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Brassavola nodosa belongs to the Orchidaceae with flowers that are
various in color, shape, and especially fragrance. Brassavola nodosa
are being interested in developing planting areas, creating valuable
genetic resources for hybridization, and selecting and creating new
orchid varieties. In this study, 7-10 cm young shoots of Brassavola
nodosa were surface sterilized and then taken 2 cm disinfected apex
for rapid regeneration and multiplication. The results showed that MS
media supplemented BA 1.5 mg.L! and NAA 0.25 mg.L?! was
suitable for in vitro shoot regeneration, the rate of shoot regeneration
reached 97.78%, the number of generated shoots per explants was
16.89. The frequency of submergence and the duration of
submergence for rapid shoot multiplication in the RITA® temporary
submerged culture system were 6 times/day and 1 minute, repectively.
The multiplication coefficient of shoot reached 14.48 times. Knudson
C Mineral Medium (1946) was suitable for rooting of in vitro shoots.
The survival rate of plants in the nursery period after 4 weeks of
planting was 100%.
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Chai dinh

Knudson C (1946)
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RITA®

Brassavola nodosa thudc ho Phong lan (Orchidaceae) c6 hoa rat da
dang vé mau sic, hinh déng, dac biét vé huong thom. Trong nghién
ctru nay, chdi non lan Brassavola nodosa c6 chiéu cao tir 7 — 10 cm
dugc khir tring bé mit. Sau do, chdi 6 kich thuse 2 cm khong bi
nhiém s& tach ra tai sinh va nhan nhanh. Két qua cho thiy, moi
truong MS bé sung BA 1,5 mg/L va NAA 0,25 mg.L ™ cho ti 1& mau
tao chdi 12 97,78 %, s6 chdi phét sinh 1a 16,89 chdi/mau. Tan suét
ngap chim va thoi gian ngap chim thich hop cho sy nhan nhanh chéi
trong hé thong nudi cdy ngap chim tam thoi RITA® 14 6 lan/ngay va
thoi gian ngap 1a 1 phat cho chi sé tang trudng chdi dat 14,48 lan.
Maéi truong khoang Knudson C (1946) phi hop cho su ra ré caa chdi
in vitro. Ti & sdng sot cua cay ¢ giai doan vudn wom sau 4 tuan trong
dat 100%.
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1. Gioi thigu

Hoa lan dugc ngudi tiéu dung wa chudng boi su da dang vé mau sic, hinh dang va huong thom
cua ching. Nhitng nam gan day, dong lan Brasssavola dang dan tré' nén phd bién voi nhu cau thi
trudng ngay cang cao. Pay 1a loai cdy ¢ than ngan, 1a moc don ting chiéc mot, va hoa moc thanh
tung chum & ngon I& méi moc, thuong la 5-7 bdng hoa véi canh va dai hoa nho mau xanh nhat,
ludi trang tuyén, hinh trai tim [1]. Brassavola nodosa, mét loai lan rimg c6 hoa thom, duoc nguoi
tiéu dung danh gia 1a loai lan dtimg dau véi 22 diém, so Vi Rhynchostylis gigantea voi 14 diém.
Vi vay, cay lan Brassavola nodosa dang dugc quan tam dé phat trién dién tich trong, dic biét chiing
la nguon gen ¢ gia tri phuc vu cong tac lai, chon tao giéng hoa lan mai.

