim 

châm tam bội trong môi trþờng bổ sung 2 mg/l 

BA và 0,25 mg/l α-NAA phát sinh ra nhiều chồi 

nhçt (12,9 chồi/méu) và có khâ nëng sinh 

trþởng tốt. Khi nồng độ α-NAA tëng kết hợp với 

2 mg/l BA đã làm giâm số lþợng chồi (Bâng 5, 

Hình 3).  

Nghiên cứu cûa Kanyand & cs. (2020) trên 

cây hoa kim châm và Wu & cs. (2023) trên cây 

hoa cúc, cho thçy việc sử dýng kết hợp giữa BA 

và α-NAA đem läi sự tái sinh chồi tÿ callus cao 

hơn so với sử dýng riêng rẽ. Hơn thế nữa Meyer 

(1979) cho rìng nếu nồng độ α-NAA vþợt 

ngþỡng 0,5 mg/l cüng sẽ làm giâm sự täo chồi 

cûa cây hoa kim châm, cho dù α-NAA đứng 

riêng rẽ hoặc kết hợp với BA. Kết quâ này cüng 

tþơng tự với nghiên cứu cûa chúng tôi.  

So sánh khâ nëng tái sinh chồi tÿ các méu 

khác, chúng tôi thçy hệ số nhân chồi tÿ cánh hoa 

(12,5 chồi/méu), cao hơn 50% so với đế hoa và 

100% so với chî nhî và bao phçn. Kết quâ nghiên 

cứu này cüng tþơng tự các nghiên cứu nhân 

nhanh in vitro trên cây hoa méu đơn (Xia & cs., 

2022), trên cây kim châm tứ bội (Meyer, 1976). 

Việc cây có thể hoặc không thể tái sinh tÿ callus 

cûa chî nhị và bao phçn có liên quan đến chçt 

lþợng cûa callus, thông thþờng cây không thể tái 

sinh khi callus có mæu vàng sém hoặc mæu nâu 

(Kumar & cs., 2020). Tuy nhiên trong nghiên cứu 

cûa chúng tôi, callus vén có chçt lþợng tốt  

(Hình 3C và 3D) nhþng sự tái sinh chồi không 

xây, điều này có thể do môi trþờng nuôi cçy hoặc 

bổ sung chçt điều tiết chþa phù hợp. Vì vêy cæn 

phâi có những nghiên cứu tiếp theo. 

3.3. Ảnh hưởng của than hoạt tính đến ra 

rễ của cây kim châm tái sinh 

Kết quâ đánh giá tác động cûa thanh hoät 

tính đến sự ra rễ cûa chồi đþợc thể hiện ở bâng 

6 và hình 4. 

Sau 4 tuæn, sự ra rễ cûa hoa kim châm 

tþơng đối dễ dàng khi chî cæn nuôi cçy chồi trên 

môi trþờng MS (đối chứng), tỷ lệ ra rễ đät hơn 

80%. Tuy nhiên chiều cao cây, số lá/cây, chiều 

dài rễ, số rễ trên cây läi có sự khác biệt đáng kể 

so với các công thức có bổ sung than hoät tính. 

Công thức bổ sung 0,3 g/l than hoät tính cho 

chçt lþợng cây tốt nhçt, chiều cao cåy đät 8,9 

cm, số lá/cåy đät 7,0, số rễ/cåy đät 5,8, chiều dài 

rễ đät 5,5cm (Bâng 6, Hình 4). Điều này sẽ làm 

tëng tỷ lệ sống cüng nhþ khâ nëng sinh trþởng 

và phát triển cûa cây ở ngoài vþờn þơm.  

3.4. Kiểm tra số lượng nhiễm sắc thể của 

cây tái sinh 

Kiểm tra số lþợng nhiễm síc thể cûa cây 

kim châm tam bội tái sinh đã xác định 100% cây 

tái sinh có bộ nhiễm síc thể là 3x = 33 (Hình 

5B) cho thấy không có sự sai khác với cây mẹ 

(Hình 5A). Điều này cho thçy không có sự khác 

biệt về di truyền cûa cây tái sinh khi nhân 

nhanh in vitro trên môi trþờng có bổ sung chçt 

điều tiết sinh trþởng. 

Bâng 6. Ảnh hưởng của than hoạt tính đến khâ năng ra rễ của cây kim châm (sau 4 tuæn) 

Than hoạt tính 
(g/l) 

Tỷ lệ ra rễ 
(%) 

Chiều cao cây 
(cm) 

Số lá/cây 
(lá) 

Số rễ/cây 
(rễ) 

Chiều dài rễ 
(cm) 

0,0 87,2 4,1
a
 5,1

a
 2,8

a
 3,0

a
 

0,1 88,1 6,2
ab 

5,6
ab

 3,3
a
 4,9

b
 

0,3 88,6 8,9
c
 7,0

c
 5,8

b
 5,5

b
 

0,5 86,3 7,0
b
 6,5

bc
 3,8

ab
 5,0

b
 

CV (%)  1,5 1,6 1,5 1,3 

LSD0,05  1,3 1,2 2,3 2,2 

Chú thích: Trên cùng một cột các chữ cái khác nhau thì khác nhau với mức ý nghĩa P <0,05. 
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Ghi chú: A: 0,0; B: 0,1; C: 0,3: D: 0,5 g/l. 

