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	7. LÔØI CAÛM ÔN
Trong  suoát quaõng ñôøi sinh vieân boán naêm vaø khoaûng thôøi gian laøm ñeà taøi toát
nghieäp ñaõ ñeå laïi trong toâi nhieàu kæ nieäm khoâng theå queân. Ñoù laø nhöõng baøi hoïc,
kieán thöùc boå ích, traûi nghieäm cuoäc soáng, nieàm vui, noãi buoàn veà thaày coâ vaø baïn
beø.Thôøi gian boán naêm ñaõ giuùp toâi tröôûng thaønh hôn vaø nhöõng gì maø toâi hoïc ñöôïc
ngaøy hoâm nay seõ laø haønh trang cho toâi trong suoát quaõng ñöôøng sau naøy
Ñaàu tieân toâi xin ñöôïc göûi taám loøng bieát ôn saâu saéc ñeán quyù thaày, coâ khoa Moâi
tröôøng vaø Coâng ngheä Sinh hoïc thuoäc tröôøng Ñaïi hoïc Kyõ thuaät Coâng ngheä Thaønh
phoá Hoà Chí Minh. Ñaëc bieät laø coâ Ngöyeãn Hoaøi Thöông, thaày Buøi Vaên Theá Vinh
vaø raát nhieàu thaày coâ khaùc ñaõ taän tình giaûng daïy vaø truyeàn ñaït nhöõng kieán thöùc
quyù baùo, kinh nghieäm thöïc teá cho toâi vaø caùc baïn trong suoát nhöõng naêm hoïc vöøa
qua.
Trong khoaûng thôøi gian laøm ñeà taøi taïi Vieän Khoa hoïc Kyõ thuaät Noâng nghieäp
mieàn Nam laø moät böôùc ngoaëc ñoái vôùi toâi. Chính taïi nôi ñaây toâi ñaõ hoïc ñöôïc nhöõng
kieán thöùc môùi, phöông phaùp laøm vieäc khoa hoïc maø khoâng tröôøng hoïc naøo coù theå
daïy cho chuùng ta heát ñöôïc. Ñeå coù theå thöïc hieän vaø hoaøn thaønh ñeà taøi naøy. Toâi xin
ñöôïc göûi lôøi caûm ôn chaân thaønh ñeán thaày Nguyeãn Ngoïc Quyønh, chò Buøi Thò Thu
Ngaân vaø caùc anh chò cuûa phoøng Coâng ngheä Sinh hoïc thuoäc Vieän Khoa hoïc Kyõ
thuaät Noâng nghieäp mieàn Nam. Ngoaøi ra coøn coù baïn Ñaøo Thò Lyù vaø caùc baïn laøm
vieäc taïi phoøng thí nghieäm Moâ - Teá baøo Thöïc vaät. Chuùc thaày, coâ vaø caùc baïn luoân
luoân maïnh khoûe vaø thaønh coâng trong coâng vieäc.
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GIÔÙI THIEÄU
Hoa lan hieän nay ñang laø maët haøng xuaát khaåu quan troïng, mang laïi nguoàn
lôïi kinh teá cao cho nhieàu quoác gia, ñaëc bieät ôû moät soá nöôùc Chaâu AÙ. Thaùi Lan laø
nöôùc ñöùng ñaàu Theá giôùi veà saûn xuaát vaø xuaát khaåu hoa lan, vôùi saûn phaåm chuû löïc
laø lan Dendro (Dendrobium), ñaõ cho doanh thu moãi naêm töø xuaát khaåu gaàn 600
trieäu USD. Hoa lan laø caây troàng coù giaù trò kinh teá cao, vôùi dieän tích saûn xuaát chöa
ñaày 500ha lan hoà ñieäp (Phalaenopsis), haøng naêm Ñaøi Loan ñaõ thu veà 35 trieäu
USD töø xuaát khaåu saûn phaåm hoa naøy.
Nöôùc ta baét ñaàu chuù yù thöông maïi hoa lan vaøo giöõa nhöõng naêm 1990. Hieän
nay hoa lan ñaõ ñöôïc nhieàu tænh, thaønh phoá xem nhö laø caây chieán löôïc phaùt trieån
kinh teá cuûa tænh. Vì vaäy toác ñoä phaùt trieån hoa lan ñang phaùt trieån nhanh caû veà dieän
tích laãn chuûng loaïi, töø nhöõng khu vöôøn troàng lan nhoû leû tröôùc ñaây, trong voøng 10
naêm (2000-2009) dieän tích troàng lan ñaõ taêng leân gaàn 80ha, vôùi haøng traêm chuûng
loaïi coù giaù trò cao nhö: Hoà ñieäp, Dendro, Mokara, Vanda,... Tuy nhieân vieäc phaùt
trieån saûn xuaát hoa lan trong nöôùc coøn gaëp nhieàu khoù khaên ñaëc bieät laø caây gioáng.
Caùc cô sôû saûn xuaát caây gioáng trong nöôùc khoâng ñuû ñaùp öùng nhu caàu saûn xuaát, caùc
nhaø vöôøn phaûi nhaäp caây gioáng töø nöôùc ngoaøi baèng nhieàu haïn ngaïch khaùc nhau.
Ñieàu naøy raát khoù khaên cho vieäc kieåm soaùt dòch beänh vaø gaây thuï ñoäng trong saûn
xuaát hoa thöông phaåm. Bôûi vaäy vieäc taäp trung phaùt trieån saûn xuaát caây lan gioáng in
vitro, khaéc phuïc söï thieáu huït caây gioáng trong saûn xuaát laø caáp thieát ôû nöôùc ta hieän
nay.
Ñeà taøi nghieân cöùu moâi tröôøng nhaân PLB (protocorm like body) vaø moâi
tröôøng taïo choài töø PLB treân gioáng lan hoà ñieäp Phalaenopsis amabilis Yubidan.
Muïc ñích xaùc ñònh moâi tröôøng thích hôïp söû duïng nhaân PLB vaø taïo choài töø PLB, ñeå
laøm cô sôû thieát laäp vaø hoaøn thieän qui trình saûn xuaát caây gioáng hoa lan hoà ñieäp treân
qui moâ roäng. Tuy nhieân do thôøi gian coù haïn, ñeà taøi chæ nghieân cöùu xaùc ñònh moâi
tröôøng nuoâi caáy cuûa giai ñoaïn nhaân PLB vaø giai ñoaïn taïo choài. Ñaây laø hai giai
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ñoaïn quan troïng cuûa quy trình saûn xuaát gioáng hoa lan. Noù khoâng nhöõng aûnh höôûng
tröïc tieáp ñeán naêng suaát vaø chaát löôïng caây gioáng maø coøn aûnh höôûng ñeán chaát
löôïng hoa thöông phaåm. Vieäc nhaân PLB vaø taïo choài lan hoà ñieäp chaát löôïng cao laø
tieàn ñeà thuùc ñaåy phaùt trieån saûn xuaát caây lan gioáng trong nöôùc, goùp phaàn khaéc
phuïc hieän töôïng thieáu huït caây gioáng trong saûn xuaát hieän nay, töøng böôùc naâng cao
trình ñoä kyõ thuaät nhaân gioáng vaø thu nhaäp cho ngöôøi saûn xuaát, haïn cheá söï laây lan
nguoàn beänh töø nöôùc ngoaøi qua con ñöôøng nhaäp caây gioáng.
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CHÖÔNG I
TOÅNG QUAN TAØI LIEÄU
1.1 Ñaët vaán ñeà
Lan hoà ñieäp (Phalaenopsis spp.) laø moät trong nhöõng loaøi lan quyù ñang raát
ñöôïc öa chuoäng vaø ñoùng vai troø quan troïng trong ngaønh coâng nghieäp hoa caét caønh
cuõng nhö caây caûnh treân theá giôùi. Tuy nhieân, soá löôïng caây gioáng saûn xuaát hieän nay
vaãn chöa ñaùp öùng ñöôïc nhu caàu ngaøy caøng taêng cuûa thò tröôøng. Nguyeân nhaân do
lan hoà ñieäp laø loaøi sinh tröôûng chaäm vaø laø moät loaøi lan raát khoù nhaân gioáng, thöôøng
cho heä soá nhaân thaáp trong ñieàu kieän vöôøn öôm. Ñeå coù ñöôïc soá löôïng lớn caây
gioáng chaát löôïng toát cung caáp cho thò tröôøng saûn xuaát coøn gaëp nhieàu khoù khaên.
Trong nhöõng naêm gaàn ñaây, coâng ngheä lai taïo gioáng keát hôïp gieo haït trong oáng
nghieäm cho tyû leä naåy maàm cao, taïo neân söï ña daïng veà maøu saéc, caáu truùc, kích
thöôùc hoa sau moãi theá heä. Tuy nhieân nhaân gioáng baèng phöông phaùp gieo haït
mang tính bieán dò cao, toán nhieàu thôøi gian, khoâng theå coù ñöôïc caây con cho hoa
nhö caây meï. Ñeå khaéc phuïc ñieàu naøy caùc nhaø khoa hoïc ñaõ duøng nhieàu phöông
phaùp nuoâi caáy moâ ñeå taïo ra caây con ñoàng loaït vaø oån ñònh veà maët di truyeàn.
Phöông phaùp naøy coù öu ñieåm taïo neân ñöôïc nhöõng quaàn theå caây con ñoàng tính
traïnh, coù söï taêng tröôûng vaø chaát löôïng hoa ñoàng ñeàu. Hieän nay phöông phaùp nuoâi
caáy ñænh sinh tröôûng ñoái vôùi caây lan hoà ñieäp nhaèm taïo caây gioáng saïch beänh raát
ñöôïc quan taâm. Tuy nhieân phöông phaùp naøy thöïc hieän khoù thaønh coâng hôn, ñænh
sinh tröôûng quaù nhoû neân khoâng theå taùi sinh hoaëc cheát ñi qua caùc laàn khöû truøng. Hoà
ñieäp laø loaïi lan ñôn thaân, thaân ngaén vaø moãi caây cho moät ñænh sinh tröôûng neân ñeå
coù nguoàn maãu in vitro caàn phaûi coù nhieàu maãu ban ñaàu laøm taêng chi phí quaù trình
nuoâi caáy. Vì vaäy, hieän nay caùc nhaø nuoâi caáy moâ trong nöôùc cuõng nhö treân theá giôùi
thöôøng duøng phaùt hoa laøm vaät lieäu nuoâi caáy, phaùt hoa hoà ñieäp coù chöùa caùc maét
nguû coù theå taïo thaønh choài. Do ñoù, phöông phaùp nuoâi caáy phaùt hoa in vitro ñeå taïo
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choài ñöôïc xem laø ñaëc tröng ôû lan hoà ñieäp, nhöng heä soá nhaân gioáng töø phöông
phaùp naøy cuõng raát thaáp. Gaàn ñaây, phöông phaùp nhaân gioáng lan hoà ñieäp thoâng qua
taùi sinh protocorm like body (PLB) tröïc tieáp töø moâ tröôûng thaønh ñang ñöôïc quan
taâm, phöông phaùp naøy giuùp taïo caây con ñoàng nhaát vaø heä soá nhaân gioáng cao. Tuy
nhieân, khoù khaên lôùn nhaát cuûa phöông phaùp naøy laø tyû leä PLB taïo ra töø moâ tröôûng
thaønh raát thaáp neân maát nhieàu thôøi gian ñeå taêng sinh PLB. Maø thôøi gian taêng sinh
daøi seõ daãn ñeán nhieàu bieán dò hình thaùi khoâng mong muoán treân caây gioáng. Nhö
vaäy, yeâu caàu ñaët ra laø caàn phaûi taïo ñöôïc soá löôïng lôùn PLB trong thôøi gian ngaén
nhaèm traùnh nhöõng bieán dò coù theå xaûy ra. Trong noäi dung cuûa ñeà taøi “Nghieân cöùu
xaùc ñònh moâi tröôøng thích hôïp nhaân PLB vaø taïo choài töø PLB gioáng lan
Phalaenopsis amabilis Yubidan phuïc vuï saûn xuaát caây gioáng”. Muïc ñích xaùc
ñònh ñöôïc moâi tröôøng nhaân PLB vaø moâi tröôøng taïo choài töø PLB thích hôïp laø cho
gioáng lan hoà ñieäp Phalaenopsis amabilis Yubidan, laøm cô sôû ñeå thieát laäp quy trình
saûn xuaát caây gioáng lan hoà ñieäp treân qui moâ roäng.
1.2 LAN HOÀ ÑIEÄP (PHALAENOPSIS)
1.2.1 Nguoàn goác vaø phaân boá
Lan hoà ñieäp coù teân khoa hoïc laø Phalaenopsis, laø loaøi coù hoa lôùn, beàn, ñeïp.
Teân goïi Phalaenopsis coù nguoàn goác töø tieáng Hi Laïp, Grec Phalaina coù nghóa laø
"con böôùm" vaø Opsis coù nghóa laø "gioáng nhö". Hoà ñieäp laø lan coù hình daùng töïa nhö
böôm böôùm phaát phô raát ñeïp.
Hoà ñieäp ñöôïc phaùt hieän vaøo naêm 1750, laàn ñaàu tieân ñöôïc Rumphius ñaët teân
laø Angraecum. Naêm 1753 Linne ñoåi teân thaønh Epidendrum amabile. Chi
Phalaenopsis (P) do C. L. Blume phaùt hieän vaøo naêm 1825.
Naêm 1887, loaøi hoà ñieäp lai ñaàu tieân ñöôïc J. Veitch ñaêng kyù vôùi teân
Phalaenopsis. harriettiae, töø vieäc keát hôïp giöõa P. amabilis vaø P. violacea. Sau ñoù,
coù raát nhieàu loaøi lai môùi ñöôïc taïo ra laøm taêng theâm söï ña daïng vaø huyeàn bí cuûa
Phalaenopsis.
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Phalaenopsis goàm coù 21 loaøi phaùt sinh, öa noùng phaân boá traûi daøi töø AÁn Ñoä
qua Ñoâng Nam AÙ, Philipin, vaø töø Baéc tôùi Nam UÙc, chuùng soáng treân caây hoaëc ñaù,
nôi coù khí haäu noùng aåm, ñoä cao treân 2000 m.