Hau hét cac nghién ciu nhan giéng in vitro loai cay nay ¢ Viét Nam va trén thé gisi chua
nhiéu, cay con hau nudi cdy md thuoc chi Brassavola thuong cd kich thudc nho [2]-[8]. Nam
2017 Mengarda va cong su da nghién ciu sy nhan nhanh, sy tao ré in vitro va sy huan luyén cay
Brassavola tuberculata Hook, mot loai thudc chi Brassavola [2]. Mdi loai cay ¢ nhu cau sinh
truong va phat trién khac nhau, du thudc cing chi thuc vat. Mat khac, trong thoi gian vira qua,
nhiéu nghién ctiu xay dung va hoan thién quy trinh nhan giéng in vitro céc giong lan cé gla tri
thuong mai cao duoc thuc hién trong nudc [2]-[8]. Tuy nhién, chua c6 quy trinh nhén glong in
vitro cua chi Brassavola. Ngay nay, nhu cau bao ton, luu trir va nhan gidng in vitro cac gidng lan
rung quy ngay cang cao Véi nguon mau la cac chm bén hay doan than cua chung Viéc nhan
nhanh véi s6 lugng 16n cay giong trong khi nguon mau ban dau han ché, nhiéu khi chi la mot
mau choéi hay doan than duy nhat doi hoi can phai xac dinh duoc cac diéu kién nudi cay téi wu
nhu moi treong nudi cy, ky thut xir Iy mau cdy va phuong thic nudi cay thich hgp nham dap
g nhu cau tiéu thy 1a diéu can thiét [9]. Nghién cuu nay tién hanh nhan gidng in vitro cay lan
Brassavola nodosa, vat li¢u sur dung dé nhan gibng la cac chdi non lan Brassavola nodosa trén hé
thdng ngap chim tam thoi. Mot s6 budc caa quy trinh ciing dwoc nghién ciru hoan thién.

2. Vit li¢u va phwong phap nghién ctru

.

-

Hinh 1. Vat liéu khoi dau, choi in vitro lan Brassavola nodosa
2.1. Vit ligu, thiét bj

Thuc vat: Cay giéng Brassavola nodosa c6 chdi non 1 — 2 thang tudi, c6 chiéu cao 7 -10 cm,
duoc mua tai vuon hoa lan caa Nguyén Thi Tuong Vi (Ap Xa Mach, x& Lai Uyén, huyén Bau
Bang, tinh Binh Duong).

Hoa chét, chat didu hoa sinh truong: cac mudi da lwong, vi luong thude hing Merck (Duc);
chit diéu hoa sinh truong thuc vat (PHSTTV) BA (Benzylaminopurine), NAA
(Naphthaleneaceticd), Kinetin thudc hang Merck (Puc); Méi truong pha san Knudson C (KC),
Vacin & went thugc hdng Duchefa (Ha Lan); duong Bién Hoa (Viét Nam); agar Nam Ha long
(Viét Nam); nudc dura, chudi thu mua tir cho Pham Van Coi, Hyponex 20-20-20 (Trung Quéc),
javel My Hao (Viét Nam).

Mai truong nudi cay: MS (Murashige va Skoog, 1962) gom cac khoang da luong, vi luong,
vitamin, duong 30g. L™, chéat diéu hoa sinh truong thyc vét, moi truong duge diéu chinh pH
5,8+0,1 trude khi bo sung agar 8g. L
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Thiét bi nudi cdy ngap chim tam thoi RITA® thudc hing Cirad (Phap) gom may bom, binh
chira mau dung tich 1L ¢6 2 ngin, dng dan khi, van, mang loc.

Diéu kién nudi cdy: Phong nudi cay co nhiét do 25+2°C, cudng do anh sang 2000 lux, 4m do
1a 60 + 5%, thoi gian chiéu sang la 10 gio/ngay. Diéu kién vuon wom co ludi che ning, mua, co
20-25% &nh sang, 60-65% do am.

2.2. Phwong phap nghién curu
2.2.1. Tgo vat li¢u khei ddau

Str dung cac chdi non cay lan Brassavola nodosa 1 — 2 thang tudi, chiéu cao 7 -10 cm dé lam
vat liéu nghién ciru ban dau. Dau tién s& loai bo 14 va be 14, rdi lic vai xa phong trong 10 phit va
rira sach. Chuyén vao ta cdy, rira sach voi nuoc cat vo trung, sau do lac mau véi con 70° trong 1
phut. Sir dung nudc cat vo tring dé rira sach mau, sau d6 khir tring mau bang javel My Hao (voi
ty 1€ javel: nudc vO tring la 2:1) trong 30 pht, rua lai bang nudc cat vo trang, cat phan mau bi
ton thuong, cdy mau vao mdi truong MS (Murashige & Skoog, 1962). Sau 2 tuan nudi cdy, cac
mau séng, vo tring duoc cdy chuyén sang moi truong khoang MS b6 sung BA 1 mg.L- 1 nuéc
dura 100 mi/L, 30 g.L- 1chrong sucrose, 8 g/L agar. Sau 8 tuan nudi cdy, chdi in vitro sach dat kich
thudc khoang 2 — 2,5 cm, chéi xanh, khoe duoc sir dung dé bd tri thi nghiém (Hinh 1).