Hình 4. Sự tạo rễ của chồi sau 4 tuần (chồi hình thành tÿ callus cûa cánh hoa)  

trên môi trường MS có bổ sung than hoạt tính  

  

Ghi chú: A: Cây mẹ; B: Cây tái sinh. 

Hình 5. Nhiễm sắc thể (3n = 33) của cây kim châm 

Bâng 7. Sự sinh trưởng, phát triển  

và sự ra hoa của cây hoa kim châm tam bội tái sinh từ callus (sau trồng 11 tháng) 

Chỉ tiêu theo dõi Cây mẹ Cây tái sinh P <0,05 

Số lá/cây (lá) 18,5 ± 0,9
a
 17,8 ± 0,8

a 
NS 

Chiều cao cây (cm) 82,6 ± 9,2 78,1 ± 8,1 NS 

Số thân mới/cây 2,6 ± 0,1 1,9 ± 0,1 * 

Tỷ lệ cây ra hoa (%) 100,0 98,0  

Số ngồng hoa/thân 1,6 ± 0,5 1,0 ± 0,0 * 

Số nụ/ngồng hoa 9,5 ± 0,2 7,4 ± 0,1 * 

Đường kính hoa (cm) 16,8 ± 0,4 15,2 ± 0,8 NS 

Số cánh hoa/bông 15,2 ± 1,6 15,1 ± 0,5 NS 

Màu sắc hoa Cam Cam NS 

Chiều dài cánh hoa trong (cm) 8,5 ± 0,3 9,2 ± 0,9 NS 

Chiều rộng cánh hoa trong (cm) 2,0 ± 0,1 2,3 ± 0,1 NS 

Chiều dài cánh hoa ngoài (cm) 8,6 ± 0,2 8,5 ± 0,4 NS 

Chiều rộng cánh hoa ngoài (cm) 1,8 ± 0,10 1,6 ± 0,2 NS 

Ghi chú: NS: không có sự sai khác ở mức xác suất P <0,05; a: Giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn (SD), n = 30;  

*: P <0,05: sự sai khác có ý nghĩa khi sử dụng hàm Student’s t-test để so sánh giữa cây mẹ và cây tái sinh. 
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Hình 6. Cây hoa kim châm nở hoa (A: Cây mẹ; B: Cây tái sinh) 

3.5. Đánh giá sinh trưởng, phát triển, năng 

suất và chất lượng hoa của cây tái sinh 

ngoài vườn sân xuất 

Kết quâ ở bâng 7 và hình 6 cho thçy cây tái 

sinh thông qua con đþờng täo callus tÿ cánh hoa 

sinh trþởng, phát triển bình thþờng và không có 

sự sai khác so với cây mẹ. Sau 11 tháng trồng 

chiều cao cåy đät 78,1cm, số lá/cåy đät 17,8 lá, 

tỷ lệ ra hoa đät 98%. Số lþợng cánh hoa/bông, 

kích thþớc bông cüng nhþ màu síc cûa hoa đều 

không có sự sai khác so với cây mẹ. Tþơng tự 

nhþ nghiên cứu cûa Meyer (1976), cây tái sinh 

tÿ nuôi cçy ný cûa cây kim châm tứ bội ra hoa 

sau trồng 24 tháng, chçt lþợng hoa không thay 

đổi so với cây mẹ. 

4. KẾT LUẬN 

Sử dýng cánh hoa khi ný có kích thþớc tÿ  

< 5cm để làm nguồn méu nuôi cçy và môi 

trþờng MS có bổ sung 2 mg/l 2,4-D và 10 mg/l 

BA là môi trþờng tốt nhçt, tỷ lệ täo callus đät 

83,3%. Tái sinh chồi tÿ callus cûa cánh hoa cho 

số lþợng chồi cao nhçt (đät 12,9 chồi/méu) trên 

môi trþờng MS bổ sung 2 mg/l BA và 0,25 mg/l 

α-NAA. Môi trþờng MS bổ sung 0,3 g/l than 

hoät tính là môi trþờng tốt nhçt cho chồi ra rễ 

với tỷ lệ 88,6%, chiều cao cåy đät 8,9cm, số 

rễ/cåy đät 5,8 rễ, chiều dài rễ đät 5,5cm. Cây tái 

sinh có bộ nhiễm síc thể hoàn toàn tþơng đồng 

với cây mẹ (3x = 33). Cåy sinh trþởng, phát triển 

tốt và ra hoa sau trồng 11 tháng. Sử dýng cánh 

hoa để nuôi cçy trong in vitro sẽ là một trong 

những biện pháp hiệu quâ trong việc nhân 

nhanh cây giống hoa kim châm, nhçt là cây tam 

bội trong thời gian ngín. 
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