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TOM TAT

Nghién ctru nhdm muc dich xay dwng quy trinh nhan nhanh in vitro sau dong hoa Lan Hué lai (Hispeastrum
esquetre). Két qua da xac dinh duoc mdi truerng khéi dong thich hop nhét déi voi vat liéu vao mau 1a vay ct doi cla 6
dong lai (H1, H3, H5, H37, H85, H12) nhw sau: MS + 2-3 mg/l BA + 1,0 mg/l kinetin + 0,25 mg/l aNAA. Hé sb nhan dat
2,79-3,75 chdi/mau. Mdi trwerng t6i wu khi str dung vat liéu la ¢t nhd in vitro duoc b ra 1am 4 phan, méi phan déu dinh
mét phan dé ch la: MS + 3-5 mg/l BA + 1,0 mg/l kinetin + 0,25 mg/l aNAA, hé s nhan chéi dat 4,23-5,65 chdi/mau. Mai
trwdng tao ré cho chdi la: MS + 1,5-2,0 mg/l aNAA. Trén méi trwdng nay chdi ra ré 100% chi sau 2 tuan. Gia thé thich
hop dé ra cay la cat: trdu hun voi ty 1€ 3:1, trén gia thé nay cay séng 100% va sinh trwdng tét.

Tw khoa: BA, IBA, a-NAA, Lan Hué lai, nhan giéng in vitro.
Study on in Vitro Micropropagation of Six hybrids Hippeastrum esquestre (Aition) Herb.

ABSTRACT

This study was conducted to establish a preliminary protocol for in vitro rapid propagation of six Hybrids of H.
esquestre. Results showed that the optimal medium for shoot initiation from bulb scales of six hybrids (H1, H3, H5,
H37, H85, H12) was MS + 2-3 mg/IBA +1.0 mg/l kinetin + 0,25 mg/l aNAA. Shoot propagation was 2.79-3.75
shoots/explant. Small shoot and bulds were divided in to four parts and cultured in to MS + 3-5 mg/l BA + 1.0 mg/I
kinetin + 0,25 mg/l aNAA. Shoot propagation was 4.23-5.65 shoots/explant. Rooting medium consisting of MS + 1.5-
2.0 mg/l NAA induced shoots with 100% root formation. Well-rooted plantlets were successfully transplanted to sand
and rice husk substrate (3:1). The rate of plants survival was 100% and plants grew and developed well.

Keywords: BA, o-NAA, Hippeastrum esquetre (Aition), In vitro micropropagation.

Lan Hué 6 Viét Nam can tién hanh nghién ctiu
1. DAT VAN DR tang d6 da dang vé mau sic hoa va chon tao

R ) . gidng c6 thoi gian ra hoa phu hgp véi dip ¢6 nhu
Lan Hué (Hippeastrum equestre (Aiton)

Herb.), tén tiéng Anh 1a Valentine flower. Néu
nhu & cac nuée Chau Au, loai hoa ndy dudc su
dung phé bién lam qua ting nhan dip

cAu tiéu thu 16n cua thi trudng.

Dé nhan giéng vo tinh ciy Lan Hué c6 thé
st dung cac phuong phap: Tach ca nho ti cum
“Valentine” véi nhidu gidng hoa ¢6 mau sic da &Yy me (Siddique et al., 2007); ky thuat cat lat
dang thi & Viét Nam, Lan Hué con rit nghéo ((Epharath et al. (2001) ho#c st dung phucng
nan vé mau sic (chd yéu 1a mau do), thoi gian  Pha&p nhan giéng in vitro (Husey, 1975
ra hoa caa ching lai muén hon (khoang tit giia  Seabrook et al., 1976; De Buruyn, 1992; Huang
thang 3 dén cuéi thang 5. Nhu vay dé phat trién et al., 2005).
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So v6i phuong phap nhan giéng in vitro, cic
phucng phap nhan giong khac tuy don gian
nhung it hiéu qué do thoi gian nhan gidng dai,
hé s6 nhan th&p. Trong khi d6, phuong phap
nhan gidng in vitro c¢6 rit nhiéu uu diém nhu
tao duge cAy con sach bénh, théi gian nhin
giong ngin, hé s6 nhan giéng cao, cidy dong
nhat, dap tng dude nhu cau ca vé so lugng va
chat lugng gidng. Bén canh d6, nhan gidng in
vitro cac dong lan Hué lai con phuc vu cho cac
cong tac nghién ciu chon tao giéng méi bang ky
thuat gy dot bién, chuyén gen. Nam 2010,
Nguyén Thi Phuong Thao va cs. da budec dau
x4y dung quy trinh nhin nhanh hai dong hoa
Lan Hué Mang va Loa kén D6 nhung. Ngoai ra,
nhan nhanh bang phuong phap cit lat ci da
dugc rat nhiéu nhém tac gid nghién ciu ca
trong diéu kién in vivo va in vitro. Epharath et
al. (2001) da st dung 7 phuong phap cét ct, chia
ct me thanh 2, 4, 8, 12, 16, 32 va 48 lat cét, mdi
lat cit déu mang 1 phan dé€ cl va gidm vao tai
nilon ¢6 chita chat khoang bén cho cay. Cac tii
nay duge dit trong diéu kién nhiét do 23°C
trong 4 thang. Két qua cho thay, khi cit ca
thanh 48 phan thi s6 Iugng chéi thu duge 1a cao
nhat, 34 chéi/mau. Nam 1991, O’'Rourke et al.,
¢t ¢t nhd in vitro tao ra tit vay ca doi trén moi
trudng tao cu cua loai Hippeastrum hybridum
“Apple Blossom” thanh 2 hodc 4 phan va tiép
tuc nudi cay trong 10-12 tuin. Sau 26-28 tuan
nudi cdy, hé s6 nhan thu duge da tang 1én 100
chdi/mau ban dau. Biang phucng phéap cét ca
nay, Slabbert et al. (1993) ciing da thu dugc
700-1.000 cay tit 1 ct ban dau sau 12 thang.