ÔÛ Vieät Nam coù khoaûng 5-6 loaøi hoà ñieäp röøng nhö:
-Hoà ñieäp deït: (Phalaenopsis Coenu) Caây soáng phuï, reã lôùn, khoâng coù
thaân, laù thuoân daøi hình baàu duïc. Phaùt hoa daøi 30cm, thaúng ñöùng,
caùnh hoa maøu xanh vaøng, 6-12 chiếc, nôû raát laâu taøn vaø coù höông
thôm, coät nhuî maøu vaøng. Caây moïc ôû mieàn Trung, coù daùng ñeïp, coù
theå gaây troàng ôû Ñaø Laït. Hoa nôû vaøo ñaàu muøa thu.
-Hoà ñieäp aán: (Phalaenopsis Mannii) Caây maûnh, laù daïng baàu thuoân,
hôi cong, maøu xanh boùng. Phaùt hoa daøi, thöôøng buoâng thoøng xuoáng,
hoa taäp trung ôû ñænh, caùnh maøu vaøng ngheä vôùi vaân maøu ñoû. Moâi nhoû
maøu traéng coù vaïch tím, hai thuyø beân thuoân. Caây moïc ôû Trung Boä,
Ñaø Laït. Hoa nôû vaøo muøa heø.
-Hoà ñieäp trung: (Phalaenopsis Parishii). Caây nhoû laù hình traùi xoan,
maøu xanh boùng, ruïng vaøo muøa khoâ. Phaùt hoa moïc thaúng ñöùng, mang
3-9 hoa ôû ñænh, maøu vaøng nhaït, moâi hoàng töôi, giöõa coù hai vaïch naâu.
Caây moïc ñeïp, hoa ñöùng, maøu saéc saëc sôû neân ñöôïc gaây troàng laøm
caûnh, trang trí trong phoøng. Hoa nôû vaøo muøa xuaân.
-Lan tieåu hoà ñieäp hay hoà ñieäp nhaøi: (Phalaenopsis Pulcherrima) Caây
nhoû, soáng treân ñaát caùt trong caùc röøng choài, reã khoeû maäp, laù hình traùi
xoan. Phaùt hoa nhoû daøi mang töøng chuøm hoa ôû ñænh, nôû daàn, coù
nhieàu loaïi nhö: maøu traéng, maøu hoàng, tím… Hoa nhoû, caùnh baàu duïc,
löôõi coù maøu ñaäm hôn, hoïng maøu tím. Caây moïc ôû mieàn Trung, Ñoàng
Nai, Bình Chaâu…troàng raát toát ôû TP, Hoà Chí Minh. Ra hoa vaøo muøa
möa.
1.2.2 Phaân loaïi thöïc vaät
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Giôùi Plantae Thöïc vaät
Ngaønh Magnoliophyta Ngoïc Lan
Lôùp Liliopsida Haønh
Phaân lôùp Liliidae Haønh
Boä Orchidales Lan
Hoï Orchidaceae Lan
Chi Phalaenopsis Lan hoà ñieäp
Loaøi Phalaenopsis amabilis
1.2.3. Söï hình thaønh caùc nhoùm Phalaenopsis
Khoaûng nhöõng naêm 1945, treân theá giôùi coù tôùi 3500 loaøi Odontoglossum,
4300 loaøi Cattleya vaø hôn 5000 loaøi lan haøi lai nhöng chæ coù khoaûng 140 loaøi
Phalaenopsis lai. Sau ñoù hôn 100 loaøi Phalaenopsis vaø Doritaenopsis môùi ñöôïc lai
taïo vaø ñaêng kyù. Caùc gioáng lai Phalaenopsis môùi hình thaønh goùp phaàn taêng theâm
tính ña daïng vaø huyeàn bí cuûa theá giôùi hoa.
Caùc loaøi lan hoà ñieäp ñöôïc phaân chia thaønh hai nhoùm chính:
-Nhoùm chuaån “Moth orchids” coù phaùt hoa daøi phaân nhaùnh (treân 1 m)
vaø coù hoa lôùn (ñöôøng kính khoaûng 12 cm) troøn, maøu traéng, hoàng hoaëc
soïc. Nhoùm naøy chuû yeáu ñöôïc lai taïo töø P. amabilis (hoa traéng) vaø P.
schilleriana (hoa hoàng).
-Nhoùm hoa nhoû coù phaùt hoa ngaén, hoa nhoû (ñöôøng kính khoaûng 3 cm),
khoâng troøn, daïng saùp vaø nhieàu maøu saéc. Nhoùm naøy ñöôïc lai töø nhieàu
loaøi Phalaenopsis hoa nhoû nhö P. amboinensis, P. lueddemanniana, vaø
P. violacea.
Ban ñaàu, nhoùm lan hoà ñieäp hoa nhoû khoâng ñöôïc öa chuoäng nhö lan hoà ñieäp
chuaån. Ñaàu thaäp nieân 80, do thò hieáu cuûa ngöôøi chôi hoa thay ñoåi neân nhoùm lan hoà
ñieäp hoa nhoû ñöôïc öa chuoäng hôn, ñöôïc saûn xuaát roäng raõi vaø lai taïo ra nhieàu
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gioáng môùi. Caùc caây lai môùi naøy coù maøu saéc saëc sôõ vaø mang höông thôm do lai taïo
töø P. violacea nhöng hoa vaãn nhoû vaø mau taøn. Ñeán cuoái thaäp nieân 80, ngöôøi ta ñaõ
chuù troïng ñeán vieäc naâng cao chaát löôïng hoa baèng caùch tuyeån choïn caùc loaøi coù
phaåm chaát toát ñeå lai taïo, do ñoù caùc caây thuoäc nhoùm hoa nhoû daàn ñaõ ñöôïc caân
baèng hôn so vôùi nhoùm hoà ñieäp chuaån.
Trong khi ñoù, nhoùm hoà ñieäp chuaån (maøu hoàng vaø traéng) vaãn ñöôïc lai taïo vaø
saûn xuaát vôùi chaát löôïng toát ñoàng thôøi nhu caàu veà caùc gioáng naøy luoân raát cao.
Sau ñoù, gioáng lai Phalaenopsis maøu vaøng coù kích thöôùc hoa baèng vôùi hoa
traéng lôùn xuaát hieän. Haàu heát caùc caây hoa vaøng naøy ñaõ ñöôïc lai töø hôn 20 naêm
tröôùc nhöng ñeán nay chuùng vaãn ñaït chaát löôïng hoa toát, laâu taøn. Hieän nay, ngöôøi ta
ñaõ coù theå taïo ra caây coù hoa lôùn hôn vôùi ñöôøng kính hoa khoaûng 10 cm baèng caùch
lai P. deventeriana vôùi caùc caây lai maøu vaøng khaùc. Lan hoà ñieäp hoa vaøng tieáp tuïc
ñöôïc taäp trung lai taïo vaø sau moät thôøi gian daøi ñaõ taïo ra ñöôïc nhöõng caây coù chaát
löôïng cao nhaát.
Loaøi P. venosa raát ñöôïc chuù yù nhôø coù hoa maøu naâu nhaït vaø höông thôm
ngaøo ngaït. Ngoaøi ra, moät soá gioáng môùi lai taïo töø P. venosa nhö P. Mishima Charm
vaø P. Hausermann’s Gold Cup cho hoa maøu vaøng öôm. Nhöõng caây hoa maøu vaøng,
nhoû nhö P. Orchid World vaø P. Michael Crocker cuõng lai taïo ñöôïc nhieàu hoa lôùn
hôn vaø laâu taøn.
Moät nhoùm Phalaenopsis lai môùi ñöôïc hình thaønh goïi laø “Hoaøng Hoân” hay
“Maøu sa maïc”. Nhoùm naøy ñöôïc taïo thaønh nhôø lai giöõa P. venosa hoaëc P.
amboinensis vôùi P. schilleriana. Hoa cuûa caùc gioáng naøy (maøu hoàng nhaït ñeán hoàng
cam hoaëc cam saãm) coù hình daïng vaø kích thöôùc töông töï hoa cuûa P. schilleriana.
Moät soá gioáng ñaëc tröng cho nhoùm naøy laø P. Pago Pago (venosa x Lippegiut).
Nhoùm hoà ñieäp taïo nhieàu phaùt hoa phoå bieán ôû Trung Myõ goàm caùc loaøi P.
equestris vaø P. stuartiana. Maëc duø kích thöôùc hoa chæ khoaûng 4 – 5 cm nhöng do
caây coù raát nhieàu phaùt hoa, moãi phaùt hoa mang soá löôïng lôùn hoa vaø hoa nôû sôùm
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hôn so vôùi caùc loaøi hoà ñieäp khaùc neân caùc gioáng naøy raát ñöôïc öa chuoäng treân thò
tröôøng. Hoa coù maøu töø traéng ñeán hoàng saùng, soïc traéng vaø vieàn traéng.
Nhieàu gioáng lai môùi ñöôïc söû duïng trong ngaønh coâng nghieäp hoa caét caønh
coù theå taïo ñöôïc hoa quanh naêm trong thôøi gian ngaén vôùi giaù thaønh thaáp. Maëc duø
hoa caét caønh mau taøn hôn hoa troàng chaäu nhöng chaát löôïng cuûa hoa vaãn ñaït tieâu
chuaån nhaát ñònh.
Moät soá gioáng môùi ñöôïc taïo ra khi lai Phalaenopsis vôùi caùc chi khaùc, ñaëc
bieät laø Doritis. Caùc gioáng Doritis coù hoa maøu saùng vaø soá löôïng hoa nhieàu, khi lai
vôùi Phalaenopsis taïo ra caùc gioáng Doritaenopsis coù hình daïng hoa töông töï nhö
Phalaenopsis. Khi lai Phalaenopsis vôùi Vanda alliance coù theå taïo ra ñöôïc moät soá
gioáng môùi nhö Asconopsis Irene Dobkin (P. Doris x Ascocentrum miniatum).
1.2.4 Ñaëc ñieåm thöïc vaät
1.2.4.1 Cô quan dinh döôõng
a) Thaân
Lan hoà ñieäp thuoäc loaïi lan ñôn thaân, thaân raát ngaén khoâng coù giaû haønh, bao
boïc bôûi hai maøng beï laù xeáp doïc chieàu daøi thaân. ñöôïc taïo ra bôûi 1 ñænh sinh tröôûng
hoaït ñoäng lieân tuïc, cuõng khoâng coù thôøi kyø nghæ roõ raøng. Lan sinh tröôûng chaäm,
thaân chính cuûa noù trong ñieàu kieän thuaän lôïi laïi moïc ra caùc laù môùi theo phöông
thaúng ñöùng, coøn caønh hoa thì moïc ôû rìa thaân hoaëc naûy ra töø naùch laù. Laù moïc xeáp
thaønh hai haøng xen keõ vôùi nhau. Theo söï sinh tröôûng cuûa caây, caùc laù giaø ôû döôùi
goác daàn daàn heùo vaø ruïng ñi. Thaân cuûa lan hoà ñieäp ngoaøi taùc duïng giöõ cho caây
ñöùng thaúng, coøn coù chöùc naêng tích tröõ chaát dinh döôõng vaø nöôùc.
b) Laù
Laù cuûa lan hoà ñieäp to, daày, ñaày ñaën, laù moïc ñoái xöùng khoâng cuoáng coù beï
oâm laáy thaân caây. Hình daïng laù ñôn giaûn (elip thuoân hoaëc hình löôõi maùc) với maøu
xanh ñôn thuaàn hoaëc maët treân xanh maët döôùi rìa laù coù maøu tím. Moät caây coù töø 3-
15 laù, nhöng chæ coù 4-5 laù treân cuøng laø coøn taêng tröôûng kích thöôùt. Caên cöù vaøo
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maøu saéc laù coù theå phaân bieät ñöôïc maøu saéc hoa cuûa chính noù, laù maøu xanh thöôøng
ra hoa maøu traéng hoaëc hoa nhaït maøu, coøn caùc laù maøu khaùc thöôøng cho hoa maøu
ñoû. Trong naùch laù coù 2 choài phuï, choài phuï treân to hôn goïi laø choài hoa sô caáp, beân
döôùi laø choài dinh döôõng sô caáp. Caùc choài sô caáp naøy sinh tröôûng ñeán möùc ñoä nhaát
ñònh seõ ñi vaøo giai ñoaïn nghæ. Thoâng thöôøng beà maët treân cuûa laù khoâng coù khí
khoång, chæ coù maët döôùi cuûa laù môùi coù khí khoång. Lan hoà ñieäp laø loaøi thöïc vaät
CAM, neân khí khoång môû ra vaøo ban ñeâm ñeå thu nhaän CO2 taïo ra axit Malic döï tröõ
trong cô theå, vaøo ban ngaøy, CO2 ñöôïc giaûi phoùng tham gia vaøo quaù trình quang
hôïp. Do ñoù ban ngaøy caây ít bò maát nöôùc, thoùat hôi nöôùc. Ñieàu kieän naøy ñoái vôùi
nhöõng caây khoâng ñöôïc cung caáp nöôùc ñaày ñuû thöôøng xuyeân laø raát coù lôïi. Khi caây
ñuû nöôùc thì khí khoång cuõng coù theå môû ra vaøo ban ngaøy, huùt khí CO2 ñeå tieán haønh
quang hôïp bình thöôøng. Neáu gaëp phaûi ñieàu kieän khoâ haïn thì khí khoång seõ ñoùng
laïi, quaù trình quang hôïp chæ xaûy ra vöøa ñuû cho löôïng CO2 taïo ra trong chu trình hoâ
haáp. Ñaây chính laø nguyeân nhaân laøm cho lan hoà ñieäp maëc duø khoâng coù giaû haønh
nhöng laïi coù khaû naêng chịu haïn toát.
c) Reã
Heä reã cuûa lan hoà ñieäp khoâng phaân chia thaønh reã chính, reã phuï, reã nhaùnh,
loâng huùt roõ raøng maø reã lan hoà ñieäp thöôøng coù daïng hình troøn. Lan coù reã khí sinh
phaùt trieån maïnh, maøu luïc, moïc töø goác thaân xuyeân qua beï laù, phía ngoaøi coù moät
lôùp moâ xoáp daøy goïi laø maøng bao (velamen) coù taùc duïng döï tröõ nöôùc vaø baûo veä reã
khoûi bò khoâ. Lôùp moâ xoáp naøy deã daøng huùt nöôùc, muoái khoaùng vaø dinh döôõng cho
caây, ñoàng thôøi ñoùng vai troø ñaëc bieät trong vieäc giöõ nöôùc cuõng nhö ngaên chaën aùnh
saùng maët trôøi gay gaét. Soá löôïng reã khaù nhieàu, reã to vaø hôi ñeå deïp taïo thaønh moät
vaønh ñai taêng dieän tích tieáp xuùc vôùi aùnh saùng.