2.2.2. T4i sinh chai in vitro

Téch cac 16p 14 va be 1 cua chdi ngu in vitro dé 16 phan chdi dinh c6 chiéu dai khoang 2 mm,
ciy vao moéi trudng MS c6 bd sung BA (ndng do 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg.L) va NAA (ndng do O;
0,1; 0,25; 0,5 mg.L™h), 30 g.L*duong sucrose, 8 g.L™ agar. Sau 8 tuan nudi ciy, ghi nhan ty Ié
mau tao chdi (%), s6 chdi phat sinh (chdi/mau), hinh thai choi.

2.2.3 Nhan nhanh chai in vitro trong hé thong nuéi cdy ngdp chim tam thoi RITA®

Céc cum chéi ¢6 kich thude khoang 0,5 cm, trong luong khoang 1 gam dugc dua vao nudi cay
trong madi trudng ¢ bo sung 1 mg.L? Kinetin, 100 ml.L* nudc dira, 30 g.L* dwong bang hé théng
ngap chim tam thoi duoc diéu chinh & cac méc thoi gian 1, 2 va 3 gio vai tan suat ngap chim 13 2, 4
va 6 lan trong 24 gio. Sau 8 tuan nudi ciy, ghi nhan két qua vé hinh théi chdi, chi s6 ting truong
choi.

2.2.4. Ra ré tao cdy in vitro hoan chinh

Choi in vitro c6 cing ngudn gdc véi kich thude khoang 2 cm, chua c6 & duge cdy sang cac
mai trudng khao sat (MS, 1/2MS, Knudson C (KC), Vacin & went va Hyponex@) c6 bd sung 100
ml.L" nuée dira, 30 gLt duong sucrose, 8 g.L ! agar. Sau 8 tuan nudi cy, ghi nhan két qua vé sd
14 (14/cay), sb ré phat sinh (ré/cdy), chiéu cao ciy (cm).

2.2.5. Hudn luyén cay in vitro thich nghi véi diéeu kién tu nhién

Cay Brassavola nodosa in vitro du tiéu chuan ra vuon wvom 1a cy co chiéu cao tr 4 —5cm, 4
— 518, 4 -5 la Diéu kién trong trong vuom wom cé ludi che nang cung cap 20 - 25% &nh sang
va 60 - 65% d6 am. Tuan dau tudi ngay 2 1an vao 8h30 va 15h, mdi lan tuéi khoang 2 phit, 0,5
lit/m?2. Tuan ké tiép duy tri tudi va két hop phun B1 2 lan/tuan. O tuan tiép theo s& sir dung phan
bon NPK 30 - 10 — 10, tién hanh phun 2 lan/tuan. Gia thé trong 1a so dira da xt ly chat chat, dugc
dap mém dén toi. Theo ddi ty 1& séng cua cay sau 4 tuan nudi.

2.3. Phwong phdp xir 1y sé liéu

Sb ligu thu thap dugc xur ly thong ké bang chuong trinh Statgraphic 3.0. Doc két qua dya vao
bang ANOVA, bang trung binh va bang so sanh khac biét giira cac nghi¢m thirc (dugc kiém tra
bang phuong phap Duncan va LSD tai a=0,05).
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3. Két qua va thao luan
3.1. Két qua tdi sinh chéi in vitro