Trong khuon khd dé tai nghién cttu chon tao
gidng hoa Lan Hué. Tac gid Nguyén Hanh Hoa
va cs. (2009, 2010) da chon tao ra hang loat con
lai ¢6 mau sic da dang, phong phd, dep mét, do
bén hoa cao va cé thoi gian ra hoa ding vao dip
Valentine. Pién hinh 1a céac dong H1, H3, H5,
H12, H37, H85. Cac dong lai trén c6 nhiéu uu
diém nhu c6 mau séc hoa dep va khac biét so véi
b6 me, hoa c6 dd bén lau. Tuy nhién cé nhuge
diém 14 sinh san vé tinh kém (trong diéu kién tu
nhién), dac biét 1a cac dong lai H1, H85 va H37.
Dé danh gia va duy tri ngudn vat liéu quy trén,
viéc nghién ctitu nhén nhanh vé tinh cac dong
Lan Hué trén 1a rat can thiét.
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2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. D6i tugng, vat liéu nghién cttu

D61 tugng nghién ctiu: 6 dong lan hué lai
H1, H3, H5, H12, H37, H85 (Hispeastrum
esquestre). Cac dong lai 1a két qua cua phép lai
hfiu tinh gitia cac dong bd me sau:

Vat liéu st dung cho thi nghiém 1a vay ct
doi (gom 2 vay c6 kich thuée 10 x 10mm) c6 dinh
phan dé& cu va ctu nhd in vitro (cAy Lan Hué lai
con phat sinh trong diéu kién nudi cdy mé phat

sinh chéi gan lién véi ct nho in vitro).

2.2. Phuong phap nghién ciu

Thi nghiém dugc tién hanh theo phuong
phap nudi cdy md hién hanh. Mau dugec khi
trung theo quy trinh: Ci Lan Hué lai dudc thu
va dé héo trong 2 ngay sau dé lam sach bé mit
duéi voi nuée chay manh, ngdm trong xa phong
10 phit, sau dé ria sach. Tién hanh khi trung
mau trong budng cdy vo trung, ngdm cu trong
con 70°C trong 30 gidy, trang lai bang nuéc cit
vo trung 1-2 lan, mdi lan trong 1 phut. Tiép
theo ngdm cu trong dung dich HgCl, 0,1% trong
12 pht, rtia lai 4-5 1an bang nuée cat vo trung,
mdi 1an 1 phit. Sau d6 cit phan d€ ci mang 2
vay cu (10 x 10mm) va cdy vao mdi truong nudi
cdy cd ban MS b6 sung 30 g/l saccarose, 5,5 g/l
agar va cac chat diéu tiét sinh trudng, pH moi
truong duge chinh vé 5,7 truée khi duge hap vo
trung 6 121°C; 1,1 atm trong 20 phit. Mau cay
dugc dat trong budng nudi cé nhiét do6 25°C + 2,
cuong d6 anh sang 2.000 lux, thoi gian chiéu
sang 14 gio/ngay. Cac thi nghiém duge bé tri
hoan toan ngau nhién, méi thi nghiém lap lai 3
l4n, mbi 14n 7 binh, mdi binh 3 mau. Cac chi
tiéu theo déi dinh ky 1 tudn/lan. Cac chi tiéu
nghién ctu bao gom ty 1& mau tao chéi (%),
chiéu cao chéi (cm), hé s6 nhan chéi (s6
chdi/mau), trang thai chéi, ty 1& ra ré (%), sb6
ré&/chdi, chiéu dai ré (cm), ty 1é cay song (%). Cac
6 liéu dugc phan tich thong ké bang phan mém
Excel, so sanh cac gia tri trung binh bing
phuong phap kiém dinh Duncan va LSD ¢ mtc
y nghia 5%
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Ky hiéu

dong Lan Hué lai Nguon goc to hop lai

H1 3PN x QTr

H3 3PST x 9BN
H5 3Trx QDST
H12 3Trx QDST
H37 3PST x 9BN
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H85 3DST x DN