1.2.4.2 Cô quan sinh saûn
a) Hoa
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Phaùt hoa hình thaønh ôû naùch laù thöôøng töø 1-2 phaùt hoa. Hoa moïc thaønh cuïm,
löôõng tính, ñoái xöùng hai beân. Bao hoa daïng caùnh, rôøi nhau, xeáp thaønh hai voøng: ba
maûnh voøng ngoaøi vaø hai maûnh voøng trong
beù hôn, maûnh thöù ba coù hình daïng vaø maøu
saéc khaùc haún goïi laø caùnh moâi. Goác caùnh moâi
thöôøng keùo daøi ra, chöùa tuyeán maät. Nhò vaø
nhuïy dính lieàn thaønh coät nhò nhuïy. Haït phaán
thöôøng dính laïi thaønh khoái phaán, coù chuoâi vaø
goùt dính ôû phía döôùi. Hai khoái phaán ngaên
caùch nhau bôûi trung ñôùi. Boä nhuïy goàm 3 laù
noaõn dính nhau thaønh baàu döôùi, mang nhieàu noaõn, ñính beân (Hoaøng Thò Saûn,
2003). Caû caønh hoa nôû lieân tieáp hôn nöûa naêm. Trung bình moät phaùt hoa cho 7-15
hoa. moãi hoa beàn khoaûng 2 thaùng.
b) Quaû
Quaû cuûa lan hoà ñieäp thuoäc loaïi quaû nang, môû baèng caùc khe nöùt doïc theo hai
beân ñöôøng cuûa giaù noaõn. Quaû lan chöùa raát
nhieàu haït, tuøy vaøo gioáng, loaøi maø haït coù theå
töø vaøi traêm ñeán vaøi ngaøn haït. Haït caàn traûi
qua 130 – 150 ngaøy ñeå haït tröôûng thaønh, haït
môû sau 90 ngaøy. Haït nhoû ñöôïc gioù mang xa
nhö haït buïi, phaàn lôùn haït bò cheát vì chöùa phoâi
chöa phaân hoùa. Theo Bernard (1909),
haït lan muoán naûy maàm phaûi nhieãm naám Rhizoctonia vì loaïi naám naøy coù taùc duïng
khôûi phaùt söï taùi laäp phaân baøo. Trong thöïc nghieäm, ngöôøi ta coù theå ñaùnh thöùc caùc
“phoâi sô khai” (protocorm) khi söû duïng soác thaåm thaáu baèng caùch nuoâi caáy haït treân
moâi tröôøng chöùa sucrose (Buøi Trang Vieät, 2002).
c) Keiki
Lan Hoà
ñieäp
Traùi Lan Hoà ñieäp
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Keiki chæ moät caây con moïc töø moät maáu treân cuoáng hoa. Moät soá loaøi coù hoa
nhoû nhö P. lueddemanniana thöôøng taïo keiki treân cuoáng hoa. Hieän töôïng naøy ñöôïc
Williams moâ taû laàn ñaàu tieân vaøo naêm 1894 (Williams vaø Williams, 1894).
Keiki coøn coù theå ñöôïc hình thaønh ôû nhieàu loaøi Phaleanopsis vaø moät soá loaøi
thuoäc caùc chi lai. Chaúng haïn trong The Genus Phaleanopsis (Sweet, 1980) coù trình
baøy roõ khaû naêng phaùt trieån caây con töø ñoát phaùt hoa Phaleanopsis kunstleri ôû Kew
Gardens. Keiki coøn coù theå hình thaønh töø reã ôû caùc loaøi Philippine P. stuartiana
(Williams vaø Williams, 1894) vaø Phaleanopsis schilleriana (Davis vaø Steiner,
1952). Caùc caây Phaleanopsis döôùi ñieàu kieän nuoâi troàng khoâng thuaän lôïi seõ taïo ra
keiki treân cuoáng hoa, ñaëc bieät khi ñænh ñaõ bò caét boû.
1.2.4.3 Moâi tröôøng thích hôïp cho caây lan hoà ñieäp
a. Nhieät ñoä vaø ñoä aåm
Hoà ñieäp laø loaïi hoa phaùt trieån toát ôû vuøng nhieät ñôùi. Nhieät ñoä thích hôïp cho
söï phaùt trieån cuûa hoà ñieäp laø 220
C-250
C ban ngaøy vaø 180
C vaøo ban ñeâm. Caây coù
theå phaùt trieån toát ôû nôi coù nhieät ñoä cao 350
C ban ngaøy vaø 250
C vaøo ban ñeâm.
Nhieät ñoä lyù töôûng ñeå phaùt trieån toát laø 250
C-270
C. Ñieàu löu yù laø bieân ñoä nhieät ñoä
ngaøy ñeâm laø giôùi haïn quan troïng cuûa lan hoà Ñieäp. Trong ñieàu kieän nuoâi caáy in
vitro thì ta coù theå ñieàu chænh nhieät ñoä phoøng thí nghieäm sao cho phuø hôïp töø 22 ñeán
250
C. Thöïc teá nhieät ñoä thaät cuûa moâ trong bình nuoâi caáy coù theå cao hôn töø 2-40
C
ñoái vôùi nhieät ñoä cuûa phoøng nuoâi caáy. Theo Murashige (1974) nhieät ñoä aûnh höôûng
saâu saéc ñeán sinh tröôûng vaø phaùt trieån caây in itro qua nhöõng tieán trình sinh lyù nhö
hoâ haáp hay hình thaønh teá baøo vaø cô quan.
Vieäc xöû lyù caây meï tröôùc khi ñöa vaøo nuoâi caáy in vitro laø moät phöông phaùp
xöû lyù cô baûn ñeå saûn xuất caây saïch beänh (Morel, 1952,1955). Xöû lyù nhieät Dahlia
tröôùc khi nuoâi caáy in vitro cho thaáy ñænh sinh tröôûng seõ ñöôïc khöû virus (Read,
1989). Ñænh sinh tröôûng coù kích thöôùc nhoû, nhöng coù theå nuoâi caáy ñöôïc, taïo ra
stock meï saïch beänh in vitro ñaàu tieân trước khi tieán haønh nhaân gioáng xa hôn.
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b. AÙnh saùng
AÙnh saùng laø nguoàn naêng löôïng raát quan troïng ñoái vôùi caây troàng, giuùp caây
quang hôïp toát. Neáu ta khoâng cung caáp ñuû aùnh saùng thì caây seõ phaùt trieån yeáu.
Ngoaøi ra aùnh saùng cuõng coù nhieàu taùc ñoäng khaùc nhö sinh ra nhieät, aûnh höôûng ñeán
sinh lyù caây. Do ñoù moãi caây seõ sinh tröôûng toát trong moät daõi nhieät ñoä cuï theå. Neáu
vöïôt quaù daûi nhieät ñoä naøy coù theå laøm chaäm toác ñoä bieán döôõng vaø sinh tröôûng cuûa
caây. Thoâng thöôøng ta söû duïng aùnh saùng ñeøn quyønh quang. Nhu caàu aùnh saùng ñuôïc
phaân tích ôû nhöõng thoâng soá khaùc nhau: ñoä saùng treân ñôn vò dieän tích theå hieän bôûi
w/m2
, thôøi gian chieáu saùng bieåu hieän baèng giôø/ngaøy vaø chaát löôïng phoå saùng cuûa
aùnh saùng nhaän ñöôïc. Ñoái vôùi moâ nuoâi caáy, quang toång hôïp khoâng phaûi laø moät
hoaït ñoäng caàn thieát, vì naêng löôïng ñöôïc cung caáp döôùi daïng glucid (ñöôøng) coù
trong moâi tröôøng moâi caáy. AÙnh saùng thì caàn thieát ñeå ñieàu hoaø vaøi quaù trình veà
hình daïng caây. Nhieàu nghieân cöùu khaùc nhau chöùng minh aùnh saùng aûnh höôùng ñeán
söï phaùt sinh hình thaùi cuûa phoâi, taùi sinh caây con lan hoà ñieäp.
Cöôøng ñoä saùng: moät vaøi thaát baïi trong luùc nuoâi caáy do vieäc söû duïng cöôøng
ñoä aùnh saùng quaù cao hoaëc khoâng coù aùnh saùng trong thôøi gian daøi (maát ñieän),
Thoâng thöôøng ngöôøi ta duøng phytotron: 50 w/m2
hoaëc khoaûng 10.000 lux. Bình
thöôøng trong caùc phoøng nuoâi caáy, cöôøng ñoä aùnh saùng thay ñoåi töø 5 ñeán 25 w/m2
(100-5000 lux), nhöng ngöôøi ta söû duïng thöôøng xuyeân nhaát laø töø 10 ñeán 15 w/m2
..
Werckeister (1971) ghi nhaän aùnh saùng aûnh höôûng quan troïng ñeán choài nhöng toái
caàn thieát cho taïo reã ôû caây Cymbidium baèng caùch duøng than hoaït tính trong moâi
tröôøng nuoâi caáy. Pennazio & redolfi (1973) chöùng minh cöôøng ñoä aùnh saùng
(4000lux) quan troïng trong nuoâi caáy khoai lang. AÛnh höôûng cuûa aùnh saùng döôøng
nhö coù lieân heä vôùi caùc loaøi, coù loaøi chòu aùnh saùng cao, aùnh saùng trung bình vaø aùnh
saùng thaáp hay toái (Papachatzi et al., 1970; Miller & Murashige, 1976).
Thôøi gian chieáu saùng: thôøi gian chieáu saùng coù theå khoâng aûnh höôûng nhieàu
trong vieäc sinh taïo hình daïng cuûa moâ, maø phaàn lôùn tröôøng hôïp, chính soá löôïng cuûa
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naêng löôïng saùng nhaän ñöôïc laø quan troïng. Noù aûnh höôûng ñeán nhöõng ñaùp öùng sinh
lyù ôû caây troàng. Trong thöïc teá, nhieàu phoøng nuoâi caáy moâ choïn thôøi gian chieáu saùng
töø 16-18 giôø/ngaøy vaø ñöôïc ñieàu chænh theo cheá ñoä nhaát ñònh.
Chaát löôïng aùnh saùng: caùc coâng trình nghieân cöùu ñaùng löu yù cuûa Seibert
(1975), chöùng toû treân moâ seïo thuoác laù thì aùnh saùng xanh lô (giaûi phoå giöõa khoaûng
467nm) hoaëc tím (giaûi phoå giöõa khoaûng 419nm) kích thích vieäc taïo choài vaø aùng
saùng ñoû (giaûi phoå giöõa khoaûng 660nm) caûm öùng vieäc sinh taïo reã. Caùc keát quaû
naøy, cuõng nhö caùc nghieân cöùu khaùc cho thaáy, quaù trình taïo hình theå thöïc vaät
döôøng nhö ñöôïc ñieàu chænh bôûi caùc saéc toá nhaän aùnh saùng: phytochroom, vaø caùc
chaát khaùc. Nhö vaäy ta seõ coù lôïi neáu troän 2 loaïi ñeøn huyønh quang: moät loaïi coù
nhieàu tia xanh hôn, coøn loaïi coù nhieàu tia ñoû. Thoâng thöôøng boùng ñeøn ghi ‘aùnh
saùng ngaøy’ thì coù nhieàu tia xanh, neáu ‘chieáu saùng traéng’ seõ coù nhieàu tia ñoû hôn.
Caùc oáng huyønh quang traéng trong thöông maïi coù theå söû duïng ñuû. AÙnh saùng cao
hôn aùnh saùng ñoû coù aûnh höôûng höôûng ñeán nhöõng bieán ñoåi sinh lyù treân caây nhö: ra
hoa, cheá ñoä dinh döôõng vaø nhöõng hieän töôïng khaùc nhö taêng sinh choài in vitro baèng
caùch xöû lyù caây meï vôùi aùnh saùng ñoû (Read eït al.,1978). AÙnh saùng xanh cho thaáy coù
khaû naêng kích thích (Ward & Vance, 1967) vaø öùc cheá (Seibert et,al., 1975). Böôùc
soùng cuûa aùnh saùng cuõng coù aûnh höôûng ñeán phaûn öùng caây in vitro (Kadkade &
Jopson, 1978; Economou, 1982) vaø moái töông taùc giöõa böôùc soùng aùnh saùng vaø moâi
tröôøng dinh döôõng (Villalobos et al., 1984; Husemann & Reinert, 1976). Ñieàu naøy
cho thaáy chaáy löôïng aùnh saùng aûnh höôûng ñeán nhieàu thay ñoåi ôû caây in vitro.
c. Dinh döôõng
Lan hoà ñieäp trong töï nhieân phaùt trieån quanh naêm khoâng coù muøa nghæ, do ñoù
nhu caàu veà dinh döôõng laø khoâng theå thieáu vì caây khoâng coù giaû haønh neân khoâng döï
tröõ dinh döôõng ñöôïc, caàn phaûi ñöôïc boå sung thöôøng xuyeân. Phaân duøng cho lan hoà
ñieäp noùi chung goàm nhieàu loaïi: voâ cô, höõu cô... Khi ñöôïc nuoâi troàng trong ñieàu
kieän in vitro maëc duø chæ caàn moät löôïng raát ít nhöng neáu khoâng cung caáp ñuû cuõng
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aûnh höôûng ñeán söï phaùt trieån cuûa caây. Thoâng thöôøng ñöôïc cung caáp döôùi daïng
muoái khoaùng boå sung trong moâi tröôøng nuoâi caáy.
1.3. Gioáng hoà ñieäp Phal. amabilis Yubidan
Hoà ñieäp Phal. amabilis Yubidan thuoäc nhoùm hoà ñieäp chuaån, hoa maøu traéng,
ñöôøng kính hoa khoaûng 12 cm, hình troøn, moâi coù veát vaøng nhaït. Hieän nay raát ñöôïc
öa chuoäng, thò tröôøng tieâu thuï caû trong nöôùc vaø xuaát khaåu. Chính vì vaäy vieäc
nghieân cöùu vaø nuoâi troàng gioáng lan naøy laø raát caán thieát, ñem laïi hieäu quaû kinh teá
cao.