Trong thi nghiém nay, BA duoc sir dung riéng lé hoic két hop véi NAA dé téi sinh chdi in vitro.
Két qua thé hién & Bang 1, Hinh 2 cho thay ti & mau tao chdi tir chdi dinh lan Brassavola nodosa
phu thudc vao loai va nong do6 chit kich thich sinh truéng c6 mit trong méi truong tao chdi. Moi
truong tao chdi khdng c6 bd sung chit PHSTTV (PC) va méi trudng ¢d bd sung ndng do BA thap
tr 0 — 0,5 mg.L™ két hop voi NAA (0,0; 0,1; 0,25; 0,5 mg.L') déu khong kich thich tao chdi tur
dinh choi lan Brassavola nodosa in vitro sau 8 tuan nudi cay (Hinh 2). Nguoc lai, trén méi trudng
c6 bd sung ndng dd BA cao hon tir 1 — 2 mg.Lt két hop véi nong do NAA tir 0 — 0,5 mg.L! thi
su tao choi dién ra kha sém ngay sau tuan dau tién. Dén tuan thir 2, ti 16 tao choi ting 1én va ti lé
nay dat 97,78% keé tir tuan thtr 4 trg di. Cu thé, ti 16 tao chdi lan dat gia tri cao nhat khi nudi cay
chéi dinh trén méi truong c6 bd sung BA 1,5 mg.Lt va NAA 0,25 mg.L™, khac biét rit co y
nghia so vagi cac nghiém thic con lai (P<0,01) (Hinh 2).

S6 lugng choi dugc hinh thanh tir choi dinh lan Brassavola nodosa in vitro da gia ting theo
thoi gian nudi cay trong diéu kién in vitro, nho su tac dong cua cac chat DPHSTTV thudc nhém
cytokinin phdi hop véi nhom auxin, dic biét 1a & méi truong c6 bd sung ndng do BA 1,5 mg.L?
va NAA 0,25 mg.L™ d3 kich thich sy hinh thanh chdi dat gié trj trung binh cao nhét sau 8 tuan
nudi cdy, voi 16,89 choi/mau, khéc biét rat co y nghia vé mat thong ké (P<0,01). Nong d6 BA 1,5
mg.L ty 1& mau tai sinh chdi cao véi 97,78% va sé chdi tai sinh trén m&i mau 1a 16,89, chdi
xanh tuoi t6t. Nhitng nghiém thuac chi bd sung riéng 1é BA ty 16 mau tai sinh chdi va sb choi tai
sinh thap, da sé mau hoa nau va chét sau mot thoi gian nudi cdy. Nghiém thic bo sung BA két
hop v6i NAA ndng do 0,1 mg.L™! ciing cho két qua tuong tu. Nghiém thirc bd sung BA két hop
vi NAA 0,5 mg.L™, ty 1é miu tai sinh choi giam dan, mau c6 hién tuong hoa nau, mot sé mau
tang kich thudc va tao thanh cym dang PLBs & nghiém thtrc b6 sung BA 2 mg.LL. Cac nghiém
thirc con lai mau hoa nau va chét dan theo thoi gian nudi ciy.

Bang 1. Anh huong ciia nong dé BA két hop véi NAA Ién sw tao choi tir choi dinh sau 8 tuan nudi cdy

Nong do BA Nong dp NAA Ty 1& miu tao choi S6 Hinh thai choi
(mg.L?) (mg.L?Y) (%) chdi/miu

0 0 09 09

0,5 09 09

1,0 24,44f 1,89 Chdi nhé

15 42,22¢ 1,89f Chdi nhé

2,0 48,89¢% 2,44% Chdi nhé
0 0,1 09 09

0,5 09 09

1,0 42,22¢ 2,11¢f Chdi nho

15 55,56¢ 2,33¢f Chdi nho

2,0 48,89% 2,89¢ Choi nho, c6 PLB
0 0,25 09 09

0,5 09 09

1,0 55,56¢ 2,22¢f Chdi nhé

1,5 97,782 16,892 Chdi nho, dong déu, c6 PLB
2,0 93,332 8,44b Chdi nho, nhiéu PLB
0 0,5 09 09

0,5 09 09

1,0 55,56¢ 2,56 Chdi nho

15 68,89¢ 4,22¢ Chdi nho, nhiéu PLB
2,0 80P 4,33¢ Chdi nho, nhiéu PLB

Ftinh 189,09 638,66

CV (%) 12,06 10,42
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Ghi cha: **: Trong cing 1 ¢ét, Ki tu theo sau khdc nhau (a, b, c...) thé hién si khac biét cé y nghia thong
ké ¢ mizc p < 0,05.

s b

=3

a) DC b) BA 1,5 mg/L va NAA c) BA 1,5 mg/L va d) BA 1,5 mg/L
0,1 mg/L NAA 0,25 mg/L va NAA 0,5 mg/L

Hinh 1. Chéi tdi sinh tir choi dinh ciia lan Brassavola nodosa sau 8 tudn nuéi cay, thang do I cm

Vi vy, mi truong MS bd sung BA 1,5 mg.Ltva NAA 0,25 mg.L™ 1a méi trudng thich hop
cho su tao choi tir choi dinh cta lan Brassavola nodosa.

