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X¢Y DùNG QUY TR×NH NH¢N NHANH GIèNG §ÞA LAN HåNG HOμNG 
(Cymbidium iridioides) B»NG Kü THUËT NU¤I CÊY M¤ TÕ BμO 

Establishment of the Protocol for Hong Hoang (Cymbidium iridioides) 
Propagation by Tissuse Culture Technique 

Hoàng Thị Nga, Nguyễn Quang Thạch, Đỗ Đức Thịnh, Hoàng Minh Tú 

Viện Sinh học Nông nghiệp, Trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội 

TÓM TẮT 
Nhân giống địa lan Hồng Hoàng - một giống địa lan quí bằng kỹ thuật nuôi cấy mô đang là nhu cầu 

bức xúc của thực tiễn sản xuất lan thương mại ở Việt Nam. Các công bố kết quả nghiên cứu về vấn đề 
này hầu như chưa có. Mục tiêu của nghiên cứu này nhằm thiết lập một qui trình nhân giống hiệu quả 
loài lan này. Các chồi non có kích thước từ 4 - 6 cm hoặc hạt được sử dụng làm mẫu cấy, môi trường 
tối ưu để khởi động mẫu chồi là: MS + 2% saccaro + 0,65% agar + 1,5 ppm BA, (hoặc 2 ppm Kinetin)/l, 
để gieo hạt: MS + 1% saccaro + 0,1% peptone + 0,1% than hoạt tính + 0,65% agar/l. Môi trường thích 
hợp để nuôi cấy lát mỏng đã xác định là: MS +1 ppm K + 2% saccaro. Môi trường thích hợp nhất để 
nhân giống  MS + 2% saccaro + 1,0 ppm Kinetin (hoặc 0,5 ppm BA) + 0,65% agar. Nghiên cứu đã xác 
định được môi trường tối thích để tạo cây hoàn chỉnh là MS + 0,1% than hoạt tính + 2,5% saccaro. 

Từ khóa: Địa lan Hồng Hoàng, giả hành, nuôi cấy lát mỏng, nhân nhanh in vitro, sự tái sinh. 

SUMMARY 
The propagation of the endangered species Cymbidium iridioides (Hong Hoang) by tissue culture 

is an urgent requirement in Viet Nam for commercial production. The aim of this study was to establish 
a successful protocol for in vitro propagation of that species. The experiment was arranged in a 
randomized complete block (RCB) with 3 replications. Using 4 - 6 cm young buds or seed as explants, 
the best media for initial establishment of the culture were MS + 2% saccharose + 0.65% agar + 1.5 ppm 
BA, (or 2 ppm Kinetin)/liter for apex regeneration and MS + 1% saccharose + 0.1% peptone + 0.1% 
active charcoal + 0.56% agar/liter for seed germination. The optimal medium for thin cell layer culture 
was MS + 1 ppm K + 2% saccharose. Media containing MS + 2% saccharose + 1.0 ppm Kinetin (or  0.5 
ppm BA) + 0.65% agar and MS + 0.1% active charcoal  + 2.5%  saccharose were identified to be optimal 
for  propagation and regeneration, respectively. 

Key words: In vitro propagation, Cymbidium, regeneration, thin cell layer culture.  

1. §ÆT VÊN ®Ò 

Mét sè gièng lan quý nh− Hång Hoμng 
(Cymbidium iridioides), B¹ch Ngäc 
(Cymbidium eburnenum Reichb) (TrÇn 
Hîp, 1998)… ®ang ®øng tr−íc nguy c¬ c¹n 
kiÖt do n¹n khai th¸c lan rõng bõa b·i cña 
ng−êi d©n. §Ó b¶o tån, ph¸t triÓn nghÒ 
trång hoa, c©y c¶nh cña c¸c ®Þa ph−¬ng 
miÒn nói phÝa B¾c, c«ng nghÖ nu«i cÊy m« 
tÕ bμo thùc vËt ®−a vμo øng dông trong 
s¶n xuÊt lμ mét h−íng ph¸t triÓn ®óng 
®¾n.  