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghién cttu sy phat sinh hinh thai cta
vay cu déi trén nén méi trudng cé bé sung
auxin va cytokinin

3.1.1. Anh hudng cua cytokinin téi su phat sinh
hinh thai cia vay cu déi hoa Lan Hué lai

a/Anh huéng ctia BA d&n kha niang phat
sinh hinh thai cia mau nudi cay

Sau 2 tuan nuodi cay, cac mau sach bénh sé
dudc chuyén sang mai trusng cé bé sung BA véi
cac néng d6 khac nhau. Két qua nghién ctu sau
4 tuan (Bang 1) cho thdy hau hét cac dong Lan
Hué lai déu c6 kha nang tai sinh chdi ngay
trong diéu kién dinh dudng khéng c6 chat diéu
tiét sinh trudng, tuy nhién ty 1é chéi tai sinh con
rat thap. Néng d6 BA tit 2,0 dén 3,0 mg/l 1a
ndng do thich hop cho da s6 cac dong lai. O néng
do6 2,0 mg/l BA cac dong lai H1, H12, H37 cho s6
chdi dat cao nhat 1an lugt 1a 1,92, 1,79 va 2,09
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chdi/mau. Trong khi dong lai H3, H5, H85 lai
thich hdp v6i néng d6 3,0 mg/l BA cho s6 chéi
dat cao nhat lan lugt la: 2,11, 3,05 va 1,82
chdi/mau.

b/Anh hudng ctia BA va Kinetin dén kha
néng phat sinh hinh thai ctia mau nudi ciy

Nhiéu nghién ctu nudi cay in vitro cho thay
BA 14 loai phytohormon c6 tac dung tdng nhanh
hé s6 nhan chdi va kinetin ciing c6 tac dung
tuong tu nhung thudng cho chat lugng chéi tot
hon so véi BA (Nguyén Quang Thach va cs.,
2004).

Do d6 dé cai thién chat lugng chdi nhan
ciing nhu hé s6 nhan chdi ching toi tién hanh
nghién ctiu 4nh hudng ctia su ph6i hdp hai loai
cytokinin nay véi nhau. Bang 2 trinh bay két
qua nghién ctu anh hudng phéi hop ctia BA (s
dung néng d6 t6i wu cho ting dong tit két qua
bang 1) va kinetin (0,5-2,0 mg/l) t6i kha ning
tai sinh chdi ti vay cu doi.

Bang 1. Anh hudng ctia BA dén kha ning tai sinh chéi tit vay ct doi

Ty 1& mau tao chdi (%)

S chéi/mau (chdi)

BA (mg/l)
H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85
0 11,1 10,9 12,4 9,21 7,62 6,51 0,12 0,18 0,21 0,23 0,15 0,11
1,0 46,1 48,8 53,2 33,6 37,4 23,2 1,21 1,34 1,67 1,56 1,46 1,32
2,0 76,2 67,3 86,6 83,1 89,5 43,7 1,92 1,77 2,32 1,79 2,09 1,67
3,0 84,3 86,2 97,8 78,3 79,6 61,3 1,86 2,11 3,05 1,65 1,91 1,82
4,0 79,4 77,6 88,1 75,5 73,2 56,9 1,55 1,71 2,43 1,55 1,88 1,67
LSD 5% 0,18 0,22 0,08 0,33 0,21 0,12
CV (%) 4,6 54 6,7 4,5 5,1 7,3

Ghi chd: Méi trudng nén:

MS + 30 g/l saccarose + 6,5 g/l agar.
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Bang 2. Anh hudng ctia BA va Kinetin dén kha ning tai sinh chéi tit vay ca doi

Hé sé nhan chdi (1an)

Kinetin Déc dlém Chél
(mgf1) H1 H3 H5 H12 ~ H37  H85 H1 H3 H5 H12  H37  H85
0,5 1,97 2,23 3,09 2,41 2,22 1,88 ++ ++ ++ ++ ++ ++
1,0 2,34 2,55 3,32 2,06 2,49 2,29 +++ +++ +++ +++ +++ +++
1,5 2,21 2,12 2,76 1,87 2,06 1,76 ++ ++ ++ ++ ++ ++
2,0 2,09 1,98 1,99 1,78 1,45 1,59 + + + + + +
LSD 5% 0,33 0,28 0,12 0,25 0,12 0,19 +: Chéi kém, 14 mau xanh nhat
++: Chéi dep, 14 mau xanh nhat
CV (%) 5,2 37 43 38 42 5,6