Hình 1.1 Hoa (x) vaø moâi (y) cuûa Phalaenopsis amabilis. Yubidan.
1.4 Moâi tröôøng nuoâi caáy moâ thöïc vaät
1.4.1 Moâi tröôøng
Söï löïa choïn moâi tröôøng thích hôïp laø moät yeáu toá quan troïng quyeát ñònh söï
thaønh coâng trong nuoâi caáy moâ. Moâi tröôøng in vitro laø moâi tröôøng treân vaø döôùi maët
thaïch trong bình nuoâi caáy, coù aûnh höôûng ñeán söï sinh tröôûng vaø phaùt trieån hình thaùi
cuûa caây. Trong 20-30 naêm qua coù nhieàu baùo caùo cho thaáy coù khoaûng 24 moâi
tröôøng ñöôïc söû duïng trong nuoâi caáy moâ teá baøo thöïc vaät (Street vaø Shiflito,1977;
Pierik,1987; torres,1989). Tuyø theo töøng giai ñoaïn phaùt trieån cuûa maãu caáy vaø muïc
ñích cuûa nghieân cöùu maø ta choïn löïa moâi tröôøng thích hôïp. Khoâng coù moâi tröôøng
naøo laø chuaån tuyeät ñoái cho söï phaùt trieån cuûa teá baøo, do ñoù söï thay ñoåi moâi tröôøng
laø raát caàn thieát.
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Moät moâi tröôøng nuoâi caáy bao goàm: khoaùng voâ cô, ngoàn carbon, vitamin vaø
caùc chaát ñieàu hoaø sinh tröôûng thöïc vaät. Nhöõng chaát ñöôïc boå sung vaøo moâi tröôøng
phuï thuoäc vaøo töøng ñoái töôïng vaø muïc tieâu nghieân cöùu. Bao goàm nhöõng phaân töû
nitrogen höõu cô, acid höõu cô vaø dòch chieát (Gamborg,1986). Moâi tröôøng
Murashige vaø Skoog (MS-1962) hay Linsmaier vaø Skoog (LS -1965) ñöôïc duøng
phoå bieán, ñaëc bieät ôû nhöõng moâi tröôøng taùi sinh. Moâi tröôøng B5 (Gamborg et
al.,1968), N6 (Chu,1978) Nitsch vaø Nitsch (NN-1969) ñöôïc söû duïng cho nhieàu
muïc tieâu khaùc nhau. Moâi tröôøng Drive- Kuniyuki Wainut (DKW-1984) vaø Lloyd
vaø McCown (WPM-1980) ñöôïc söû duïng nuoâi caáy caây thaân goã.
1.4.2 Thaønh phaàn caùc chaát khoaùng
Trong moâi tröôøng nuoâi caáy moâ thöïc vaät ngöôøi ta chia ra thaønh caùc nhoùm
khaùc nhau
Nhoùm ña löôïng:
Ñaïm (N): Giöõ vai troø taïo laäp protein cho caây giuùp caây hình thaønh cô quan.
Ñaïm giuùp thaân, laù, phaùt trieån, ñuû ñaïm caây phaùt trieån maïnh, laù lôùn, maøu xanh ñaäm.
Thieáu ñaïm caây maøu vaøng nhaït, thaân laù nhoû yeáu, caây sinh tröôûng keùm, caèn coãi, ra
hoa sôùm, hoa nhoû, ít hoa. Caùc chaát cung caáp ñaïm duøng trong caùc moâi tröôøng nuoâi
caáy:
- CO(NH2)2 : Ureâ (46% N).
- (NH4)2SO4 : Sunfat ammonium töùc SA (22% N).
- KNO3 : Kali nitrat (14%N).
- NH4NO3 : Nitrat amonium (34 % N).
- NaNO3 : Natri nitrat
- Ca(NO3)2 : Calci nitrat (15,5% N)
Laân (P): Cuøng vôùi Nitô, ñaïm giuùp taïo laäp protein cho caây, giuùp caây hoâ haáp
vaø quang hôïp, taïo söï haáp thu ñaïm ñöôïc deã daøng, giuùp caây naûy maàm, ra hoa, ra reã,
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kích thích ra hoa, laøm hoa beàn vaø ít ruïng. Caùc chaát coù theå boå sung laân cho caây
goàm coù:
-Ca(H2PO4)2 : Super phosphate (22% P2O5)
-(NH4)2HPO4 : Diamonium Phosphate (46% P2O5).
-(NH4)3HPO4.3H2O : Triamnium Phosphat.
-KH2PO4 : Phosphat Kali.
Kali (K): Giuùp caây haáp thuï ñaïm deã daøng, taïo caùc boù maïch trong caây giuùp
caây cöùng chaéc, ñöùng thaúng, cuøng vôùi P thuùc ñaåy söï ra hoa. Caùc chaát cung öùng K
nhö:
-KCl : Clorua kali (60% K2O).
-K2SO4 : Sunphat kali (48% K2O).
-KNO3 : Kali nitrat (44% K2O).
-KH2PO4 : Phosphat kali (40% K2O).
Nhoùm trung löôïng: goàm nhöõng nguyeân toá Ca, Mg, S.
Calcium (Ca): taïo vaùch teá baøo, giuùp caây cöùng chaéc, laù daày, giuùp caây haáp
thuï ñaïm toát. Caùc chaát cung caáp Ca nhö:
- CaCl2 : Calci clorua.
- Ca(NO3)2 : Calci nitrat.
Ñoái vôùi nhöõng chaát chöùa Ca ta khoâng neân hoaø tan chung vôùi caùc hoaù chaát khaùc vì
deã gaây keát tuûa, caây khoâng haáp thu hieäu quaû.
Magieâ (Mg): laø thaønh phaàn taïo neân dieäp luïc toá cho caây, laøm laù xanh. Neáu
caây dö Mg laù seõ coù maøu xanh ñaäm baát thöôøng. Khi caây thieáu coù theå duøng MgSO4
hoaëc MgHPO4 ñeå cung caáp Mg cho caây.
Sunfua (S): laø thaønh phaàn cuûa teá baøo chaát, giuùp caây taêng tröôûng. Thieáu S
caây caèn coãi, laù nhoû. Thöôøng S ñaõ chöùa saün trong nhoùm chaát coù chöùa goác SO4 nhö:
K2SO4, MgSO4, FeSO4, CuSO4, (NH4)2SO4..
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Nhoùm vi löôïng: nhoùm naøy cuõng raát caàn thieát cho lan duø cho noù chæ caàn moät löôïng
raát nhoû (khoâng quaù 5mg/lít). Ngöôøi ta thöôøng duøng nhöõng nguyeân toá sau ñeå cung
caáp cho caây: Saét (Fe), Ñoàng (Cu), Keõm (Zn), Mangan (Mn), Bore (B), Molypden
(Mo).
Saét (Fe): ñoùng vai troø taïo dieäp luïc toá giuùp caây quang toång hôïp toát. Thieáu
Fe laøm laù caây coù maøu xanh lôït, ñaàu reã keùm phaùt trieån, coù theå duøng FeDTA cung
caáp Fe cho caây.
Ñoàng (Cu): thieáu Cu deã laøm cho ngoïn laù khoâ, caây khoâng phaùt trieån, ra choài
nhieàu nhöng yeáu. Duøng CuSO4 ñeå cung caáp cho caây (ñoâi khi duøng daïng CuEDTA
ñeå cung caáp Cu).
Keõm (Zn): thieáu keõm laøm thaân ngaén laïi, laù moïc chuïm ôû ñaàu. Duøng ZnSO4
cung caáp Zn cho caây (coù khi duøng ZnEDTA).
Mangan (Mn): thieáu Mn laù vaøng nhaït, ôû laø giaø thöôøng coù chaám vaøng.
Duøng MnSO4 cung caáp Mn cho caây.
Bor (B): thieáu B reã moïc keùm, laù quaên ôû ñaàu, ñoït non deã bò hö. Duøng
H3BO3 (axit Boric ñeå cung caáp B cho caây.
Molypden (Mo): ñieàu hoaø suï taêng tröûông cuûa caây. Coù theå duøng Na2MoO4
(molypdat Natri) ñeå cung caáp Mo cho caây.
Baûng 1.1: Thaønh phaàn caùc chaát khoaùng trong moät soá moâi tröôøng nuoâi caáy moâ
thoâng duïng(mg/l)
Hoaù chaát White B5 N6 WP MS VW KNC
NH4NO3 400 1650 500
(NH4)2SO4 134 463 500 500
Mg2SO4.7H2O 720 246 185 370 370 122 122,15
KCl 65 250
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KNO3 80 2528 2830 1900 525
KH2PO4 400 170 170 250 250
K2SO4 990
NaH2PO4.H2O 19 150
Na2SO4 200
CaCl2.2H2O 150 166 96 440
Ca(NO3)2.4H2O 300 556 241,3
Ca3(PO4)2 200
Na2EDTA.2H2O 37,2 37,2 37,2 37,3
FeSO4.7H2O 27,8 27,8 27,8 27,8 25,0
Fe2(SO4)3 2,5
Fe2(C4N4O6)3 23,13
H3BO3 1,5 3 1,6 6,2 6,2
CoCl2.6H2O 0,025 0,025
CuSO4.5H2O 0,001 0,025 0,25 0,025
MnSO4.H2O 10 5,68 5,68
MnSO4.4H2O 7 4,4 22,3 22,3
MoO3 0,0001
Na2MoO4.2H2O 0,25 0,25 0,25
KI 0,75 0,75 0,8 0,83
ZnSO4.7H2O 3 2 1,5 8,6 8,6
White. (1963)
B5 : Gamborg et al. (1968)
N6 : Nitsch vaø Nitsch (1969)
WP : Lloyd and McCown (1980)
MS : Murashige and Skoog (1962)
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VW : Vacin and Went (1949)
KNC : Knudson C (1946)
1.4.3. Carbohydrate
Haàu heát moâi tröôøng nuoâi caáy moâ thöïc vaät ñeàu caàn boå sung theâm nguoàn
carbohydrate beân ngoaøi. Carbohydrate caàn cho vieäc nuoâi caáy taïo moâ seïo (White,
1934; Gautheret, 1955). Sucrose ñöôïc söû duïng laøm nguoàn carbohydrate ñaàu tieân
White (1940) vaø sau ñoù nhieàu nhaø nghieân cöùu khaùc cuõng söû duïng hieäu quaû.
Coù nhieàu nghieân cöùu veà nhu caàu carbohydrate ñoái vôùi phoâi non vaø phoâi
tröôûng thaønh cuûa thöïc vaät, ñaëc bieät laø ôû hoï lan. Nhieàu baèng chöùng cuï theå ñaõ chæ roõ
raèng phoâi lan coù khaû naêng söû duïng ñöôïc nhieàu nguoàn carbon hôn phoâi cuûa caùc
loaøi thöïc vaät haït kín khaùc. Ñoái vôùi phoâi cuûa Odontoglossum vaø Miltonia, sucrose
vaø maltose ñeàu thích hôïp, trong khi vôùi Cattleya, Vanda vaø Phalaenopsis thì
glucose vaø sucrose ñeàu toát (Breddy, 1953). Ito (1951) quan saùt thaáy raèng phoâi cuûa
Dendrobium, Cattleya, Vanda, Phalaenopsis vaø Epidendrum coù khaû naêng söû duïng
ñöôïc tinh boät trong dòch chieát caø chua boå sung vaøo moâi tröôøng nuoâi caáy. Ernst
(1967b) khaûo saùt aûnh höôûng cuûa caùc nguoàn carbon khaùc nhau nhö mono, di,
trisaccharides vaø ñöôøng röôïu leân söï taêng tröôûng cuûa phoâi Phalaenopsis (‘Elinor
Shaffer’ x ‘Doris’) môùi naûy maàm vaø Dendrobium ñeå so saùnh aûnh höôûng cuûa caùc
daïng D vaø L moâi tröôøng coù chöùa fructose, D-xylose, D-glucose, trong khi ñoù
ribitol, D-ribose ngöôïc nhau ôû caùc hôïp chaát khaùc nhau. Söï taêng tröôûng cuûa phoâi
Phalaenopsis laø cöïc ñaïi vaø D-arabinitol khoâng giuùp ích cho söï taêng tröôûng. Verma
vaø Dougall (1977) cho raèng caùc nguoàn carbohydrate khaùc nhau coù aûnh höôûng
khaùc nhau leân söï taêng tröôûng vaø phaùt sinh phoâi ôû caø roát hoang daïi. Caùc nguoàn
carbohydrate khaùc nhau coù aûnh höôûng khaùc nhau leân söï bieán döôõng ôû thöïc vaät.
Theo Gleddie vaø coäng söï (1983) sucrose laø nguoàn carbon toát nhaát cho söï phaùt sinh
phoâi.
 


	27. Ñeà aùn toát  nghieäp
SVTH: Nguyeãn Hieàn Nhôn
Ngaønh Coâng ngheä Sinh hoïc K2005 20
Ngoaøi vai troø laø nguoàn carbon, caùc carbohydrate coøn coù taùc duïng nhö moät
yeáu toá ñieàu hoøa söï phaùt sinh hình thaùi. Carbohydrate coù taùc duïng leân söï hình
thaønh dieäp luïc. Dieäp luïc trong moâ seïo nuoâi caáy coù aûnh höôûng leân khaû naêng phaùt
sinh phoâi. Caùc gen bieåu hieän nhanh trong söï bieät hoùa cuûa caùc dieäp luïc caûm öùng
aùnh saùng xanh cuõng coù bieåu hieän trong söï phaùt sinh phoâi voâ tính ôû Chenopodium
rubrum vaø caø roát (Aleith vaø Richter, 1991). Söï hình thaønh vaø bieåu hieän cuûa caùc
protein trong giai ñoaïn ñaàu cuûa quaù trình phaùt sinh phoâi voâ tính ñöôïc tìm thaáy
trong luïc laïp cuûa ñaäu Haø Lan (Koonen vaø Jacobson, 1991). Söï kích thích quaù trình
phaùt sinh phoâi voâ tính trong nuoâi caáy moâ seïo teá baøo tröùng ôû Citrus treân moâi
tröôøng chöùa lactose coù lieân quan ñeán söï hình thaønh dieäp luïc trong moâ seïo (Button,
1978).