Ngay tõ n¨m 1963, ph−¬ng ph¸p nh©n 
gièng ®Þa lan (Cymbidium) b»ng kü thuËt 
nu«i cÊy m« ®· ®−îc ®Ò xuÊt (Morel, 1963), 
sau nμy ®−îc ph¸t triÓn thμnh c«ng nghÖ 
vμ ®−îc ¸p dông réng r·i. Tõ ®ã ®Õn nay, 
ph−¬ng ph¸p nμy ®· ®−îc sö dông ®Ó nh©n 
gièng ®Þa lan ë hÇu hÕt c¸c n−íc trªn thÕ 
giíi. Tuy nhiªn, c¸c nghiªn cøu theo h−íng 
nμy trªn c©y ®Þa lan ë ViÖt Nam cßn rÊt Ýt 
ái. Ph¹m ThÞ Liªn (2000) khi c«ng bè kÕt 
qu¶ nghiªn cøu ®¸nh gi¸ mét sè loμi ®Þa 
lan ë miÒn B¾c ViÖt Nam vμ b−íc ®Çu thö 
nghiÖm nh©n gièng in vitro ®Þa lan ®· cho 
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r»ng mét sè gièng ®Þa lan b¶n ®Þa kh«ng 
nh©n ®−îc b»ng nu«i cÊy m«. NguyÔn 
Quang Th¹ch, Hoμng ThÞ Nga (2004) còng 
®· cã nh÷ng nghiªn cøu b−íc ®Çu thμnh 
c«ng trong viÖc nh©n mét sè gièng §Þa lan 
quý ë ViÖt Nam nh−ng chñ yÕu lμ c¸c 
gièng th−¬ng m¹i. V× vËy môc tiªu cña 
nghiªn cøu nμy nh»m thiÕt lËp mét qui  
tr×nh nh©n gièng hiÖu qu¶ loμi ®Þa lan 
Hång Hoμng. 

2. VËT LIÖU Vμ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU 

Chåi, qu¶ cña c©y ®Þa lan Hång Hoμng 
®−îc thu thËp tõ Sa Pa. Chåi Hång Hoμng 
cã kÝch th−íc 4 - 6 cm,  trªn mçi chåi nμy 
th−êng cã 2 - 3 m¾t ngñ vμ 1 chåi ®Ønh. 
Chåi lÊy vÒ ®−îc röa s¹ch b»ng n−íc xμ 
phßng lo·ng. §−a vμo buång cÊy v« trïng 
dïng HgCl2 0,1% (1 gam/lÝt) khö trïng 
theo ph−¬ng ph¸p khö trïng kÐp lÇn 1 lμ 7 
phót, sau ®ã bãc l¸ bao bªn ngoμi t¸ch c¸c 
m¾t ngñ riªng rÏ, khö trïng l¹i b»ng 
HgCl2 0,1% trong 1 phót sau ®ã röa l¹i 
mÉu b»ng n−íc cÊt v« trïng 4 - 5 lÇn råi 
cÊy mÉu vμo m«i tr−êng.  

Nh÷ng c©y ®Þa lan b¶n ®Þa th−êng lμ 
c¸c gièng thuÇn, v× vËy viÖc t¹o qu¶ ®Ó lÊy 
h¹t gieo lμ mét trong nh÷ng gi¶i ph¸p kh¸ 
h÷u hiÖu ®Ó nh©n gièng v× sù ph©n ly rÊt 
thÊp. Khi qu¶ b¾t ®Çu chuyÓn tõ mμu 
xanh sang vμng nh¹t, da h¬i nh¨n l¹i cã 

thÓ thu h¸i ®−îc. Dïng cån 700 lau s¹ch 
qu¶ råi ng©m trong dung dÞch HgCl2 0,1% 
trong 10 phót  röa l¹i b»ng n−íc v« trïng 
3 lÇn sau ®ã bæ qu¶ g¹t lÊy h¹t ®Ó cÊy vμo 
m«i tr−êng. 

Trong thÝ nghiÖm nμy, chóng t«i ®· sö 
dông ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy l¸t máng tÕ 
bμo. §©y lμ ph−¬ng ph¸p ®−îc xem lμ tèt 
nhÊt hiÖn nay ®Ó t¨ng nhanh hiÖu qu¶ cña 
qu¸ tr×nh nh©n nhanh ®Æc biÖt lμ qu¸ 
tr×nh t¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu. Chåi, 
thÓ sinh chåi (protocorm) ®−îc sö dông 
lμm nguyªn liÖu c¾t l¸t máng. KÝch th−íc 
c¸c l¸t máng  0,3 - 0,5 mm.  

ThÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hμnh t¹i Phßng 
thÝ nghiÖm nu«i cÊy m«, ViÖn Sinh häc 
N«ng nghiÖp - Tr−êng §¹i häc N«ng 
nghiÖp Hμ Néi trong ®iÒu kiÖn nh©n t¹o 
víi chÕ ®é chiÕu s¸ng 2500 - 3000 lux, thêi 
gian chiÕu s¸ng 12 giê/ngμy, nhiÖt ®é 23 - 
25oC. 