+++: Chdi dep, 14 mau xanh dam

Ghi chi: Moi truong nén: MS + 30 g/l saccarose + Nong dé BA thich hop nhat cho tirng dong 6 thi nghiém 1 + 6,5 g/l agar (2,0

mg/l BA (H1, H12, H37); 3,0 mg/l (H3, H5, HS5))

Bang 2 cho thay: BS sung kinetin trén nén
mdi truong c6 BA da cai thién hé s6 nhan chdi
ciing nhu chat lugng chéi lan Hué lai mét cach ro
rét so véi cong thiic chi bd sung BA don doc (Bang
1). Cac mau phat sinh chdi 100%, trong dé giohg
H5 dat hé s6 nhan cao nhat (3,32 chéi/mau) tiép
dén la giong H3 (2,55 chbéi/mAu). Thap nhat &
giong H12 (2,06 chéi/mau). Cac chdi tao ra cé la
mau xanh dam, sinh trudng, phat trién tot.

3.1.2. Anh huéng ctia su phéi hop giita
auxin va cytokinin toi su phat sinh hinh
thai tir vay cu doi

Thi nghiém da tién hanh nghién ctu anh
hudng caa cac t6 hgp cytokinin (BA, Kinetin) va
auxin (aNAA va IBA) dén kha ning tai sinh
chdi tit nguén vat liéu 1a vay ct doi. Cac két qua
nghién ctu duge trinh bay 6 bang 3 va 4.

H85

H12 H37

Hinh 1. K&t qua nhan nhanh ti vay ci déi cia 6 dong lai Hoa Lan Hué
trén moéi truong c6 bd sung BA Kinetin, cNAA (sau 4 tuin)
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Bang 3. Anh huédng cua BA, kinetin va IBA dén kha ning tai sinh

chéi in vitro, cu in vitro tit vay ca doi

IBA S6 chéi/méu Chiéu cao chéi (cm) Dac diém chdi
(mg/) W1  H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 Hss
0 243 255 332 241 249 229 721 755 876 921 843 7.2 ++ o+t o+t o+ o+ 4+
0,25 3,02 321 356 255 265 2,76 8,13 11,22 1224 13,33 9,88 7.98 +++ +++ +++  ++  +++ H+
05 237 267 338 249 251 232 7,62 910 935 10,81 911 834 ++  ++  ++  ++E o+ +id
075 2,92 278 312 287 294 19 644 612 845 866 623 721 ++ +  ++  ++  + +
1,0 261 201 28 193 209 119 755 896 7,97 745 644 653 + + + + + +
LSD5% 008 012 023 008 014 016 011 014 008 022 019 031

CV (%) 31 42 36 51 43 38 26 4,4 32 4,2 54 34

Ghi chu: Méi truong nén: MS + 30 g/l saccarose + BA (2,0-3,0 mg/l) (Ké thira két qua thi nghiém 1 thich hgp cho tung dong) +
1,0 mg/l Kinetin + 6,5 g/l agar.

Bang 4. Anh hudng cua BA, kinetin va aNAA
dén kha nang tai sinh chéi in vitro, cu in vitro tit vay cu déi

«NAA S6 chéi/mau Chiéu cao chéi (cm) Déc diém chdi
(Mg) W1 H3 H5 H12 H37 H85 H1  H3 H5  H12  H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 Hes
0 2,01 243 2,89 222 252 24 7,33 9,45 11,57 9,32 8,56 7.21 ++ ++ ++ ++ ++ ++
0,25 3,07 336 375 287 278 284 923 1365 1423 11,11 8,98 822 ++ ++  ++ ++ ++ ++
0,5 281 265 262 231 261 245 761 8,18 10,82 8,49 10,12 847 ++ ++  ++  +++ ++ +++
0,75 233 3,03 239 200 244 188 623 11,64 9,46 7,88 7,33 7.54  ++ + ++ ++ + +
1,0 209 198 3,16 180 191 1,79 7,35 7,93 8,39 6,11 7,12 6.67 + + + + + +
LSD 5% 022 014 026 010 014 018 034 0,18 0,42 0,20 0,18 0,36