3.2. Nhin nhanh chéi lan Brassavola nodosa in vitro trong hé thong nuéi cdy ngdp chim tam
thoi RITA®

Mbi truong khdng khi trong hé théng nudi cdy ngap chim tam thoi - Temporary immersion
system (TIS) ludn dugc trao ddi gitra trong va ngoai binh théng qua hé thdng bom va cac mang loc.
PLBs tai sinh trong h¢ thong TIS phét trién rat tot do sinh truong trong méi truong thoang khi
[71,[8]. Pong thoi véi su khuéch tan deu chat dinh dudng, cac mau cay dugc ddng bo hoa, do do
thiic day sy tang truong dong déu cua mau nudi Cay Céc chdi dugc nhan giéng trong hé thong nay
sé& phét trién nhanh hon, cho nang suét cao hon, chat lwong tot va dong déu hon.

Bang 2. Anh huong ciia thoi gian ngdp chim va tan sudt ngdp chim Ién s nhdn nhanh chéi sau 8 tuan nudi cdy

TAn suat ngap Theoi gian Chi s6 ting Hinh thai chéi
chim (lan/ngay 24  ngép chim  trwéng cia chdi
gio) (phat)
4 1 8,07¢ Chdi nho
4 2 8,43d% Chdi nho
4 3 9,144 Chdi nho
6 1 14,48° Chdi to, mau xanh nhat, PLB ting sinh tot va
c6 long hat
6 2 16,642 Chdi to, mau xanh nhat, PLB ting sinh nhiéu,
mot s6 PLB bi mong nuréc
6 3 16,722 Chdi to, mau xanh nhat, PLB ting sinh nhiéu,
mot s6 PLB bi mong nudc
12 1 13,26° Chdi nho va ting sinh it, PLB bi mong nudc
12 2 13,59¢ Chdi nho va tang sinh it, bi mong nudc
12 3 13,04°¢ Chdi nho va ting sinh it, PLB bi mong nuéc
bC 6,96f Chdi to, mau xanh dam, c6 PLB ting sinh
Fiinh 153,47
CV (%) 417

Ghi chi™*: Trong cung 1 cét, ki tw theo sau khdc nhau (a, b, c...) thé hién si kh&c biét c6 y nghia thong ké
o mire p <0,05

Dua vao s6 liéu thu dugc & Bang 2, Hinh 3 cho thay chi s ting truéng ciia choi lan Brassavola
nodosa phu thudc vao tan suat ngap chim (Ian/ngay) va thoi gian ngap chim (phdt) cua he thong
ngap chim tam thoi RITA®. Cu thé, & tan suat ngap chim 6 lan/ngay véi cac muc thoi gian ngap
chim khéc nhau (1, 2 va 3 phat) da cho chi s6 ting truéng trung binh cua chdi dat gia tri cao nhét tir
14,48 — 16,72 lan, trong d6 & mirc thoi gian ngap chim 1 phdt chdi tang sinh tét nhét, ¢ PLB ting
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sinh va c6 xu huéng téi sinh chdi, chdi to, xanh tuoi va phat trién tét. O thoi gian ngap chim 2 va 3
phdt, chi sé ting trudng kha cao nhung chdi ting sinh it hon va PLB ting sinh manh, ¢ 1 s6 PLB
c6 biéu hién bj thiy tinh the. C6 thé thay, su két hop gitta dieu kién thoang khi va chu ky tiép xdc
ctia mo thuc vat va moi truong nudi cay da tao nén hiéu qua cua hé thong ngap chim RITA® [6].
Hai ddc diém nay thuong khong di chung voi nhau trong cac hé thong nudi ciy in vitro trén moi
truong long khac. Trong cac hé thong nudi cdy ngap chim tam thoi, thoi gian ngap chim mau trong
moi truong dinh dudng 1a yéu té quan trong anh huong dén su hap thu chat dinh dudng cua mod
thyuc vét ciing nhur han ché hién tugng thiy tinh thé. Trong nghién ciu nhan glong in vitro cay lan
Kiém vang Phan Tri ciing da su dung hé thdng ngap chim tam thoi RITA® va két qua cho thiy &
tan suat ngap t6i wu 1a 3 phut sau mdi 4 gio ciing cho két qua sd chodi gia ting 1én dén 84,06
chollmau [7].