C¸c thÝ nghiÖm ®−îc bè trÝ theo kiÓu 
CRD, 3 lÇn lÆp l¹i, mçi c«ng thøc (CT) theo 
dâi 15 - 50 c¸ thÓ, theo dâi th−êng xuyªn 10 
- 15 ngμy/lÇn ®o ®Õm c¸c chØ tiªu sinh 
tr−ëng vμ ph¸t triÓn cña c«ng thøc thÝ 
nghiÖm. §¸nh gi¸ thÝ nghiÖm sau 8 - 14 
tuÇn theo dâi. Sè liÖu ®−îc xö lý thèng kª 
sinh häc theo ch−¬ng tr×nh IRRISTAT 5.0.  

3. KÕT QU¶ NGHI£N CøU Vμ TH¶O 
    LUËN

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chồi hoa lan Quả hoa lan 

H×nh 1. MÉu chåi vμ qu¶ hoa lan Hång Hoμng dïng trong nghiªn cøu 
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3.1. T¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu 

3.1.1. T¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu tõ chåi 

Chåi sau khi khö trïng ®−a vμo m«i 

tr−êng nu«i cÊy trªn m«i tr−êng cã bæ 
sung c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng (BA - 
benzyladenin, K - Kinetin) ë nh÷ng nång 
®é kh¸c nhau (0 - 3 ppm). 

B¶ng 1. ¶nh h−ëng cña BA ®Õn qu¸ tr×nh ph¸t sinh h×nh th¸i 
mÉu chåi c©y Hång Hoμng (sau 12 tuÇn nu«i cÊy) 

                                                Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức 

Tỷ lệ tạo chồi 
(%) 

Tỷ lệ tạo protocorm 
(%) 

Protocorm, chồi 
tạo ra/mẫu cấy 

CT1: (Đ/C): MS + 2% đường + 0,65% agar 100,00 0,00 1,00 

CT2: ĐC + 0,3 ppm BA    33,10 66,90 1,34 

CT3: ĐC + 0,5 ppm BA    21,57 78,43 1,87 

CT4: ĐC + 1,0 ppm BA      5,56 94,44 2,35 

CT5: ĐC + 1,5 ppm BA 0,00 100,00 3,76 

CT6: ĐC + 2,0 ppm BA 0,00 100,00 3,21 

CT7: ĐC +3,0 ppm BA 0,00 100,00 2,98 

B¶ng 2. ¶nh h−ëng cña Kinetin ®Õn qu¸ tr×nh ph¸t sinh h×nh th¸i 
mÉu chåi c©y Hång Hoμng (sau 12 tuÇn nu«i cÊy) 

                                               Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức 

Tỷ lệ tạo chồi 
(%) 

Tỷ lệ tạo protocorm 
(%) 

Protocorm, chồi 
tạo ra/mẫu cấy 

CT1: (Đ/C): MS + 2% đường + 0,65% agar 100,00 0,00 1,00 

CT2: ĐC + 0,3 ppm Kinetin 15,08 84,92 1,28 

CT3: Đ/C+ 0,5 ppm Kinetin 13,10 86,90 1,65 

CT4: ĐC + 1,0 ppm Kinetin 11,57 88,43 2,05 

CT5: ĐC + 1,5 ppm Kinetin   3,00 97,00 2,48 

CT6: ĐC + 2,0 ppm Kinetin 0,00 100,00 3,01 

CT7: ĐC +3,0 ppm Kinetin 0,00 100,00 2,83 

Protocorm :Thể sinh chồi 

KÕt qu¶ b¶ng 1 vμ 2 cho thÊy: c¸c 
chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng BA vμ Kinetin 
cã t¸c dông kÝch thÝch sù ph¸t sinh h×nh 
th¸i cña mÉu cÊy theo h−íng t¹o c¸c thÓ 
sinh chåi (protocorm) ®©y chÝnh lμ nguån 
nguyªn liÖu phôc vô cho qu¸ tr×nh nh©n 
nhanh tiÕp theo. Trong khi ®ã, trªn m«i 
tr−êng kh«ng cã bæ sung BA hay K, mÉu 
cÊy ban ®Çu chØ h×nh thμnh 1 chåi duy 
nhÊt. Nång ®é BA hay K cμng cao th× 
cμng t¨ng tû lÖ t¹o protocorm (tõ 66,9 - 
100%). C¸c c«ng thøc cã bæ sung BA nång 