CV (%) 3,8 5,6 3,8 4,2 3,8 5,4 3,0 5,0 3,6 4,4 5,8 3,2

Ghi chu: Méi truong nén: MS + 30 g/l saccarose + BA (2,0-3,0 mg/l) (Ké thira két qua thi nghiém 1 thich hgp cho tung dong) +
1,0 mg/l Kinetin + 6,5 g/l agar.
+++: Tét (Choi dep, mau 1a xanh dam); ++: Trung binh (Chéi dep, 14 xanh nhat); +: Kém (Chéi kém, 14 mau xanh nhat)

a) Anh huéng ctia BA, kinetin va IBA dén
kha ning tai sinh chéi in vitro

hgp BA, Kinetin va IBA. Tuy nhién chat lugng
chdi t6t hon thu duge & t6 hop c¢6 b6 sung IBA.
Cong thic t6i uu cho ty 1& phat sinh chéi tét
nhat ti vay ca doi la: MS + 2,0-3,0 mg/l BA (Ké&
thita két qua tu thi nghiém 3.1.1) + 1,0 mg/l
kinetin + 0,25 mg/l aNAA cho hé s6 nhan choi
cao hon (tit 2,78-3,75 ch6i/mau).

Két qua 6 bang 3 cho thay, cac dong lai H1,
H12, H37 ¢6 moi truéng MS + 2,0 mg/l BA + 1,0
mg/l kinetine + 0,25 mg/l IBA, dong H3, H5,
H85 ¢6 moi truong thich hgp MS + 3,0 mg/l BA
+ 1,0 mg/l kinetine + 0,25 mg/1 IBA cho hiéu qua
tai sinh cao. So véi cong thtic d6i ching, s
chdi/mau, chiéu cao chdi va chat lugng chéi déu
cao hon. S6 chdi dat cao nhat ¢ giong H5 (3,56
chdi/mau), tiép dén 1a H3 (3,02 choi/mau) va hé
s6 nhan thadp nhat & gidng H12 dat (2,55
chdi/mau) (Bang 3).

3.2. Nghién cttu nhin nhanh tit vat liéu cu
nho in vitro

3.2.1. Anh hudng cua BA, kinetin va aNAA
dén hé s6 nhin chéi tir cti nhd in vitro

b) Anh hudng ctia BA, kinetin va aNAA dén
kha nang tai sinh chdi in vitro

Cac két qua 6 bang 4 cho thay td hop BA,
Kinetin va aNAA c6 anh hudng uvu thé hon kha
nang tai sinh chéi in vitro tit vay ct ddi so véi td

T két qua trén cho thdy, hé s& nhan tu
chdi in vitro cdy Lan Hué mang chua cao, chi
dat 3,75 chéi/mau. Pay chinh la kho khén trong
qua trinh nhén nhanh in vitro cac loai thugc chi
Hippeastrum.
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Trong qua trinh tao vat liéu khdi dau, vay ca
doi thudng c6 xu huéng tao ci nhé déng thdi véi
tao choi, ching t6i da st dung céac ct nhé nay cét
thanh 4 phan déu nhau theo chiéu doc cia ct, méi
lat cit déu chtia mot phan dé€ ¢t va ciy vao mdi
trucong MS + 1,0 mg/l kinetine + 0,25 mg/l aNAA +
30 g/l Saccarose + 100 ml/1 ND + 6,5 g/l agar + BA
¢ cac nong d6 khac nhau. Sau 2 tuan nudi cdy cac
14t cit nay bat dau tao chdi. Két qua thi nghiém
(Bang 5) sau 4 tuan nudi cay cho thay. 100% mau
bat chéi méi va s6 lugng chdi thu duge khi bé ctt
cao hon rd dét, dat 5,65 choimau (H12), 4,32
chbi/mau (H3). Cac dong lai con lai déu dat trén
4,0 ch6i/mau (Bang 5).

3.2.2. Anh huéng ciia BA, Kinetin va IBA
dén hé s6 nhin chéi tir cti nhd in vitro

Két qua thi nghiéem (Bang 6) sau 4 tuin
nudi cay cho thay, 100% mau bat chdi méi va s6
lugng chdi thu duge khi nhén tit ¢t nhd in vitro
cao hon so v6i cong thic khi nhan ti vay ca doi
rd rét, dat 4,69 chdéi/mau ddi véi dong lai H12 va
4,57 choi/mau déi v6i dong lai H5. Cac dong lai
con lai déu dat trén 4 chéi/mau (Bang 6).

Két qua thi nghiém ciing cho thay, anh
hudng ctia viéc b sung BA vao méi trudng nhan
gibng 1a rat rd rét. Cong thiic khong bd sung BA
cho hé s6 nhan cao nhit ciing chi dat 2,11
chéi/mau (H3) trong khi c6 BA hé s6 nhan t6i uu
dat 4,69 chdéi/mau (H12).

Qua két qua ti hai thi nghiém trén day da
chting minh anh hudng tich cuc cia aNAA t6i hé
s6 nhan chdi cay lan Hué 14 cao hon so véi auxin
IBA (Béng 6).