Quaù trình toång hôïp dieäp luïc ôû moâ seïo caø roát bò öùc cheá bôûi sucrose, trong khi
ñoù glucose khoâng gaây öùc cheá quaù trình naøy. Sucrose öùc cheá söï hình thaønh maøu
xanh vaø khi giaûm ñöôøng trong moâi tröôøng caàn thieát cho quaù trình toång hôïp dieäp
luïc (Edelman vaø Hanson, 1971a).
1.4.4 Caùc vitamin
Vieäc söû duïng caùc vitamin raát caàn thieát cho söï taêng tröôûng vaø phaùt trieån cuûa
maãu caáy. Caây caàn vitamin ñeå xuùc taùc caùc quaù trình bieán döôõng khaùc nhau. Caùc
vitaimin naøy thuoäc nhoùm B vaø hieäu quaû nhaát laø: Vitamin B1 toàn taïi ôû daïng
thiamin – HCl: Caùc vitamin thöôøng bò phaân huyû ôû nhieät ñoä cao khi haáp khöû truøng.
Tuy nhieân caùc chaát bò phaân huyû naøy cuõng coù taùc ñoäng leân söï taêng tröôûng cuûa moâ
nhö chöa phaân huyû. Moät soá vitamin thöôøng ñöôïc söû duïng trong nuoâi caáy moâ thöïc
vaät nhö:
- Vitamin B6 toàn taïi ôû daïng pyridoxin.
- Biotine
- Pantothenate de Calcium
- Myoinositol
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Caùc vitamin naøy ñöôïc boå sung vaøo moâi tröôøng vôùi noàng ñoä raát thaáp 10-
100mg/l. Caùc dung dòch meï coù theå ñöôïc pha ñaäm ñaëc 1.000 laàn vaø ñöôïc baûo quaûn
trong tuû laïnh töø 2-4 tuaàn.
1.4.5 Chaát ñieàu hoaø sinh tröôûng thöïc vaät
Chaát ñieàu hoaø sinh tröôûng thöïc vaät hay coøn goïi laø: phytohormone ñoùng vai
troø ñieàu hoaø sinh tröôûng vaø phaùt trieån cuûa thöïc vaät bao goàm taùi sinh caùc thöïc vaät
töø nhöõng teá baøo vaø moâ taùch rôøi. Phytohormone goàm caùc chaát nhö: auxin, abscisin,
ethylene, gibberelline, cytokinine. Trong ñoù 2 loaïi hormone quan troïng nhaát laø
auxin vaø cytokinine quyeát ñònh söï kích thích phaân chia vaø bieät hoùa teá baøo cuûa caùc
moâ ñöôïc nuoâi caáy in vitro.
a. Auxin
Auxin laø moät hôïp chaát töông ñoái ñôn giaûn: indol-3-acetic acid (IAA). Caùc
chaát coù caáu truùc gaàn gioáng IAA laø daãn xuaát hay tieàn chaát cuûa IAA, vaø coù cuøng vai
troø vôùi IAA trong vaøi cô quan ñeàu ñöôïc goïi laø auxin theo nghóa roäng. Auxin töï
nhieân ñöôïc toång hôïp trong ngoïn thaân, trong moâ phaân sinh (ngoïn vaø loùng) vaø laù
non, nôi coù söï phaân chia teá baøo nhanh (tröø tryptophan ñöôïc toång hôïp trong laù
tröôûng thaønh döôùi aùnh saùng). Sau ñoù, auxin di chuyeån tôùi reã vaø tích tuï trong reã.
Auxin laø nhoùm chaát ñieàu hoøa sinh tröôûng ñöôïc söû duïng raát thöôøng xuyeân
trong nuoâi caáy moâ – teá baøo thöïc vaät. Ñaëc tính chuû yeáu cuûa auxin laø kích thích söï
taêng tröôûng vaø keùo daøi cuûa teá baøo. ÔÛ moät soá loaøi, auxin laøm taêng söï toång hôïp
enzym (peroxydase ôû loõi thuoác laù, cellulose synthegtase ôû kieàu maïch), auxin coù
khaû naêng khôûi ñaàu söï phaân chia teá baøo (Mai Traàn Ngoïc Tieáng, 2002). Trong nuoâi
caáy moâ thöïc vaät, auxin keát hôïp chaët cheõ vôùi caùc thaønh phaàn dinh döôõng khaùc
trong moâi tröôøng nuoâi caáy ñeå kích thích söï taêng tröôûng cuûa moâ seïo, NAA vaø IBA
ñöôïc söû duïng phoå bieán thay theá cho 2,4-D vì haïn cheá ñöôïc hieän töôïng ñoät bieán.
Auxin coøn laø yeáu toá ngaên caûn söï toång hôïp dieäp luïc toá (Nguyeãn Ñöùc Löôïng, 2002).
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Phoâi lan coù ñaùp öùng ñaùng keå ñoái vôùi auxin. Theo Curtis vaø Nichol (1948),
IAA coù khaû naêng öùc cheá söï taêng tröôûng cuûa phoâi trong caùc giai ñoaïn ñaàu sau khi
naûy maàm. Nhieàu taùc giaû sau ñoù ñaõ nhaän thaáy auxin coù taùc ñoäng leân söï taêng tröôûng
vaø naûy maàm cuûa phoâi lan ôû nhieàu gioáng lan lai khaùc nhau (Withner, 1953, 1955;
Mariat, 1952). ÔÛ moät soá gioáng lan bieåu sinh, auxin (-naphthalene acetamide)
khoâng aûnh höôûng leân söï naûy maàm cuûa phoâi nhöng coù taùc ñoäng leân söï taêng tröôûng
cuûa choài vaø reã (Yates vaø Curtis, 1949). Moät soá baùo caùo khaùc cho raèng auxin coù
hoaït tính khi ñöôïc söû duïng cuøng vôùi caùc dòch chieát kích thích taêng tröôûng nhö nöôùc
döøa (Hegarty, 1955), nöôùc caø chua (Meyer, 1945) vaø raát khoù coù theå quan saùt thaáy
ñöôïc aûnh höôûng rieâng leû cuûa auxin.
Trong quaù trình nghieân cöùu ngöôøi ta cuõng nhaän thaáy moät soá aûnh höôûng cuûa
auxin ñoái vôùi thöïc vaät:
- Kích thích cho teá baøo nôû lôùn vaø sinh tröôûng thaân.
- Kích thích phaân baøo ôû töôïng taàng phaùt sinh goã vaø keát hôïp vôùo
cytokinin trong nuoâi caáy moâ teá baøo thöïc vaät
- Kích thích phaùt sinh reã treân ñoaïn thaân, phaùt trieån reã nhaùnh vaø bieät
hoùa phaùt sinh reã trong nuoâi caáy moâ teá baøo thöïc vaät
- ÖÙc cheá sinh tröôûng choài beân
- Bieät hoaù nhu moâ libe vaø nhu moâ goã
- ÖÙc cheá hay thuùc ñaåy söï ruïng laù vaø traùi phuï thuoäc va2otho72i gian
vaø vò trí laù vaø traùi
- Sinh tröôûng hoa – ñöôïc kích thích bôûi auxin
- Taïo moâi tröôøng phaûn öùng veà dinh döôõng cuûa choài vaø reã vôùi aùnh
saùng vaø löïc haáp daãn
b. Cytokinin
Caùc cytokinin (goàm kinetin, BA, zeatin…) ñöôïc khaùm phaù do nhöõng coá gaéng
tìm kieám yeáu toá kích thích söï phaân chia teá baøo thöïc vaät. Sau zeatin, hôn 30
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cytokinin khaùc nhau ñaõ ñöôïc coâ laäp. Ngaøy nay, ngöôøi ta goïi cytokinin ñeå chæ moät
nhoùm chaát, thieân nhieân hay nhaân taïo, coù ñaëc tính sinh lyù gioáng nöôùc döøa hay
kinetin. Cytokinin ñöôïc toång hôïp töø adenine, xuaát hieän ôû choùp reã vaø haït ñang phaùt
trieån.
Cytokinin caàn cho söï phaân chia teá baøo, khi nuoâi caáy moâ caây ñôn töû dieäp
caàn boå sung theâm nöôùc döøa vaøo moâi tröôøng ñeå taêng söï phaân chia teá baøo, söï nhaân
choài vaø söï phaùt trieån choài (Miller vaø Skoog,1953; Miller, 1961) Tidiazuron (TDZ;
N- phenyl-N1-1,2,3-thiadizol-5-ylurea) cuõng coù hoaït tính cuûa moät cytokinin. TDZ
vôùi moät lieàu löôïng thaáp coù taùc duïng kích thích söï hình thaønh choài non (Sankhala
et al.,1996;Biazel et al., 1996;Murthy et al.,1998). Cytokinin caàn trong phaûn öùng
phosphoryl hoùa, taùc duïng treân söï di chuyeån Ca2+
vaøo dieäp laïp, giöõ maøu xanh cho
laù, cuõng nhö tính baùn thaám cho teá baøo, laøm roäng teá baøo, kích thích quaù trình sinh
toång hôïp protein. Nhö vaäy, aûnh höôûng cuûa cytokinin ñöôïc chia laøm 2 giai ñoaïn:
nhaân ñoâi nhieãm saéc theå vaø theâm chaát taïo phaân baøo (Mai Traàn Ngoïc Tieáng, 2002).
Caùc cytokinin nhö kinetin vaø zeatin coù theå beàn vôùi nhieät, khoâng bò phaân huûy sau 1
giôø ñun noùng ôû 1200
C (Dekhuijzen,1971), trong khi BA chæ oån ñònh ôû 1000
C trong
20 phuùt.
AÛnh höôûng cuûa cytokinin ñeán thöïc vaät:
- Phaùt sinh hình thaùi trong nuoâi caáy moâ vaø khoái u, thuùc ñaåy phaùt sinh
choài
- Taùc ñoäng söï nôû lôùn teá baøo
- Taùc ñoäng tröïc tieáp ñeán phaân baøo cuûa traùi vaø choài ñænh
- Laøm chaäm laõo hoùa laù
- Kích thích söï môû khí khoång ôû vaøi loaøi thöïc vaät
- Kích thích phaùt sinh choài beân trong ñieàu kieän coù öu theá ngoïn
- Tích tuï dieäp luïc vaø chuyeån hoùa etioplast vaøo dieäp luïc
c. Gibberelline (GA)
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Chæ coù acid gibberellinic A3 (GA3) ñöôïc söû duïng. Noù khoâng coù baùn ôû daïng
nguyeân chaát. Ñaây laø moät chaát töï nhieân, phaân huyû nhanh trong dung dòch nhaøy vaø
öu tieân baûo quaûn trong alcool 96 ñoä vaø ñeå trong tuû laïnh. Chuùng ta caàn löu yù laø caùc
chaát ñieàu hoaø taêng tröôûng bò phaân huyû hoaëc trong luùc baûo quaûn chuùng hoaëc trong
luùc haáp khöû truøng ôû autoclave. Caùc GA quan troïng ôû thöïc vaät laø GA1, laø GA ñaàu
tieân taùc ñoäng ñeán söï vöôn thaân, kích thích keùo daøi teá baøo. Caùc GA ñöôïc toång hôïp
töø mevalonic aicd ôû moâ non cuûa choài vaø haït ñang phaùt trieån. Moät soá aûnh höôûng
cuûa GA ñöôïc bíeât ñeán nhö:
- GA1 kích thích vöôn thaân qua kích thích phaân baøo vaø keùo daøi teá
baøo. Taïo ra thaân cao ngöôïc vôùi tính luøn caây.
- Kích thích haït naûy maàm ôû haït caàn xöû lyù laïnh hay aùnh saùng ñeå phaùt
sinh naûy maàm.
- Kích thích saûn xuaát nhieàu loaïi enzyme.
- Kích thích söï hình thaønh vaø phaùt trieån traùi nhö nho
d. Abscisic acid (ABA)
ABA laø moät phaân töû ñôn, ñöôïc toång hôïp töø mevalonic acid ôû laù thuaàn thuïc
ñeå thích öùng vôùi tress nöôùc. Vì qui luaät taùc ñoäng cuûa ABA treân söï ruïng vaø laõo
hoaù, neân ABA ñöôïc nghó nhö moät chaát öùc cheá. AÛnh höôûng cuûa ABA:
- Trong nuôùc coù nhieàu ABA seõ laøm ñoùng khí khoång.
- ABA gaây neân söï vaän chuyeån saûn phaåm quang hôïp ñeå phaùt trieån
haït vaø ñöôïc haáp thu bôûi phoâi ñang sinh tröôûng.
- ABA phaùt sinh toång hôïp protein döï tröõ trong haït.
- ABA taùc ñoäng ngöôïc laïi aûnh höôûng cuûa gibberellin ñeán toång hôïp
enzyme amylase ôû haït nguû coác ñang naûy maàm.
- ABA phaùt sinh vaø duy trì söï naûy maàm ôû haït vaø choài.
1.4.6 Hexitol
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Caùc hexitol nhö myo inositol ñöôïc xem laø coù vai troø quan troïng trong nuoâi
caáy moâ (Pollar et al., 1961) vaø Steinhard et al., 1962). Myo inositol laø moät hexitol
ñöôïc chuù yù trong quaù trình sinh toång hôïp cyclitol, söï naûy maàm cuûa haït, söï chuyeân
chôû ñöôøng, dinh döôõng khoaùng, söï trao ñoåi chaát ñöôøng, söï thaønh laäp caáu truùc nhaân
vaø vaùch teá baøo, söï caân baèng hormon (Loewus & Loewus, 1983). Myo-inositol
cuõng laø moät chaát kích thích taêng tröôûng in vitro vaø laø nguoàn carbohydrate nhöng
noù laïi hoaït ñoäng nhö vitamin. Manitol vaø sorbitol laø nhöõng hexitol coù khaû naêng
thaåm thaáu toát cho caùc teá baøo traàn ñaõ ñöôïc coâ laäp.