®é 1,5 ppm vμ Kinetin ë nång ®é 2 ppm 
trë lªn, tû lÖ ph¸t sinh h×nh th¸i ®Òu ®¹t 
100% theo h−íng t¹o protocorm. §ång 
thêi sè protocorm, chåi t¹o ra/mÉu cÊy 
®Òu ®¹t cao nhÊt ë m«i tr−êng cã bæ sung 
BA lμ 3,76 vμ Kinetin lμ 3,01. V× thÕ cã 
thÓ sö dông m«i tr−êng MS + 2% ®−êng + 
0,65% agar + 1,5 ppm BA (hoÆc 2 ppm 
Kinetin) ®Ó t¹o nguån vËt liÖu nu«i cÊy 
mÉu Hång Hoμng tõ chåi. 

3.1.2. T¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu tõ h¹t 
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B¶ng 3. ¶nh h−ëng cña nÒn m«i tr−êng gieo h¹t kh¸c nhau ®Õn tû lÖ n¶y mÇm 
vμ chÊt l−îng chåi tõ h¹t c©y Hång Hoμng (sau 6 tuÇn theo dâi) 

Sự biến đổi màu sắc, hình thái                                Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức 1 tuần 2 tuần 3 tuần 4 tuần 5 tuần 6 tuần 

Tỷ lệ 
nảy 

mầm 

Chất 
lượng 

CT1: MS + 1% đường + 0,1% 
peptone + 0,2% THT + 0,65% agar - - + ++ ++ +++ **** Tốt 

CT2: Knop + 1% đường + 0,1% 
peptone + 0,2% THT + 0,65% agar - - - + ++ +++ * Tốt 

CT3: V&W + 1% đường + 0,1% 
peptone + 0,2% THT + 0,65% agar - - + ++ ++ +++ *** Tốt 

CT4: Hyponex + 1% đường + 0,1% 
peptone + 0,2% THT + 0,65 % agar - - - + ++ +++ *** Tốt 

Ghi chú:       -  : Không có màu xanh 
              +  : Hơi xanh   * : Từ 0 – 25% 
           ++  : Xanh nhạt, tròn đều  ** : Từ 25 – 50% 
        +++ : Xanh đậm, tròn đều, bóng  *** : Từ 50 – 75% 
     ++++ : Hình thành chồi   **** : Từ 75 – 100% 

Trªn c¸c nÒn m«i tr−êng nu«i cÊy kh¸c 
nhau th× tû lÖ n¶y mÇm cña h¹t còng rÊt 
kh¸c nhau (B¶ng 3).  

Trªn nÒn m«i tr−êng Knop lμ m«i 
tr−êng nghÌo dinh d−ìng h¬n c¶ th× tû lÖ 
n¶y mÇm cña h¹t rÊt kÐm (chØ ®¹t 10 - 15 
%) chåi còng nh− thÓ protocorm h×nh 
thμnh cã chÊt l−îng rÊt kÐm. C¸c nÒn m«i 
tr−êng Hyponex vμ "Vacin and Went" cã tû 
lÖ n¶y mÇm cña h¹t chØ ®¹t 60 - 70% vμ 
chÊt l−îng cña mÉu t−¬ng ®èi tèt tuy 
nhiªn tû lÖ mÉu h×nh thμnh chåi thÊp h¬n 
so víi protocorm. §©y lμ ®Æc ®iÓm rÊt 
kh¸c. So víi h¹t phong lan trªn 2 nÒn m«i 
tr−êng nμy, tû lÖ n¶y mÇm cña h¹t phong 
lan ®¹t 100% chØ sau 2,5 - 3 tuÇn nu«i cÊy. 
ë m«i tr−êng MS h¹t ph¸t triÓn t−¬ng ®èi 
®Òu nhau vμ sím h¬n víi c¸c m«i tr−êng 
kh¸c. Tû lÖ h¹t n¶y mÇm ®¹t cao nhÊt (80 - 
90%) vμ ®ång thêi chÊt l−îng mÉu còng tèt 

nhÊt. Tû lÖ h×nh thμnh chåi 70 - 80%. C¸c 
chåi h×nh thμnh rÊt ®Òu nhau vμ cã mμu 
xanh ®Ëm. VËy m«i tr−êng thÝch hîp ®Ó 
gieo h¹t cho ®Þa lan Hång Hoμng lμ MS + 
1% ®−êng + 0,1% peptone + 0,2% than 
ho¹t tÝnh + 0,65% agar. 