Bang 5. Anh hudng ctia BA, kinetin va aNAA dén kha ning tai sinh chéi tit ctt nhé in vitro

BA S6 chéilmau Dac diém chdi
(mg/l) H1 H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85
0 141 211 1,21 122 1,09 129 + + + + + +
1,0 237 255 223 230 215 207 + ++ + ++ + +
2,0 255 243 321 266 256 212 ++ ++ + ++ + ++
3,0 292 432 312 387 321 2.67 ++ - ++ + ++ ++
4,0 4,78 3,82 5,42 4,32 4,23 5.22 +++ ++ +++ ++ ++ +++
5,0 3,22 2,51 4,12 5,65 5,34 3.09 ++ + ++ +++ +++ ++
LSD5% 010 032 008 012 026 018
cV(%) 30 2,6 48 32 54 36

Ghi chd: Méi truong nén: MS + 1,0 mg/l Kinetin + 0,25 mg/l aNAA + 100 mVI ND + 6,5 g/l agar
+++: Tét (Choi dep, mau la xanh dam); ++: Trung binh (Chéi dep, 14 xanh nhat); +: Kém (Chéi kém, 14 mau xanh nhat)

Bang 6. Anh huéng ctia BA, kinetin va IBA dén kha ning tai sinh chéi tit ctt nhé in vitro

S6 chéi/mau Déc diém chdi
BA (mg/l)
H1 H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85
0 1,21 1,42 1,63 1,32 1,38 1.34 + + + + + +
1,0 2,31 2,32 2,78 2,45 2,28 2.21 + ++ + ++ + +
2,0 2,45 3,39 3,19 2,87 2,66 2.26 ++ ++ + ++ + ++
3,0 3,19 4,10 3,07 3,92 3,09 2.98 ++ +++ ++ + ++ ++
4,0 4,57 3,84 4,57 4,09 4,01 4.26 +++ ++ +++ ++ ++ +++
5,0 3,22 2,71 4,12 4,69 4,34 3.49 ++ + ++ +t +t ++
LSD 5% 0,14 0,30 0,10 0,16 0,28 0,20
CV (%) 32 2,2 4,0 38 4,6 30

Ghi chd: Méi truong nén: MS + 1.0 mg/l Kinetin + 0.25mg/l IBA (Ké thita tu két qua thi nghiém 3) + 6,5 g/l agar

+++: Tét (Choi dep, mau la xanh dam); ++: Trung binh (Chéi dep, 14 xanh nhat); +: Kém (Chéi kém, 1a mau xanh nhat)
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H37

H12

H85

Hinh 2. K&t qua nhan nhanh ti ¢t nhé in vitro ciia 6 dong lai hoa Lan Hué
trén moéi trudng co bd sung BA, kinetin va aNAA (sau 4 tuin)

3.3. Tao cay hoan chinh

Két qua nghién ciiu tao ré cho chéi lan Hué
duge trinh bay trong bang 7 va 8. Két qua cho
théy, ré in vitro cAy Lan Hué lai c6 thé hinh thanh
ngay trén moéi truong MS khong b sung chét diéu
tiét sinh trudng, tuy nhién thdi gian ra ré lau va
ty 1é tao ré ciing nhu s6 ré/chéi thap.

3.3.1. Anh huéng ctia «NAA dén kh3 ning
ra ré ciy Lan Hué lai

Khi b8 sung aNAA vao mdi trudng thi ty 1é
mau tao ré va so ré/chdi déu dat cao hon, dic
biét 14 & cong thiic b sung 1,5 mg/l aNAA (ty 1é
ra ré 96,3-100%), tuy nhién chiéu dai ré dat cao
nh4t khi b8 sung vao méi trusng 2,0 mg/l aNAA.
Bang 7 thé hién kha ning ra ré caa chdéi Lan
Hué lai trén moi truong chtia aNAA sau 8 tuan
nudi ciy.

Khi b6 sung 0-NAA vao méi trusng nudi cdy
véi dai noéng do tir 0,5-2,0 mg/l, ty 1é hinh thanh
ré cao hon. Bang 7 cho th4y, khi ting nong d6 a-

NAA, ty 1& hinh thanh ré ciing tang theo, s6
lugng ré cling ting tuy dong. Nong d6 thich hgp
cho da sd cac dong lai nay la tu 1,5-2,0 mg/l
aNAA cho s6 lugng ré kha cao dat tit 4-6 ré/choi.
Chat lugng ré tot, khoe (Bang 7)

3.3.2. Anh hudng ciia than hoat tinh dén
kha néng ra ré cdy Lan Hué lai

Vai trod tich cuc ctia than hoat tinh da duge
chiing minh trong nhiéu nghién ctu trén cac doi
tugng khac nhau (Nguyén Quang Thach va cs.,
2004). Trong thi nghiém nay da st dung than hoat
tinh véi cac liéu lugng khac nhau (0,1-0,7 g/l) bd
sung vao mdi truong MS + 30 g/l saccarose + 6,5
g/l agar dé x4c dinh vai trd cia than hoat tinh d6i
v6i su ra ré cia cay Lan Hué lai.