Tan sudt ngdp chim 4 lan/ngay Tan sudt ngdp chim 6 lan/ngdy ~ Tan suat ngdp chim 12 lan/ngay
trong 3 phat trong 1 phat trong 1 phat
Hinh 2. Chai lan Brassavola nodosa trong h¢ théng nudi cdy ngdp chim tam thoi RITA®sau 60 ngay
nubi cay, thang do 1 cm

O tan suét ngap chim 4 lan/ngay véi cac muac thoi gian ngap chim khéac nhau cho thay chi s6
tang truong trung binh cia choi dat gid tri tir 8 — 9 lan, tat ca cac chdi thu duoc déu nho va xanh
t6t, c6 biéu hién kho, hoi thiéu nudc. Trong khi do, & tan suat ngap chim 12 lan/ngay vai cac mirc
thoi gian ngap chim khac nhau cho thay chi s6 tang truong trung binh ciia choi dat gia tri tir 13,04 —
13,59 lan, tat ca cac chdi va PLB thu duoc déu bi thay tinh thé va thoi gian ngap chim cang ting thi
hién tugng thay tinh thé cang cao (Hinh 3). Theo Krueger va cong su (1991) nhin manh vai trd cua
tan suét ngap chim Ién qué trinh nhan choi & cdy hoa anh dao (Serviceberry) [8]. Cay bi thuy tinh
thé khi xtr Iy & chu trinh mai 30 phat, mau s& ngap chim trong 5 phit va mau khong thuy tinh thé
khi xtr ly ngap 5 phat trong chu ky 60 phut. Do do, neu thoi gian ngap chim mau ngan va tan Sut

ngap chim dai tao ra stress nudc 1am cho md ciy bi mat nude va néu kéo dai co thé gay chét mau.
Vi véy trong thi nghiém nay, tan suat ngap chim va thoi gian ngap chim thich hop cho sy nhan
nhanh chdi lan Brassavola nodosa in vitro trong hé théng nudi ciy ngap chim tam thoi RITA®IA

6 lan/ngay va thoi gian ngap 1a 1 phat.

3.3. Ra ré tao cdy in vitro hoan chinh

Trong sy sinh truéng va phat trién cua cay, cac thanh phan da lugng vi luong, vitamin, ..
trong moi trudng nUOi cay c6 vai tro rat 16n. Moi truong khong phu hop cay s& cham phat trlen
chiéu cao cay, ré va l4 caa | cay kém chét lugng. Diéu d6 din dén anh hudng téi suc sdng cua cay
con in vitro khi mang ra trong ngoai vuon wom.

Trong thi nghiém nay, anh huéng cua mot sé loai moi truong khoang co ban dén su ting
truong lan Brassavola nodosa in vitro duoc khao sat. Két qua vé su ting truong cia cay sau 8
tuan nudi cay duoc trinh bay & Bang 3, Hinh 4.

Két qua khao sat 5 loai méi trudng dinh dudng khoang (gom MS, %2 MS, KC, Vacin &Went
va Hyponex®) da cho thay cac chi tiéu vé chiéu cao cy va sd ré cua cay lan Brassavola nodosa
khéc nhau sau 60 ngay nudi ciy trong didu kién in vitro. Trong d6, méi truong KC (Knudson C,
1946) ludn ludn cho gia tri cao nhat vé céc chi sb sinh truong (Bang 3). Chiéu cao cay, s6 ré va
s6 14 cuia cay lan Brassavola nodosa khi dugc nudi cay trén méi truong KC ¢ gid tri trung binh
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(twong ng 5,44 cm, 4,22 ré/cﬁy, 4,11 14/cay) luon cao hon so vGi cac mdi trueong con lai, khac
biét rat c6 y nghia vé mat thong ké (P<0,01). Cay thu dugc mau xanh twoi va 1a mo to.
Bang 3. Anh huéng ciia méi trieong khodng lén sw tang triong choi lan Brassavola nodosa in vitro