3.2. C¸c thÝ nghiÖm nu«i cÊy l¸t máng 
       tÕ bμo 

Trong nh©n gièng in vitro, viÖc sö dông 
c¸c chåi ®Ønh hay chåi n¸ch lμ nguån mÉu 
tèt nhÊt lμm nguyªn liÖu ®−a vμo nu«i cÊy. 
Tuy nhiªn hÇu hÕt c¸c gièng ®Þa lan b¶n 
®Þa tèc ®é ®Î chåi rÊt kÐm v× vËy mμ nguån 
mÉu cã thÓ lÊy ®−îc rÊt Ýt. H¬n n÷a khi sö 
dông chåi ®Ønh hay chåi n¸ch lμm nguån 
vËt liÖu ®−a vμo nu«i cÊy in vitro th× cÇn 
ph¶i cã thêi gian rÊt dμi (3 - 4 th¸ng). Do 
®ã nÕu cã thÓ rót ng¾n ®−îc giai ®o¹n nμy 
th× sÏ rÊt cã ý nghÜa. 

B¶ng 4. ¶nh h−ëng cña BA ®Õn sù ph¸t sinh h×nh th¸i l¸t c¾t protocorm 
cña c©y lan Hång Hoμng (sau 6 tuÇn nu«i cÊy) 

                                   Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức 

Protocorm, chồi 
tạo ra/mẫu cấy 

Tỷ lệ mẫu tạo chồi 
(%) 

Tỷ lệ tạo 
protocorm  

(%) 

Tỷ lệ phát sinh 
hình thái 

(%) 
CT1(ĐC): MS + 2% đường + 0,65% agar 2,20 38,44 61,56 55,17 
CT2: ĐC+ 0,3 ppm BA 5,00 20,11 79,89 91,12 
CT3: ĐC+ 0,5 ppm BA 5,84 12,10 87,90 97,77 
CT4: ĐC+ 1,0 ppm BA 5,23 10,28 89,72 100,00 
CT5: ĐC+ 1,5 ppm BA 4,11   9,44 90¸56 100,00 
CT6: ĐC+ 2,0 ppm BA 3,44   7,39 92,61 100,00 
CT7: ĐC+ 3,0 ppm BA 2,93   3,50 96,50 100,00 
LSD (5%) 0,11    
CV (%)          3,50    
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B¶ng 5. ¶nh h−ëng cña Kinetin ®Õn sù ph¸t sinh h×nh th¸i l¸t c¾t protocorm 
cña c©y Hång Hoμng (sau 6 tuÇn nu«i cÊy) 

                                    Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức 

Protocorm, chồi 
tạo ra/mẫu cấy 

Tỷ lệ mẫu 
tạo chồi 

(%) 

Tỷ lệ tạo 
protocorm 

(%) 

Tỷ lệ phát sinh
hình thái 

(%) 

CT1 (ĐC): MS + 2% đường + 0,65%  agar 2,20 38,44 61,56 55,17 

CT2: ĐC + 0,3 ppm Kinetin 4,11 15,14 84,86 84,44 

CT3: ĐC + 0,5 ppm Kinetin 4,71 12,26 87,74 95,66 

CT4: ĐC + 1,0 ppm Kinetin 5,82 8,38 91,62 100,00 

CT5: ĐC + 1,5 ppm Kinetin 4,33 5,76 94,24 100,00 

CT6: ĐC + 2,0 ppm Kinetin 4,16 3,95 96,05 100,00 

CT7: ĐC + 3,0 ppm Kinetin 3,19 1,85 98,15 100,00 

LSD (5%) 0,82    

CV (%) 3,20    

     
Ph¸t sinh h×nh th¸i lμ sù h×nh thμnh 

chåi hay thÓ sinh chåi. ViÖc sö dông kü 
thuËt c¾t l¸t máng lμm t¨ng ®¸ng kÓ sè 
protocorm, chåi t¹o ra/mÉu cÊy (B¶ng 4 vμ 
B¶ng 5). Mçi chåi cã thÓ c¾t ®−îc nhiÒu l¸t 
máng cμng lμm t¨ng l−îng chåi vμ 
protocorm t¹o ra tõ mçi mÉu cÊy. Ngay 
trªn m«i tr−êng kh«ng cã bæ sung BA hay 
K th× trªn mçi l¸t máng trung b×nh ®· 
h×nh thμnh 2,2 chåi hay thÓ chåi (B¶ng 5). 