Két qua thi nghiém & bang 8 cho théy, bd
sung than hoat tinh c6 tac dung kich thich su ra
ré manh mé. So véi cong thiic bd sung aNAA, s&
ré tao ra it hon nhung chat lugng ré cua cay tot
hon (ngén, map) (Bang 8).
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Hinh 3. Ré cac dong Lan Hué lai sau 4 tuan

Bang 7. Anh hudng ctia «NAA dén kha nang ra ré cac dong lan Hué lai in vitro

aNAA Ty 1é mau tao ré (%) S6 ré/mau (ré) Déc diém ré

Me) W1 H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85
0 236 13,1 21,3 19,7 228 134 1,21 142 163 132 1,38 134 + + + + + +
0,5 331 353 414 379 332 391 231 232 278 245 228 221 + ++ + ++ + +
1,0 86,7 964 932 874 769 838 245 339 319 287 266 226 ++ ++ + ++ + ++
1,5 100 100 96,3 100 99,6 100 3,19 4,10 3,07 392 3,09 298 ++ +++ ++ + ++ ++
2,0 100 100 100 100 100 100 4,57 384 457 4,09 401 426 +++ ++ +++ ++ ++ +++

LSD 5% 026 006 0,12 024 030 022

CV (%) 32 4,3 37 3,9 4,1 4,9

Ghi chi: Méi truong nén: MS + 100 mlI/I ND + 6,5 g/l agar

Bang 8. Anh hudng ctia than hoat tinh dén kha ning ra ré cac dong lan Hué lai in vitro

c Ty 1é mau tao ré (%) S6 ré/mau (ré) Dic diém ré
@) W1 W3 W5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85 H1 H3 H5 H12 H37 H85
0 23,6 13,1 21,3 19,7 228 13,4 1,21 1,42 0,91 1,32 1,38 1.34 + + + + + +
0,1 73,1 75,6 68,1 57,9 53,2 499 1,31 1,20 1,28 1,44 1,88 233 + ++ + ++ + +
0,3 84,7 836 836 867 86 838 156 1,13 122 287 166 242 ++ ++ + ++ + ++
0,5 100 924 81,7 913 946 100 209 157 163 29 221 298 ++ +++ ++ + ++ ++
0,7 883 849 878 774 881 100 257 169 1,79 265 2,73 256 @ +++ ++ +++ ++ ++ +++
LSD 5% 0,3 0,08 006 009 012 021
CV (%) 3,6 4,1 3,1 4,2 5,6 4,3

Ghi chi: Méi truong nén: MS + 100 ml/I ND + 6,5 g/l agar
+++: Tét (Ré dep, map, mau tring); ++: Trung binh (ré dep, mau tring, manh); +: Kém (Ré vang va yéu)
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3.4. Giai doan ngoai vuon vom

Cay con in vitro dugc tréong ngoai vudn uom
trén céc loai gia thé khéac nhau:

CT1: Gi4 thé 100% cat
CT2: Gia thé 50% cat vang + 50% tr&u hun
CT3: Gia thé 75% cat vang + 25% tr&u hun

Két qua nghién ctiu anh hudng cta lac loai

Pham Buc Trong, Nguyén Hanh Hoa, Phi Thi Cam Mién

gia thé dén ty 1é séng va kha ning sinh
trudng cta cdy Lan Hué in vitro dugc trinh
bay & bang 9. Gia thé cat: trau hun véi ty 1é
3:1 (v/v) v6i ch& @b tudi 3 lan/ngay cho ty 1é&
séng so6t cao nhat dat 100%, cdy sinh trudng
phéat trién khée manh.

Trén gia thé nay, s6 ré méi tao ra nhiéu, chiéu
dai ré dai nhat 4,95cm (H1) va 3,91cm (H37).

Bang 9. Anh hudng cta cac loai gia thé dén sy sinh trudng va phat trién
cua cAy Lan Hué lai sau in vitro (Sau 4 tuan ra cay)

Gia S6ré mai (ré) Chiéu dai ré (cm)

thé H1 H3 H5 H12  H37  H85 H1 H3 H5 H12  H37  H85

cT1 1,21 095 110 112 131 114 200 243 276 213 18 251

cT2 1,33 065 074 103 166 198 212 235 293 231 202 206

cT3 222 215 376 244 241 395 392 452 495 38 391 502
LSD 5% 016 006 012 014 020 022 008 016 024 010 018
CV (%) 24 43 37 33 36 3,1 200 24 32 26 2,00

Hinh 4. Hinh anh cac dong lan Hué lai ngoai vuon wom sau 4 tuan ra cay
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QUY TRINH NUOI CAY MO SAU DONG HOA LAN HUE LAI

“ Cu cay hoa Lan Hué lai
[ ..