1.4.7 Yeáu toá laøm ñaëc moâi tröôøng (Agar).
Trong nuoâi caáy moâ thöùc vaät ngöôøi ta thöôøng duøng moät soá vaät lieäu laøm giaù
theå ñeå naâng ñôõ moâ vaø choài, giöõ cho caây ñöùng vöõng trong moâi tröôøng. Nguyeân lieäu
phoå bieán nhaát trong nuoâi caáy moâ laø agar. ngöôøi ta hoaø agar vaøo trong moâi tröôøng,
laøm tan ôû nhieät ñoä cao (treân 600
C) vaø laøm ñaëc laïi ôû nhieät ñoä phoøng. Ngoaøi ra tuyø
thuoäc töøng vaät lieäu nuoâi caáy maø ngöôøi ta söû duïng caùc vaät lieäu khaùc laøm giaù theå
nhö: giaáy loïc, vaûi, moät soá maøng nhaân taïo.
Agar laø moät polyosid coù troïng löôïng phaân töû cao, ñöôïc chieát ra töø rong bieån
loaïi gelidum. Bôûi vì agar laø saûn phaåm laáy töø taûo bieån, neân noù coù nhöõng taùc ñoäng
sinh lyù treân moâ thöïc vaät. Loaïi agar söû duïng ñeå laøm ñoâng moâi tröôøng coù theå aûnh
höôûng ñeán keát quaû thí nghieäm (Griffis et al., 1991; Debergh, 1983; Halquist et al.,
1983). Neáu nhö agar khoâng tinh saïch thì noù coù theå laøm ñuïc moâi tröôøng do caùc chaát
caën trong agar gaây neân. Khi agar ñöôïc troän chung vôùi nöôùc thì taïo ra daïng gel vaø
tan ra ôû nhieät ñoä 60-100o
C, ñaëc laïi khi nhieät ñoä coøn 35o
C vì vaäy agar oån ñònh
trong taát caû caùc ñieàu kieän nhieät ñoä moâi tröôøng vaø khoâng bò phaân huyû bôûi enzym
thöïc vaät. Hôn nöõa agar khoâng phaûn öùng vôùi caùc chaát trong moâi tröôøng. Ñoä cöùng
cuûa agar quyeát ñònh bôûi noàng ñoä agar söû duïng vaø pH cuûa moâi tröôøng.
1.4.8 Amino Acid
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Caùc amino acid vaø amin raát quan troïng trong söï taïo hình teá baøo. Taát caû caùc
daïng L-aminoacid ñeàu laø nhöõng daïng töï nhieân ñöôïc tìm thaáy trong thöïc vaät: L-
tyrosine goùp phaàn vaøo söï phaùt sinh choài (Skoog & Miller, 1957); L-arginine giuùp
cho taïo reã; L-serine coù theå ñöôïc söû duïng trong nuoâi caáy haït phaán ñeå taïo caùc phoâi
ñôn boäi. L-asparagin ñoâi khi cuõng ñöôïc duøng ñeå laøm taêng caùc phoâi soma.
Dòch thuyû phaân casein, duøng enzyme ñeå phaân giaûi protein cuûa söõa cuõng laø
thaønh phaàn raát hay duøng trong caùc moâi tröôøng vì noù cung caáp moät hoãn hôïp caùc
amino acid taêng cöôøng khaû naêng phaûn öùng cuûa teá baøo. Khi söû duïng phöông phaùp
thuyû phaân baèng enzyme, ta coù theå xaùc ñònh chính xaùc thaønh phaàn aùc amino acid
coù trong dung dòch, do ñoù ngaøy nay ngöôøi ta thöôøng söû duïng noù phoå bieán hôn ñeå
khaûo saùt caùc amino acid rieâng leû aûnh höôûng ñeán söï phaûn öùng cuûa caùc teá baøo nhö
theá naøo.
1.4.9 Caùc hôïp chaát töï nhieân.
Nöôùc döøa ñöôïc söû duïng roäng raõi nhö laø chaát kích thích taêng tröôûng trong
nuoâi caáy phoâi. Nöôùc döøa ngoaøi cung caáp chaát beùo, acid amin, acid höõu cô, noù coøn
chöùa nhieàu trypton, carbohydrate nhö sucrose, glucose vaø fructose. Moâi tröôøng
chöùa auxin vaø 10 – 20% nöôùc döøa giuùp söï phaân chia cuûa caùc teá baøo thaân ñaõ phaân
hoùa (söï taïo moâ seïo). Ngöôøi ta tìm caùch xaùc ñònh baûn chaát hoùa hoïc cuûa chaát coù
hoaït tính trong nöôùc döøa nhöng phaûi sau khi khaùm phaù ra cytokinin vaøi naêm, nöôùc
döøa môùi ñöôïc chöùng minh chöùa zeatin (Letham, 1974).
Khi nuoâi caáy phoâi lan, nöôùc döøa thöôøng ñöôïc söû duïng ñeå giuùp phoâi taêng
tröôûng vaø naûy maàm (Hegarty, 1955; Niimoto vaø Sagawa, 1961). Vôùi Dendrobium,
nöôùc döøa khoâng aûnh höôûng leân söï naûy maàm cuûa phoâi nhöng öùc cheá söï taêng tröôûng
cuûa phoâi ôû caùc giai ñoaïn ñaàu naûy maàm (Kotomori vaø Murashige, 1965). Moät soá
tröôøng hôïp khaùc, phoâi Phalaenopsis lai taêng sinh moâ seïo vaø chaäm phaùt sinh cô
quan khi boå sung nöôùc döøa vaøo moâi tröôøng (Ernst, 1967b).
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Nhieàu loaïi nöôùc chieát khaùc ñöôïc söû duïng cho moâi tröôøng nuoâi caáy phoâi lan.
Chaúng haïn nöôùc chieát caø chua laø moät nguoàn dinh döôõng toát cho phoâi lan naûy maàm
vaø taêng tröôûng (Meyer, 1945c; Vacin vaø Went, 1949; Griffith vaø Link, 1957). Taùc
duïng kích thích taêng tröôûng cuûa nöôùc caø chua ñöôïc thaáy roõ ôû phoâi Cattleya Sudan
x C. percivaliana, caùc phoâi taêng tröôûng giôùi haïn vaø bieät hoùa thaønh cô quan, taïo
cuïm moâ phaân sinh vaø taêng sinh bình thöôøng.
Caùc nhaø troàng lan chuyeân nghieäp coøn söû duïng nhieàu loaïi dòch chieát khaùc
nhö dòch chieát goã buloâ (Zimmer vaø Pieper, 1974, 1976), dòch chieát boø, dòch chieát
luùa mì, luùa maïch, caø roát, naám men, khoai taây, naám ñaûm, peptone vaø nhieàu loaïi
nöôùc traùi caây khaùc (Knudson, 1922; Lami, 1927; Curtis, 1947b; Mariat, 1952;
Withner, 1953). Nhöng ñaùng tieác laø hieäu quaû taùc duïng cuûa caùc loaïi dòch chieát dinh
döôõng naøy leân söï taêng tröôûng cuûa phoâi vaãn chöa ñöôïc bieát roõ, coù theå trong thaønh
phaàn caùc dòch chieát naøy chöùa moät soá hôïp chaát kích thích taêng tröôûng giuùp cho söï
phaùt trieån bình thöôøng cuûa phoâi. Vì phoâi lan coù nhu caàu ñaëc bieät veà nguoàn ñaïm,
do vaäy coù theå caùc thaønh phaàn ñaïm trong dòch chieát coù taùc duïng kích thích söï taêng
tröôûng cuûa phoâi.
1.4.10 Caùc chaát haáp thuï phenol.
Khi phaùt trieån phöông phaùp nuoâi caáy moâ ñeå nhaân gioáng Phalaenopsis, vaán
ñeà thöôøng gaëp nhaát laø löôïng phenol tieát ra töø moâ nuoâi caáy quaù cao, phenol seõ
khueách taùn vaøo moâi tröôøng, laøm oxy hoùa caùc chaát trong moâi tröôøng, gaây ñoäc cho
moâ nuoâi caáy, keát quaû laø maãu caáy seõ bò hoùa naâu vaø cheát (Morel, 1974; Flamee vaø
Boesman, 1977; Fast, 1979). Nhieàu phöông phaùp loaïi tröø chaát tieát naøy vaø ñaëc bieät
laø caùc saûn phaåm oxy hoùa cuûa chuùng ñöôïc thöïc hieän, chaúng haïn nhö duøng chaát
choáng oxy hoùa, enzym öùc cheá phenol, polyvinylpyrrolidone, than hoaït tính, vaø
nhieàu loaïi chaát haáp thuï khaùc. Haàu heát caùc phöông phaùp naøy ñeàu keøm vôùi vieäc caáy
chuyeàn maãu sau 2 – 3 tuaàn sang moâi tröôøng môùi. Söû duïng than hoaït tính laø bieän
phaùp thöôøng ñöôïc söû duïng trong nuoâi caáy moâ thöông maïi. Khi boå sung than hoaït
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tính ôû noàng ñoä xaùc ñònh vaøo moâi tröôøng nuoâi caáy moâ Phalaenopsis, caùc hôïp chaát
phenol trong moâi tröôøng seõ ñöôïc loaïi boû, giuùp moâ sinh tröôûng toát (Arditti vaø Ernst,
1993; Park vaø coäng söï, 2000). Vieäc boå sung than hoaït tính vaøo moâi nuoâi caáy coù
taùc duïng khöû ñoäc. AÛnh höôûng cuûa than hoaït tính: huùt caùc hôïp chaát caûn, huùt caùc
chaát ñieàu hoøa sinh tröôûng vaø laøm ñen moâi tröôøng. Ngöôøi ta cho raèng taùc duïng caûn
taêng tröôûng cuûa moâ caáy trong moâi tröôøng coù than hoaït tính laø do noù huùt caùc chaát
ñieàu hoøa sinh tröôûng trong moâi tröôøng nhö: NAA, kinetin, BA, IAA. Khaû naêng
kích thích söï taêng tröôûng cuûa moâ thöïc vaät laø do than hoaït tính keát hôïp vôùi caùc hôïp
chaát taïo phenol ñoäc do moâ tieát ra trong suoát thôøi gian nuoâi caáy.
1.4.11 AÛnh höôûng cuûa pH
Arditti (1967a) ñaõ toùm taét aûnh höôûng cuûa pH leân söï taêng tröôûng cuûa moät soá
phoâi lan. Ñoái vôùi phaàn lôùn caùc moâi tröôøng thì pH khoaûng 5 ñeán 6 laø phuø hôïp. pH
döôùi 5 thì agar khoâng ñoâng thaønh daïng gel hoaøn toaøn vaø treân 6 thì gel laïi quaù
cöùng (Murashige, 1973). pH cuûa moâi tröôøng thöôøng giaûm töø 0.6-1.3 ñôn vò sau khi
haáp khöû truøng (Sarma et al .,1990). Neáu trong thaønh phaàn moâi tröôøng coù GA3 thì
phaûi ñieàu chænh giaù trò pH trong phaïm vi noùi treân. Vì ôû pH kieàm hoaëc quaù axit,
GA3 seõ chuyeån sang daïng khoâng coù hoaït tính (Van Braft & Pierk, 1971). Coù moät
soá tröôøng hôïp, sau moät thôøi gian nuoâi caáy, pH cuûa moâi tröôøng giaûm daàn do söï
hình thaønh moät soá amino acid höõu cô trong moâi tröôøng. Maët khaùc, nhieät ñoä cao seõ
laøm taêng tính axit cuûa moâi tröôøng nuoâi caáy (Mann et al., 1982). Noàng ñoä H+
trong
moâi tröôøng coù aûnh höôûng quyeát ñònh thôøi ñieåm naûy maàm cuûa phoâi, vì sau khi naûy
maàm pH moâi tröôøng thaáp hôn vaãn khoâng gaây ñoäc cho söï taêng tröôûng (Knudson,
1951). Tuy nhieân nhieàu moâi tröôøng khaùc nhau ñöôïc söû duïng ñeå nuoâi caáy phoâi, do
vaäy aûnh höôûng cuûa pH leân moâi tröôøng taêng tröôûng cuûa phoâi lan vaãn chöa ñöôïc
khaúng ñònh roõ raøng.
1.5 ÑIEÀU KIEÄN VOÂ TRUØNG
1.5.1 YÙ nghóa voâ truøng
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Moâi tröôøng ñeå nuoâi caáy moâ thöïc vaät coù chöùa ñöôøng, muoái khoaùng,
vitamin… Ñoù cuõng laø moâi tröôøng thích hôïp cho caùc loaïi naám vaø vi khuaån phaùt
trieån. Do toác ñoä phaân baøo cuûa naám, vi khuaån lôùn hôn raát nhieàu so vôùi teá baøo thöïc
vaät, neáu trong moâi tröôøng nuoâi caáy nhieãm baøo töû naám hoaëc vi khuaån, thì sau vaøi
ngaøy ñeán moät tuaàn toaøn boä beà maët moâi tröôøng vaø moâ caáy seõ phuû ñaày moät hoaëc
nhieàu loaïi naám, vi khuaån. Thí nghieäm phaûi boû ñi vì trong ñieàu kieän naøy moâ caáy
khoâng theå tieáp tuïc phaùt trieån vaø cheát daàn.
Thoâng thöôøng moät chu kyø nuoâi caáy moâ thöïc vaät daøi töø 1 ñeán 5 thaùng, khaùc
vôùi thí nghieäm vi sinh vaät, coù theå keát thuùc trong vaøi ngaøy. Noùi caùch khaùc möùc ñoä
voâ truøng trong thí nghieäm nuoâi caáy moâ thöïc vaät ñoøi hoûi raát nghieâm khaéc. Ñieàu
naøy ñaëc bieät quan troïng trong nuoâi caáy teá baøo ñôn thöïc vaät, ñieàu kieän voâ truøng
phaûi raát cao môùi coù theå thaønh coâng ñöôïc.
1.5.2 Nguoàn taïp nhieãm
Coù ba nguoàn taïp nhieãm chính laø:
- Caùc duïng cuï vaø moâi tröôøng khoâng ñöôïc voâ truøng tuyeät ñoái.
- Treân beà maët hoaëc beân trong moâ caáy toàn taïi caùc sôïi naám, baøo töû naám
hoaëc vi khuaån.
- Trong khi thao taùc laøm laây nhieãm naám hoaëc vi khuaån vaøo moâi
tröôøng.
1.5.2.1 Voâ truøng duïng cuï vaø naép ñaäy moâi tröôøng
a. Duïng cuï
Caùc thí nghieäm nuoâi caáy moâ thöïc vaät thoâng thöôøng ñoøi hoûi moät löôïng lôùn
caùc duïng cuï, thoâng duïng nhaát laø:
- OÁng nghieäm caùc loaïi. Kích thöôùc deã thao taùc laø 25x200mm hoaëc
25x100mm.