Tuy nhiªn chØ cã 55,17% sè l¸t máng 
cã sù h×nh ph¸t sinh h×nh th¸i. Khi bæ 
sung BA hay K vμo m«i tr−êng nu«i cÊy ®· 
kÝch thÝch sù ph¸t sinh h×nh th¸i cña l¸t 
máng rÊt m¹nh mÏ (79,89 - 100%).  

Trong ph¹m vi nång ®é BA tõ 0 - 0,5 
ppm vμ K tõ 0 - 1 pppm, khi t¨ng nång ®é 
lªn th× sù h×nh thμnh chåi, protocorm/l¸t 
máng còng t¨ng lªn (2,2 - 5,84) nh−ng khi 
nång ®é cao h¬n th× cïng víi sù t¨ng nång 
®é ((0,5 ppm (1 ppm) - 3ppm)) bæ sung vμo 
m«i tr−êng th× l¹i lμm gi¶m sù h×nh thμnh 
sè chåi, protocorm/l¸t máng (5,84 - 2,93). 
Víi nång ®é cao, c¸c protocorm thu ®−îc cã 
h×nh d¹ng sÇn sïi, xèp, mμu vμng nh¹t. 
§©y lμ nh÷ng protocorm kÐm chÊt l−îng 
rÊt khã ph¸t triÓn h×nh c©y.  

Sè protocorm, chåi t¹o ra/mÉu cÊy cña 
c¸c mÉu nu«i cÊy cña l¸t máng Hång 
Hoμng ®¹t ®−îc lín nhÊt 5,84 ë nång ®é 
0,5 ppm BA tuy nhiªn khi bæ sung Kinetin 
vμo m«i tr−êng nu«i cÊy l¸t máng thu ®−îc 
protocorm cã mμu xanh bãng, khoÎ m¹nh 
vμ sè protocorm, chåi t¹o ra/mÉu cÊy khi 
bæ sung 1,0ppm Kinetin vμo m«i tr−êng 
nu«i cÊy còng rÊt lín (5,82 lÇn) do ®ã ta cã 
thÓ sö dông m«i tr−êng sau ®Ó nu«i cÊy l¸t 
máng ®èi víi mÉu ®Þa lan Hång Hoμng: 
MS + 2% ®−êng + 0,65% agar + 1,0 ppm 
Kinetin (hoÆc 0,5 ppm BA). 

Tõ 1 mÉu chåi ban ®Çu víi ph−¬ng 
ph¸p LMTB sau 11 - 12 tuÇn nu«i cÊy (4 - 
5 tuÇn trªn m«i tr−êng nu«i cÊy khëi ®éng, 
7 - 8 tuÇn trªn m«i tr−êng nu«i cÊy l¸t 
máng) sÏ thu ®−îc 5 l¸t/chåi *70% (tû lÖ 
cña l¸t máng ph¸t sinh h×nh th¸i) *5,82 
(5,84) = 20,37 – 20,30 chåi, protocorm. 
Nh− vËy b»ng ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy l¸t 
máng th× ta cã thÓ t¹o vËt liÖu khëi ®Çu 
l−îng mÉu cao gÊp 4 - 5 lÇn so víi ph−¬ng 
ph¸p th«ng th−êng (®¹t 3,7 - 4 chåi, 
protocorm/mÉu chåi). 
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3.3. Giai ®o¹n nh©n nhanh 
Môc tiªu nghiªn cøu ë giai ®o¹n nμy lμ 

t×m ra m«i tr−êng tèt nhÊt ®Ó cã ®−îc 
nhiÒu chåi, protocorm nhÊt trong thêi gian 

ng¾n nhÊt. M«i tr−êng nu«i cÊy ®−îc bæ 
sung vμo c¸c hîp chÊt cytokinin víi nång 
®é kh¸c nhau ®Ó kÝch thÝch sù nh©n nhanh 
cña chåi, protocorm.  

B¶ng 6. ¶nh h−ëng cña BA ®Õn hÖ sè nh©n vμ chÊt l−îng protocorm 
cña c©y Hång Hoμng (sau 6 tuÇn nu«i cÊy) 

                                           Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức 

Hệ số nhân 
(lần) 

Tỷ lệ mẫu tạo chồi 
(%) 

Tỷ lệ tạo protocorm 
(%) 

Chất 
lượng 

CT1(ĐC): MS + 2% đường + 0,65% agar +
                 15% ND 1,65 78,76 21,24 TB 