Y ’
- v

Dé cl dinh 2 vay cl cdy vao MS + 5,5 g/l agar (sau 2 tuan)

Mai trwerng khéi dong: 100% mau phat sinh chdi sau 4 tuan
H1: 3,0 mg/l BA +1,0 mg/l Kinetin + 0,25 mg/l aNAA

H3: 3,0 mg/I BA + 1,0 mg/l Kinetin + 0.25 mg/l aNAA

H5: 3,0 mg/I BA + 1,0 mg/l Kinetin + 0,25 mg/l aNAA

H12: 2,0 mg/l BA + 1,0 mg/l Kinetin + 0,25 mg/l aNAA

H37: MS + 3,0 mg/l BA + 1,0 mg/IKinetin + 0,25 mg/l aNAA
H85: MS + 3,0 mg/l BA + 1,0 mg/l Kinetin + 0,25 mg/l aNAA

Nhan nhanh ti¥ ¢t nhé: Hé s& nhan cao nhét dat 5,65 chdi/mau

H1, H5, H85: MS + 4,0 mg/l BA + 1,0 mg/l Kinetin + 0,25 mg/l aNAA
H3: MS + 3,0 mg/I BA + 1,0 mg/I Kinetin + 0,25 mg/l aNAA

H12, H37: MS + 5,0 mg/I BA + 1,0 mg/IKinetin + 0,25 mg/l aNAA

100% chdi ra ré sau 4 tudn
H1, H5, H12, H37, H85: MS +2,0 mg/l aNAA
H3: MS + 1,5 mg/l aNAA

75% cét : 25% trdu hun
Ty & séng 100%
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4. KET LUAN

4.1. Giai doan phat sinh hinh thai cia mau
nudi cay ti vay cua doi

Mbi truong téi uu cho su phét sinh hinh
thai cia dong lai hoa Lan Hué:

Dong lai H1: 3,0 mg/l BA + 1,0 mg/l Kinetin
+ 0,25 mg/l aNAA cho 3,07 chdi/mau

Dong lai H3: 3,0 mg/l BA + 1,0 mg/l Kinetin
+ 0,25 mg/l aNAA cho 3,36 choi/mau

Dong lai H5: 3,0 mg/l BA + 1,0 mg/l Kinetin
+ 0,25 mg/l aNAA cho 3,75 choi/mau

Dong lai H12: 2,0 mg/l BA + 1,0 mg/l
Kinetin + 0,25 mg/l aNAA cho 2,87 chéi/mau

Dong lai H37: MS + 3,0 mg/l BA + 1,0 mg/l
Kinetin + 0,25 mg/l aNAA cho 2,78 chbéi/mau

Dong lai H85: MS + 3,0 mg/l BA + 1,0 mg/l
Kinetin + 0,25 mg/l aNAA cho 2,84 chbi/mau

4.2. Giai doan nhan nhanh titr ci nhé in
vitro

Mbi truong t6i uu cho hé s6 nhan chéi cao
nhat la:

Maéi truong nén: MS + 1,0 mg/l kinetin +
0,25 mg/l aNAA + 30 g/l saccarose + 100ml/1 ND
+ 5,5 g/l agar.

Dong lai H1: 4,0 mg/l BA cho 4,78 chéi/mau.

Dong lai H3: 3,0 mg/l BA cho 4,32 chéi/mau.

Dong lai H5: 4,0 mg/l BA cho 5,42 chéi/mau.

Dong lai H12: 5,0 mg/l BA cho 5,65
chdi/mau.

Dong lai H37: 5,0 mg/l BA cho 5,34
chdi/mau.

Dong lai H85: 4,0 mg/l BA cho 5,22
chdi/mau.

4.3. Giai doan tao cay hoan chinh

Mboi truong ra ré phu hgp nhat cho 6 dong
lai hoa Lan Hué la: MTN: MS + 30 g/l saccarose
+ 100 ml/1 ND + 5,5 g/l agar.

Dong lai H1, H5, H12, H37, H85: 2,0 mg/l
alNAA.

Dong lai H3: 1,5 mg/l aNAA.

Pham B¢ Trong, Nguyén Hanh Hoa, Phi Thi CAm Mién

4.4. Giai doan vuén vom

Gia thé phtt hgp nhét cho su sinh trudng
cay lan Hué in vitro ngoai vudn uom la: 75% cat:
25% trau hun.
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