Mai trwong khoang  Chiéu cao S6 ré S6 la Hinh thai cay
cay (cm) (ré/cay) (la/cay)
MS (Murashige & . b . Cay nho con non, la ngan, ré it va
Skoog, 1962) 2,86 L1 411 ngén, gdc cay tiét phenol mau den
1 -, 1 ~ . X ~ - L
o MS (glam s da 3.3 3.67° 4,220 Cz?y xanh tuoi, goc cdy tiét phenol
luong va vi lugng) mau den )
KC (Knudson C, 1946) 5,442 4,222 4,118 Cay xanh tuoi tot, 14 mé to )
Vacin &Went (1949) 2,71¢ 1,440 3440 & Nho va gia cBl, 14 ngan va mo
nho, goc cay tiét phenol mau den

® 90 90 A e
Hyponex® 20 — 20 — 20 3,235 1,00 3,67° Ca}/ n!woAva gia cdi, Ia nhé va mo
(2 g/l) nho, cé cdy chua ra ré
Ftinh 163,1™ 45,31 6,57
CV (%) 4,33 17,47 5,83

Ghi chi **: Trong cung 1 cét, ki tw theo sau khéc nhau (a, b, c...) thé hién sy khac biét c6 y nghia thong
ké ¢ mitc p < 0,05

Hinh 3. Chai lan Brassavola nodosa in vitro sau 8 tuan nuéi cay
Vi vay trong thi nghi¢ém nay, méi truong khoang Knudson C thich hop cho su ting truong
choi lan Brassavola nodosa in vitro. Cac thi nghiém tiep theo s€ str dung mo6i truong khoang nay
lam méi trudng nén dé tiep tuc nghién cau.

3.4. Hudn luyén cay in vitro thich nghi véi diéu kién ti nhién

Cac cay in vitro thu dugc tir thi nghiém 4 c6 chiéu cao trung binh tr 4 —5cm, 4—-5r8, 4 -5
1a dugc trong & ngoai vuon wom. Nham xay dung quy trinh nhan giéng in vitro hoan chinh, phuc
vu cho cdng tac san xut cdy gidng lan Brassavola nodosa in vitro, cay con sau 30 ngay trong
dugc ghi nhan ty 1& song. Trudce khi ra vuon, cac binh cay in vitro duoc dwa ra ngoai phong nudi,
huan luyén thich nghi ¢ diéu kién nhiét 6 va anh sang tu nhién (hanh lang thoang gié, 4nh séng
khuyéch tan) trong 2 tuan, sau d6 cay duoc gip nhe nhang ra khoi binh, rira cay trong 2 — 3 lan
nudc sach, trai cay ra bé mit thoang va dé cay rao hét 16p nude bam trén bé mit cay. Sau 30 ngay
trong két qua thu duoc nhu sau (Hinh 5).
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Hinh 4. Cdy con lan Brassavola nodosa ex vitro ¢ ngoai vuon wom
Sau 4 tuan tréng tai vuon wom, 100% cay con lan Brassavola nodosa phét trién tét, hinh dang
va hinh thai cdy tuong ty nhu cdy me. Ciy sinh truong binh thudng, moét sb cay hinh thanh 14
méi, da sd cdy con déu xuat hién ré mai.

4. Két luan

Xay dung thanh céng quy trinh nudi cy lan Brassavola nodosa véi cac diéu kién cu thé: (1)
MBoi trudng thich hop cho su tao chdi tir chdi dinh cua lan Brassavola nodosa 1a méi trudng MS
b6 sung BA 1,5 mg/L va NAA 0,25 mg/l. (2) Tan suat ngap chim va thoi gian ngap chim thich
hop cho sy nhan nhanh choi lan Brassavola nodosa in vitro trong hé thong nudi cdy ngap chim
tam thoi RITA® 1a 6 lan/ngay va thoi gian ngap la 1 phat. (3) Moi truong khoang Knudson C la
mdi truong thich hop cho sy tang truong, tao re, tao cay con Brassavola nodosa hoan chinh. (4)
100% cy con & giai doan vudn wom déu sinh truéng tot sau 1 thang trdng.
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