CT2: ĐC+ 0,3 ppm BA 1,78 53,43 46,57 TB 
CT3: ĐC+ 0,5 ppm BA 1,90 38,80 61,20 Tốt 
CT4: ĐC+ 0,7 ppm BA 2,62 10,12 89,88 Rất tốt 
CT5: ĐC+ 1,0 ppm BA 2,49 6,52 93,48 Tốt 
CT6: ĐC+ 1,5 ppm BA 2,04 0 100 Tốt 
CT7: ĐC+ 2,0 ppm BA 1,80 0 100 Tốt 
CT8: ĐC+ 3,0 ppm BA 1,33 0 100 TB 
LSD (5%) 0,11    
CV (%) 3.2    

B¶ng 7. ¶nh h−ëng cña Kinetin ®Õn hÖ sè nh©n vμ chÊt l−îng protocorm 
cña c©y Hång Hoμng (sau 6 tuÇn nu«i cÊy) 

                                          Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức 

Hệ số nhân 
(lần) 

Tỷ lệ mẫu tạo chồi 
(%) 

Tỷ lệ tạo protocorm 
(%) 

Chất 
lượng 

CT1(ĐC): MS + 2% đường + 0,65% agar + 
                  15% ND 1,65 78,76 21,24 TB 

CT2: ĐC+ 0,3 ppm Ki 1,74 65,72 34,28 TB 
CT3: ĐC+ 0,5 ppm Ki 2,09 56,04 43,96 Tốt 
CT4: ĐC+ 0,7 ppm Ki 2,62 41,95 58,05 Rất tốt 
CT5: ĐC+ 1,0 ppm Ki 2,76 36,93 63,07 Rất tốt 
CT6: ĐC+ 1,5 ppm Ki 2,04 28,51 71,49 Rất tốt 
CT7: ĐC+ 2,0 ppm Ki 1,80 16,86 83,14 Tốt 
CT8: ĐC+ 3,0 ppm Ki 1,49 12,17 97,83 Tốt 
LSD (5%) 0,19    
CV (%) 4,6    
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Khi bæ sung BA hay K vμo m«i tr−êng 
nu«i cÊy ®· lμm t¨ng hÖ sè nh©n so víi ®èi 
chøng (B¶ng 7). Khi bæ sung vμo m«i 
tr−êng nu«i cÊy nång ®é BA tõ 0 - 0,7 ppm 
th× hÖ sè nh©n t¨ng (tõ 1,65 - 2,62). Nh−ng 
khi tiÕp tôc t¨ng nång ®é BA cao h¬n n÷a 
(3ppm) th× hÖ sè nh©n l¹i gi¶m, ®ång thêi 
tû lÖ chåi còng nh− chÊt l−îng chåi còng 
gi¶m. 

T¸c ®éng cña Kinetin ®Õn qu¸ tr×nh 
nh©n nhanh còng tu©n theo qui luËt t−¬ng 

tù vμ m«i tr−êng nu«i cÊy víi nång ®é 
Kinetin 1ppm cho hÖ sè nh©n cao nhÊt lμ 
2,76. Tû lÖ chåi, protocorm (36,93 chåi, 
63,07 protocorm) lμ rÊt c©n ®èi vμ cã chÊt 
l−îng cao h¬n h¼n so víi BA trong qu¸ 
tr×nh nh©n nhanh mÉu vμ m«i tr−êng 
thÝch hîp cho qu¸ tr×nh nh©n nhanh lμ: 
MS + 2% ®−êng + 0,65% agar + 1ppm 
Kinetin + 15% n−íc dõa. 

3.4. Giai ®o¹n t¹o c©y hoμn chØnh 

B¶ng 8. ¶nh h−ëng cña  - NAA ®Õn sù h×nh thμnh rÔ cña c©y ®Þa lan Hång Hoμng 
(sau 30 ngμy nu«i cÊy) 

Tỷ lệ ra rễ (%)                              Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức Sau 10 

ngày 
Sau 15 
ngày 

Sau 20 
ngày 

Sau 25 
ngày 

Sau 30 
ngày 

Số rễ/ 
cây 

Chiều 
dài rễ 
(cm) 

Chiều 
cao cây 

(cm) 

CT1 (Đ/C): MS + 2% đường + 15% 
                  ND + 0,65% agar 0 0 4,44 55,56 100 1,33 1,62 7,03 

CT2: ĐC + 0,1 ppm α-NAA 0 0 35,56 77,78 100 1,42 1,67 8,15 

CT3 : ĐC + 0,2 ppm α-NAA 0 8,89 51,11 86,67 100 1,47 1,73 7,68 

CT4 : ĐC + 0,3 ppm α-NAA 6,67 13,56 63,73 100 100 1,76 1,97 7,18 
LSD (5%)      0,16   
CV (%)      4,7   