 


	37. Ñeà aùn toát  nghieäp
SVTH: Nguyeãn Hieàn Nhôn
Ngaønh Coâng ngheä Sinh hoïc K2005 30
- Bình tam giaùc, loï thuyû tinh. Thöôøng duøng loaïi coù dung tích töø 125ml
ñeán 250ml. Tröôøng hôïp saûn xuaát caây gioáng hoa lan thöôøng duøng
bình coù dung tích töø 500-600ml.
- Coác chòu nhieät ñeå pha moâi tröôøng, oáng ñong, ñuõa thuyû tinh, pipet
caùc loaïi, loï ñöïng hoaù chaát. Ngoaøi ra coøn coù moät soá duïng cuï khaùc
nhö: keïp lôùn, nhoû, dao, giaáy…
Ñoái vôùi caùc duïng cuï baèng thuyû tinh ñeàu caàn phaûi chòu ñöôïc nhieät ñoä töø
160o
C ñeán 180o
C khi voâ truøng khoâ vaø 120o
C khi voâ truøng öôùt. Veà chaát löôïng, ñoøi
hoûi duøng loaïi thuyû tinh trung tính, trong suoát ñeå aùnh saùng qua ñöôïc ôû möùc ñoä toái
ña.
b. Nuùt ñaäy.
Thöôøng duøng nhaát laø caùc loaïi nuùt ñaäy baèng cao su, giaáy baïc, boâng khoâng
thaám nöôùc… Nuùt ñaäy phaûi chaët, kín ñeå buïi khoâng ñi qua ñöôïc, ñoàng thôøi nuôùc töø
moâi khoâng bò boác hôi quaù deã daøng trong quaù trình nuoâi caáy. Boâng khoâng thaám
nöôùc laø loaïi nuùt ñôn giaûn nhaát, deã tìm vaø deã söû duïng nhöng coù moät soá nhöôïc ñieåm
nhö:
- Neáu khi haáp nuùt boâng bò öôùt hoaëc dính moâi tröôøng thì veà sau seõ deã
bò nhieãm naám nhaát laø caùc thí nghieäm nuoâi caáy trong thôøi gian daøi.
- Thao taùc laøm nuùt boâng chaäm, khoâng thuaän tieän trong nuoâi caáy moâ
treân quy moâ lôùn.
- Chæ taùi söû duïng ñöôïc moät vaøi laàn.
Gaàn ñaây ngöôøi ta söû duïng nhieàu loaïi naép ñaäy thay theá nuùt boâng. Caùc haõng
saûn xuaát duïng cuï nuoâi caáy moâ cung caáp caùc loaïi nuùt ñaäy oáng nghieäm vaø bình tam
giaùc baèng nhöïa chòu nhieät coù theå haáp ôû 121o
C maø khoâng bò bieán daïng. Moät soá
phoøng thí nghieäm duøng naép cao su hay giaáy baïc raát thuaän tieän cho vieäc haáp voâ
truøng ñoàng thôøi cuõng giaûm ñöôïc chi phí.
c. Moâi tröôøng
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Moâi tröôøng ñöôïc pha cheá vaø ñem haáp voâ truøng khi ñaõ phaân phoái vaøo caùc
duïng cuï thuyû tinh vaø ñaõ ñaäy nuùt hoaëc naép. Thôøi gian voâ truøng töø 15 ñeán 25 phuùt
tuyø theo theå tích cuûa moâi tröôøng. Sau khi voâ truøng caàn ñeå nguoäi cho agar ñoâng laïi
vaø theo doõi 2 ngaøy xem moâi tröôøng coù bò nhieãm hay khoâng. Neáu moâi tröôøng
khoâng bò nhieãm laø toát, coù theå söû duïng ngay hoaëc caáy daàn nhöng khoâng quaù 3
thaùng.
Caùc dung dòch meï duøng ñeå pha moâi tröôøng (dung dòch muoái khoaùng,
vitamin, chaát ñieàu hoaø sinh tröôûng) caàn ñöôïc giöõ trong tuû laïnh. Dung dòch meï cuûa
hoãn hôïp vitamin neân chia thaønh nhieàu loï nhoû vaø baûo quaûn trong tuû maùt, nhieät ñoä
40
C. Khoâng neân pha moät löôïng quaù lôùn dung dòch meï caùc chaát ñieàu hoaø sinh
tröôûng.
Moät soá chaát thöôøng bò phaân huûy ôû nhieät ñoä cao khi haáp khöû truøng, muoán boå
sung vaøo moâi tröôøng phaûi söû duïng maøng loïc 0.12 -0.2µm, qua heä thoáng pheãu loïc
vaø maùy huùt chaân khoâng
d. Noài haáp voâ truøng
ÔÛ nhieät ñoä 121o
C, toaøn boä vi sinh vaät coù trong moâi tröôøng ñeàu bò tieâu dieät
keå caû baøo töû cuûa vi sinh vaät. AÙp suaát töông öùng vôùi 121o
C laø 1kg/cm2
, vì vaäy caùc
noài haáp ñeàu coù thaønh daøy chòu aùp suùaât, coù van baûo hieåm vaø ñoàng hoà ño aùp suaát.
Thôøi gian haáp thöôøng 15-25 phuùt sau khi ñoàng hoà ñaõ chæ 121o
C.
1.5.2.2 Voâ truøng moâ caáy
Moâ caáy coù theå laø haàu heát caùc boä phaän khaùc nhau cuûa thöïc vaät nhö haït
gioáng, phoâi, noaõn, ñeá hoa, laù, ñaàu reã, thaân cuû… tuyø theo söï tieáp xuùc vôùi moâi tröôøng
beân ngoaøi, caùc boä phaän naøy chöùa nhieàu hay ít vi khuaån vaø naám. Luùa non khi coøn
trong beï, moâ thòt beân trong quaû… thöôøng ít bò nhieãm vi sinh vaät ngöôïc laïi laù, thaân,
ñaëc bieät caùc boä phaän naèm trong ñaát nhö reã, cuû coù löôïng naám khuaån taïp raát cao.
Haàu nhö khoâng theå voâ truøng moâ caáy ñöôïc neáu naám khuaån naèm saâu ôû caùc teá baøo
beân trong moâ chöù khoâng haïn cheá ôû beà maët.
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Phöông phaùp voâ truøng moâ caáy thoâng duïng nhaát hieän nay laø duøng caùc chaát
hoaù hoïc coù hoaït tính dieät khuaån. Hieäu löïc dieät khuaån cuûa caùc chaát naøy phuï thuoäc
vaøo thôøi gian xöû lyù, noàng ñoä vaø khaû naêng xaâm nhaäp cuûa chuùng vaøo caùc keõ ngaùch
loài loõm treân beà maët moâ caáy, khaû naêng ñaåy heát caùc boït khí baùm treân beà maët moâ
caáy. Ñeå taêng tính linh ñoäng vaø khaû naêng xaâm nhaäp cuûa chaát dieät khuaån, thoâng
thöôøng ngöôøi ta xöû lyù moâ caáy trong voøng 30 giaây trong röôïu ethanol 70%, sau ñoù
môùi xöû lyù dung dòch dieät khuaån. Ñoàng thôøi ta cho theâm caùc chaát giaûm söùc caêng beà
maêt nhö tween 80, fotoflo, teepol vaøo dung dòch dieát khuaån. Street (1794) ñaõ söû
duïng moät soá chaát khöû truøng moâ caáy trong bang 1.2
Baûng 1.2 Moät soá chaát khöû truøng ñöôïc söû duïng phoå bieán trong nuoâi caáy moâ.
Taùc nhaân voâ
truøng
Noàng ñoä
(%)
Thôøi gian
xöû lyù (phuùt)
Hieäu quaû.
Calci hypochlorit 9-10 5-30 Raát toát
Natri hypochlorit 2 5-30 Raát toát
Hydro peroxid 10-12 5-15 Toát
Nöôùc Brom 1-2 2-10 Raát toát
HgCl2 0.1-1 2-10 Trung bình
Chaát khaùng sinh 4-50 mg/l 30-60 Khaù toát
Caùc chaát khaùng sinh treân thöïc teá ít ñöôïc söû duïng vì moãi chaát khaùng sinh chæ
coù hieäu quaû ñoái vôùi moãi loaïi naám hoaëc vi khuaån nhaát ñònh. Ngoøai ra noù coøn aûnh
höôûng khoâng toát leân söï sinh tröôûng cuûa moâ caáy.
Trong thôøi gian xöû lyù moâ caáy phaûi ngaäp hoaøn toaøn trong dung dòch dieät
khuaån. Ñoái vôùi caùc boä phaän coù nhieàu buïi caùt, tröôùc khi xöû lyù neân röûa kyõ baèng
nöôùc xaø phoøng boät vaø röûa saïch laïi baèng nöôùc maùy. Khi xöû lyù xong, moâ caáy ñöôïc
röûa laïi nhieàu laàn baèng nöôùc caát voâ truøng (toái thieåu laø 3 laàn). Nhöõng phaàn moâ caáy
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bò taùc nhaân voâ truøng laøm cho traéng ra caàn phaûi caét boû tröôùc khi ñaët moâ caáy leân
moâi truôøng. Ñeå traùnh aûnh höôûng tröïc tieáp cuûa taùc nhaân voâ truøng leân moâ caáy neân
chuù yù neân ñeå laïi moät lôùp boïc ngoaøi khi ngaâm moâ vaøo dung dòch dieät khuaån. Lôùp
cuoái cuøng naøy seõ ñöôïc caét boû hoaëc boác ñi tröôùc khi ñaët moâ caáy leân moâi truôøng.
Voâ truøng moâ caáy laø moät thao taùc khoù, ít khi thaønh coâng ngay laàn ñaàu tieân.
Tuy nhieân, neáu kieân trì tìm ñöôïc noàng ñoä vaø thôøi gian voâ truøng thích hôïp thì sau
vaøi laàn thí nghieäm seõ ñaït keát quaû.
1.5.2.3 Voâ truøng nôi thao taùc caáy vaø tuû caáy voâ truøng
Nguoàn taïp nhieãm quan troïng vaø thöôøng xuyeân nhaát laø buïi rôi vaøo duïng cuï
thuyû tinh chöùa moâi tröôøng trong khi môû naép hoaëc nuùt boâng ñeå laøm thao taùc caáy.
Ngöôøi ta ñaõ aùp duïng nhieàu bieän phaùp khaùc nhau ñeå choáng laïi nguoàn taïp nhieãm
naøy.
Phoøng caáy tröôùc khi ñöa vaøo söû duïng, caàn phaûi ñöôïc xöû lyù hôi formol baèng
caùch roùt formol 40% ra moät soá ñóa petri ñeå moät vaøi nôi trong phoøng cho boác hôi töï
do. Coù theå söû duïng keát hôïp vôùi KMnO4 ñeå taêng hieäu quaû xöû lyù. Ñoùng kín cöûa
phoøng caáy trong 24 giôø, sau ñoù boû formol ñi vaø khöû hôi formol thöøa baèng dung
dòch amoniac 25% trong 24 giôø. Caùc duïng cuï khi mang vaøo buoàng caáy phaûi ñöôïc
voâ truøng tröôùc: quaàn aùo, muõ vaûi, khaåu trang cuûa ngöôøi caáy, dao, keïp, giaáy…
Hieän nay, tuû caáy voâ truøng laminar flow hood ñöôïc söû duïng raát phoå bieán ôû
caùc phoøng thí nghieäm nuoâi caáy moâ vaø vi sinh vaät. Tuû caáy coù thieát bò thoåi khoâng
khí ñaõ loïc voâ truøng vaøo nôi thao taùc caáy. Tuû caáy loaïi tröø moät caùch hieäu quaû nguoàn
taïp nhieãm beân ngoaøi vaøo taïo ñieàu kieän thoaûi maùi cho ngöôøi caáy. Tröôùc khi caáy,
ngöôøi laøm thí nghieäm caàn lau tay kyõ ñeán khuyû tay baèng coàn 70 ñoä. Ñeå ñaûm baûo
möùc ñoä voâ truøng cao, caàn giaûm söï chuyeån ñoäng cuûa khoâng khí ôû trong phoøng caáy
ñeán möùc toái thieåu, vì vaäy taát caû duïng cuï phuïc vuï vieäc caáy ñeàu phaûi chuaån bò ñaày
ñuû ñeå khi caáy traùnh ñi laïi, ra vaøo buoàng caáy nhieàu laàn. Neân baät ñeøn UV 30 phuùt
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tröôùc khi caáy. Treân baøn caáy thöôøng xuyeân coù moät ñeøn coàn ñeå söû duïng trong khi
caáy vaø moät coác ñöïng coàn 96 ñoä.
1.6 NHAÂN GIOÁNG TRUYEÀN THOÁNG
1.6.1 Nhaân gioáng höõu tính baèng haït
Trong thieân nhieân söï thuï phaán cuûa lan do coân truøng thöïc hieän. Caùnh moâi
cuûa hoa lan coù caáu taïo vaø hình daïng ñaëc bieät thuaän lôïi cho coân truøng ñaäu vaøo, tieáp
xuùc vôùi khoái phaán vaø mang phaán ñi. Thoâng thöôøng, ñeå ñaït tyû leä thuï phaán thaønh
coâng cao, con ngöôøi caàn chuû ñoäng thuï phaán cho caây.
Phöông phaùp nhaân gioáng baèng haït hieän nay laø moät phöông phaùp nhaân
gioáng thöôøng duøng, caây lan moïc töø haït goïi laø caây thöïc sinh. Lan hoà ñieäp phaûi
thoâng qua thuï phaán töï nhieân hoaëc nhaân taïo môùi coù theå ñaäu traùi vaø cho haït ñöôïc.
Haït cuûa noù phaùt trieån khoâng hoaøn toaøn, khoâng coù noäi nhuû maø chæ coù moät lôùp voû
raát moûng, gieo haït trong ñieàu kieän töï nhieân raát khoù coù ñöôïc caây hoaøn chænh.
Naêm 1899, nhaø thöïc vaät Phaùp Noel Bernard ñaõ phaùt hieän ra ñöôïc nguyeân
nhaân laøm cho haït lan coù theå naûy maàm lieân quan ñeán söï coù maët cuûa naám reã. Neáu
khoâng coù naám coäng sinh thì lan khoâng theå naûy maàm. Vôùi vai troø laø nguoàn cung
caáp ñöôøng cho haït lan, heä thoáng reã sôïi cuûa naám xaâm nhaäp vaøo trong phoâi vaø cung
caáp nguoàn carbon cho phoâi phaùt trieån.
Naêm 1922, Knudson ñaõ nghieân cöùu thaønh coâng vieäc thay naám baèng ñöôøng
ôû moâi tröôøng thaïch ñeå gieo haït. Gieo haït in vitro coù theå laøm cho caùc haït chöa chín
naûy maàm vaø vieäc khöû truøng caû quaû deã daøng hôn. Khi quaû ñaõ chín khoaûng 2/3, coù
theå khöû truøng quaû baèng dung dòch thuoác taåy vaø coàn. Sau ñoù, duøng dao taùch voû vaø
laáy haït ra ñeå leân moâi tröôøng nuoâi caáy trong ñieàu kieän voâ truøng.
Gieo haït trong ñieàu kieän voâ truøng, haït seõ naûy maàm theo 1 trong 2 phöông
thöùc sau:
- Daïng thöù nhaát laø moïc qua theå tieàn choài (Protocom): khi haït môùi naûy
maàm ñeàu hình thaønh neân theå tieàn choài hình caàu naøu traéng, kích
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thöôùt theå tieàn choài lôùn daàn leân, treân beà maët seõ xuaát hieän reã giaû daïng
loâng huùt, tieáp ñoù theå tieàn choài seõ chuyeån sang maøu xanh luïc, nhöng
theå tieàn choài khoâng moïc daøi ra theâm. Treân ñaàu choùp cuûa theå tieàn
choài seõ naûy ra choài. Thoâng thöôøng caùc theå tieàn choài ñeàu coù khaû
naêng phaân hoùa ra caây
- Daïng naûy maàm thöù hai laø moïc qua thaân reã: khi haït naûy maàm ban
ñaàu cuõng laø theå maøu traéng, nhöng seõ moïc daøi ra raát nhanh taïo thaønh
moät daïng hình truï daøi, roài hình thaønh neân thaân reã. Sau ñoù treân caùc
keõ cuûa beà maët thaân reã moïc ra caùc reã giaû daïng loâng mao, treân moâi
tröôøng phaân hoùa, ñænh choài cuûa thaân reã seõ moïc ra caây con, nhöng tæ
leä phaân hoùa ra caây con laø raát thaáp. Phöông thöùc naûy maàm naøy
thöôøng thaáy ôû caùc gioáng ñòa lan.
Sau khi haït naûy maàm ñöôïc 30 – 60 ngaøy chuyeån caây con sang moâi tröôøng
môùi. Reã thöôøng hình thaønh khi caây con ñaõ coù 2 – 3 laù. Caáy chuyeàn caây con sau
moãi 30 – 60 ngaøy ñoàng thôøi giaûm maät ñoä caây trong bình.
Quaù trình nhaân gioáng töø haït cho ñeán khi caây coù theå ra hoa maát khoaûng 4
naêm hoaëc nhieàu hôn tuøy gioáng. Tuy nhieân, moät ñaëc ñieåm noåi baät ôû caùc caây hoï lan
laø bieán dò xaûy ra thöôøng xuyeân vaø deã daøng, ñieàu naøy ñaõ giuùp ñem laïi söï ña daïng
cho caùc loaøi lan nhöng cuõng gaây khoù khaên cho quaù trình nhaân gioáng vì caùc caây
con taïo thaønh töø haït khoâng ñoàng nhaát veà maët di truyeàn. Nhöõng nhaø lai taïo thöôøng
aùp duïng phöông phaùp naøy nhaèm lai taïo ra nhöõng gioáng lan môùi. Tuy nhieân, phaûi
maát raát nhieàu thôøi gian môùi coù theå cho ra gioáng môùi ñöôïc. Do ñoù vieäc lai taïo hoa
lan luoân ñöôïc thöïc hieän lieân tuïc nhaèm ñaùp öùng nhu caàu thò tröôøng.
1.6.2 Nhaân gioáng voâ tính baèng caùch taùch chieát
Thôøi vuï taùch chieát toát nhaát ñoái vôùi caùc loaøi lan laø vaøo ñaàu muøa taêng tröôûng.
Trong ñieàu kieän aåm ñoä toát hoaëc troàng trong caùc nhaø kính mang tieåu khí haäu nhaân
taïo thì coù theå taùch chieát quanh naêm.
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Vaøo thôøi kyø cuoái muøa sinh tröôûng cuûa caây, caây ñöôïc caét rôøi caây thaønh töøng
ñôn vò vaø vaãn giöõ nguyeân trong chaäu. Sau moät thôøi gian, laáy caây ra ñem caét boû
caùc reã hö roài röûa baèng dung dòch khöû truøng ñeå tieâu dieät heát maàm moùng gaây beänh,
sau ñoù, ñaët caùc ñôn vò lan vöøa taùch chieát vaøo giöõa chaäu môùi. Ñeå caây ôû nôi coù ñieàu
kieän aåm ñoä vaø aùnh saùng thích hôïp vôùi töøng loaøi cuï theå ñeå caây sinh tröôûng vaø phaùt
trieån toát.
Nhöõng loaøi lan ñôn thaân nhö Phalaenopsis khoâng coù giaû haønh nhöng troàng
laâu naêm caây vaãn cao leân, coù nhieàu reã gioù. Muoán caét troàng neân caét phaàn ngoïn coù 3
reã, boâi thuoác kích thích ra reã, duøng giaù theå thaät thoaùng vôùi than goã to. Phaàn beân
goác caây ñaõ caét seõ naûy ra 2 – 3 caây con ôû naùch laù, gaàn choã caét. Coù theå duøng daây
keõm coät sieát chaët giöõa thaân caây, döôùi choã coät seõ moïc leân 2 – 3 caây con. Khi caây
con coù 2 – 3 reã maïnh thì caét ra troàng, môû daây keõm ra, caây meï vaãn soáng bình
thöôøng. Hoaëc khi hoa taøn thì caét boû vaø chöøa 3 – 4 maét phía treân phaùt hoa, nhöõng
maét naøy seõ moïc leân caây con (keiki). Phalaenopsis troàng laâu naêm cuõng coù theå ra
caây con töø caùc naùch laù ôû gaàn döôùi goác.
Keiki: Khi keiki coù boä reã khoûe vaø 2 – 3 laù (sau khoaûng 6 thaùng), ta coù theå
chieát caây troàng vaøo chaäu. Söû duïng phöông phaùp nhaân gioáng naøy coù theå giuùp
Phalaenopsis ra hoa trong khoaûng 18 thaùng ñeán 2 naêm.
Vieäc nhaân gioáng voâ tính baèng phöông phaùp taùch chieát truyeàn thoáng taïo
ñöôïc caây con ñoàng nhaát nhöng thôøi gian nhaân gioáng raát daøi vaø heä soá nhaân raát
thaáp, hôn nöõa caây con taïo thaønh coù söùc soáng khoâng cao. Phöông phaùp nhaân gioàng
naøy chæ aùp duïng ñoái vôùi nhöõng ngöôøi troàng lan ñeå thöôûng thöùc. Muoán troàng vôùi
qui moâ lôùn thì khoâng theå aùp duïng phöông phaùp naøy.
1.7 VI NHAÂN GIOÁNG PHALAENOPSIS
Haàu heát caùc gioáng lan raát deã xaûy ra bieán dò, vì vaäy vieäc nuoâi caáy baèng haït
khoâng theå taïo ñöôïc caây con ñoàng nhaát (Arditti, 1992). Vì vaäy, ñeå saûn xuaát caây con
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ñoàng loaït caàn phaûi aùp duïng phöông phaùp môùi. Hieän nay phöông phaùp ñöôïc aùp
duïng phoå bieán nhaát ñoù laø: nhaân gioáng voâ tính.
Khoù khaên lôùn nhaát trong nhaân gioáng voâ tính Phalaenopsis laø nguoàn maãu raát
haïn cheá do hoà ñieäp laø lan ñôn thaân, söû duïng choài ñænh ñeå nuoâi caáy nhö nhieàu loaøi
lan khaùc seõ laøm toån thöông caây meï (Intuwong vaø Sagawa, 1974). Hôn nöõa,
Phalaenopsis thöôøng tieát nhieàu hôïp chaát phenol töø beà maët caét ra moâi tröôøng nuoâi
caáy, gaây ñoäc cho maãu moâ (Fast, 1979).
Moät soá phöông phaùp nhaân gioáng voâ tính Phalaenopsis thaønh coâng ñöôïc
trình baøy sau ñaây:
1.7.1. Nhaân gioáng voâ tính söû duïng choài ñænh
Choài ñænh cuûa caây lan Phaleanopsis khi bò toån thöông hoaëc giaø coõi coù khaû
naêng taïo ra ñöôïc moät hoaëc nhieàu choài töø caùc choài nguû ôû goác. Töø quan saùt naøy, caùc
nhaø laøm vöôøn ñaõ maïnh daïn caét phaàn ñænh phía döôùi caùc reã khí cuûa caây vaø nuoâi
caáy rieâng leû chuùng ñeå nhaân thaønh caùc caây môùi theo yù muoán. Phöông phaùp naøy
ñöôïc xem laø phoå bieán nhaát. Choài coù theå phaùt trieån töø phaàn goác khi ñöôïc nuoâi caáy
ôû 27o
C (Tran Thanh Van, 1974). Töø phöông phaùp naøy, moät choài ban ñaàu coù theå
taïo ra 3 ñeán 4 choài khaùc trong 10 thaùng (Tran Thanh Van, 1974). Caùc choài sinh
döôõng phaùt trieån töø choài nguû treân truïc caây Phalaenopsis, töø naùch laù moãi choài seõ
taïo ra hai choài môùi (Koch, 1974; Holters, 1983).
Phöông phaùp nuoâi caáy choài ñænh taïo PLB thaønh coâng ñaàu tieân ñöôïc bieát
ñeán do tröôøng Ñaïi Hoïc Hawai thöïc hieän (Intuwong vaø Sagawa, 1974). Vaät lieäu laø
choài ñænh mang 6 – 7 laù non cuûa caùc caây P. amabilis, P. x Star cuûa Santa Cruz, P.
x Surfrider, P. x Ituby Lips, P. x Arcadia, vaø P. cochlearis.
Phöông phaùp söû duïng choài ñænh ñöôïc öùng duïng thaønh coâng cho nhieàu loaøi
lan. Tuy nhieân, ñoái vôùi caùc loaøi lan ñôn thaân nhö Phalaenopsis, khi söû duïng
phöông phaùp nuoâi caáy choài ñænh seõ laøm toån thöông caây meï, do ñoù, hieän nay
phöông phaùp nhaân gioáng duøng phaùt hoa töø caây meï ñöôïc söû duïng phoå bieán hôn.
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1.7.2. Taùi sinh choài töø phaùt hoa Phalaenopsis
Gavino Rotor laø ngöôøi ñaàu tieân thaønh coâng trong vieäc nhaân gioáng voâ tính in
vitro lan hoà ñieäp khi coøn laø nghieân cöùu sinh cuûa Lawrence McDaniels Ñaïi hoïc
Cornell (Rotor, 1949). OÂng ñaõ söû duïng phaùt hoa ñaõ boû laù baéc mang 4 ñeán 6 choài
nguû, caét phaùt hoa thaønh caùc ñoaïn mang moät choài naèm giöõa caùch hai ñaàu caét 7 – 8
cm. Sau ñoù khöû truøng beà maët vaø caét voâ truøng thaønh caùc ñoaïn mang choài caùch hai
ñaàu 1 – 2 cm. Caáy caùc ñoaïn phaùt hoa vaøo moâi tröôøng Knudson C laøm raén vôùi
agar, caùc ñoaïn phaùt hoa ñöôïc caém thaúng cho choài höôùng leân.
Phöông phaùp cuûa Rotor ít ñöôïc chuù yù ñeán do tyû leä nhieãm cao vaø heä soá nhaân
thaáp. Nhöng 10 naêm sau ñoù nhöõng nhaø nghieân cöùu khaùc ñaõ taïo ra nhieàu quy trình
môùi döïa treân phöông phaùp naøy (Sagawa vaø Niimoto, 1960; Sagawa, 1961;
Kotomori vaø Murashige, 1965; Scully, 1966; Tse vaø coäng söï, 1971; Intuwong vaø
coäng söï, 1972 a,b; Reisinger vaø coäng söï, 1976; Arditti vaø coäng söï, 1977a; 1997b;
Tanaka vaø Sakanishi, 1977, 1978; Valmayor, 1977; Fast, 1979; Johnson vaø coäng
söï, 1982).
Intuwong vaø coäng söï (1972a, b) cho raèng lôïi ích chính cuûa phuông phaùp
naøy laø caây meï khoâng bò toån thuông vaø nguy hieåm.
Tanaka vaø Sakanishi (1978) ñaõ söû duïng phaùt hoa cuûa caây P. amabilis lai
khoaûng 6 tuoåi nuoâi caáy treân moâi tröôøng Vacin – Went boå sung 2,5 ppm BAP. Caùc
phaùt hoa ñöôïc nuoâi caáy ôû 28o
C, caùc noát ôû vò trí 4 vaø 3 cho tyû leä taêng tröôûng cuûa
caây toát nhaát, coù ít hoaëc khoâng coù choài nguû, trong khi ñoù nhieàu choài ôû noát 1 vaø 2
vaãn chöa thoaùt khoûi söï nguû. Khi nuoâi caáy ôû nhieät ñoä thaáp hôn (20o
– 25o
C) ôû noát 3
vaø 4 seõ taïo ñöôïc soá löôïng maãu ñaùng keå. Nhieät ñoä nuoâi caáy (28 – 30o
C) laø moät yeáu
toá quan troïng ñeå kích thích söï nguû cuûa choài beân.
Nghieân cöùu cuûa nhoùm Ernst (1984) cho thaáy khi noàng ñoä cytokinin trong
moâi tröôøng taêng leân (25 ñeán 125 ppm BAP trong moâi tröôøng Knudson C hoaëc moâi
tröôøng REM) seõ caûm öùng taïo cuïm choài vaø hình thaønh caây con töø noát phaùt hoa.
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