B¶ng 9. ¶nh h−ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn sù h×nh thμnh rÔ cña c©y ®Þa lan 
Hång Hoμng (sau 30 ngμy nu«i cÊy) 

Tỷ lệ ra rễ (%) 
                             Chỉ tiêu theo dõi 
Công thức Sau 10 

ngày 
Sau 15 
ngày 

Sau 20 
ngày 

Sau 25 
ngày 

Sau 30 
ngày 

Số rễ/ 
cây 

Chiều 
dài rễ 
(cm) 

Chiều 
cao cây 

(cm) 

CT1: (Đ/C): MS + 2% đường + 15%  
                    ND + 0,65% agar 0 0 4,44 55,56 100 1,31 1,62 7,03 

CT2: ĐC + 0,025% THT 0 15,56 57,78 86,67 100 2,18 2,46 7,17 
CT3 : ĐC + 0,05% THT 0 24,44 75,56 100 100 2,33 2,50 7,60 
CT4 : ĐC + 0,1% THT 17,78 51,11 100 100 100 2,53 2,98 7,72 
LSD (5%)      0,17   

CV (%)      4,4   
         

C¸c chåi ®−îc h×nh thμnh ë giai ®o¹n 
nh©n nhanh tr−íc khi ra v−ên −¬m cÇn 
ph¶i cã bé rÔ kháe míi cã kh¶ n¨ng sèng 
sãt cao còng nh− sinh tr−ëng ph¸t triÓn 
m¹nh. C©y ®Þa lan Hång Hoμng cã thÓ ra 
rÔ ngay trªn m«i tr−êng kh«ng cÇn bæ 
sung chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng (B¶ng 8 vμ 
B¶ng 9). Tuy nhiªn qu¸ tr×nh ra rÔ kÐo dμi 
h¬n rÊt nhiÒu (30 ngμy sau cÊy) so víi viÖc 
cã bæ sung vμo m«i tr−êng nu«i cÊy nång 

®é rÊt thÊp (0,3 ppm) α - NAA  hay 1 gam 
than ho¹t tÝnh th× sau 25 ngμy tû lÖ ra rÔ 
®ã ®¹t 100%. C«ng thøc bæ sung 1g/l than 
ho¹t tÝnh vμo trong m«i tr−êng nu«i cÊy 
thö sau 20 ngμy 100% sè chåi ®· ra rÔ vμ 
sè rÔ/c©y còng cao nhÊt (2,53 rÔ). 

Nh− vËy m«i tr−êng ra rÔ tèi −u cho 
c©y ®Þa lan Hång Hoμng lμ: MS + 2% 
®−êng + 0,1% than ho¹t tÝnh + 0,65% agar 
+ 15% n−íc dõa.  



Xây dựng quy trình nhân nhanh giống địa lan Hồng Hoàng... 

394 

4. KÕT LUËN  
Chåi bªn cã kÝch th−íc 4 - 6 cm hoÆc h¹t 

lµ nguån vËt liÖu khëi ®Çu cho qu¸ tr×nh 
nh©n gièng v« tÝnh. 

M«i tr−êng khëi ®éng cho mÉu nu«i cÊy 
lμ m«i tr−êng MS + 2% ®−êng + 0,65% agar 
+ 1,5 ppm BA (2 ppm Kinetin).  

Ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy l¸t c¾t máng víi 
kÝch th−íc 0,3 - 0,5 mm ®èi víi c¸c thÓ chåi 
cã thÓ ®−îc ¸p dông ®Ó t¨ng hÖ sè nh©n. 
Mi tr−êng thÝch hîp ®Ó nu«i cÊy l¸t máng 
lμ: MS + 2% ®−êng + 0,65% agar + 1,0 ppm 
Kinetin (hoÆc 0,5 ppm BA).  

ViÖc bæ sung Cytokinin(BA, Kinetin) 
cã t¸c dông thóc ®Èy qu¸ tr×nh nh©n 
nhanh c¸c thÓ protocorm. M«i tr−êng tèi 
−u ®Ó nh©n nhanh gièng ®Þa lan Hång 
Hoμng lμ: MS + 2% ®−êng + 0,65% agar + 
1 ppm Kinetin + 15% n−íc dõa. 

M«i tr−êng ra rÔ t¹o c©y hoμn chØnh 
thÝch hîp lμ: MS +2% ®−êng + 0.2% Than 
ho¹t tÝnh + 0,65% agar +15%n−íc dõa. 
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