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E�ect of technical measures on growth and quality 
of Binh Chanh potted tuberose (Polianthes tuberosa L.)

Le �i �u Hang, Phan Diem Quynh

Abstract
�is study aimed to determine the appropriate type of substrate, fertilizer and growth regulators for the growth and 
quality of Binh Chanh potted tuberose (Polianthes tuberosa L.). �e study consisted of two experiments, including 
experiment 1: Studying the in�uence of the substrate and organic fertilizer Dynamic Li�er on the growth of Binh 
Chanh tuberose; experiment 2: Study on the e�ect of growth regulator ProGibb 10SP (Gibberellic acid 10%) on 
�ower quality of Binh Chanh tuberose. �e results showed that: Substrate (4) (Coconut coirs + raw rice husk + red 
soil + microbial organic fertilizer Song Gianh with a ratio of 1: 1: 1: 1/2), combined with 5 g/pot of organic fertilizer 
Dynamic Li�er for the best growth of Binh Chanh tuberose. Plant height was 52.8 cm with 11.8 leaves and 7.1 
buds. Tuberose �owered at 75.1 - 76.3 days a�er planting. Flowering rate was 59.5%; the number of �ower branches 
reached 1.5; the length of branches was 75.9 cm, with 47.4 �ower buds. �e substrate and organic fertilizer Dynamic 
Li�er did not a�ect the �ower diameter. Growth regulator ProGibb 10SP at a dose of 0.1 g/L gave the best �ower 
quality of Binh Chanh tuberose compared to other treatments: �owering at 62.4 days a�er planting, �owering rate 
69.1%, the number of �ower branches reached 3.3, the length of �ower branches was 101.2 cm, there were 58.5 �ower 
buds and the �owers in a vase lasted for 12.9 days.
Keywords: Binh Chanh tuberose (Polianthes tuberosa L.), substrate, organic fertilizer, growth regulator ProGibb
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NGHIÊN CỨU PHƯƠNG PHÁP VI GHÉP 
TRONG NHÂN GIỐNG CÂY CAM THANH LÂN

Đoàn �u �ủy1*, Hoàng Đăng Dũng2, Nguyễn �ị Ngọc Hân2, 
Dương �ị Hải Yến3, Hoàng �ị �ảo4, Đặng �ị Phương Lan5

TÓM TẮT  
Nghiên cứu được thực hiện nhằm ứng dụng kỹ thuật vi ghép tạo S0 sạch bệnh (Greening, Tristeza) giống 

cam �anh Lân. Kết quả cho thấy quy trình áp dụng phương pháp vi ghép để tạo cây S0 cam �anh Lân sạch 
bệnh như sau: Sử dụng gốc ghép 3 - 4 tuần tuổi từ hạt bưởi chua đã được khử trùng và nuôi cấy trên môi trường 
MS + 80 mg/L GA3 + 30 g/L sacaroza + 6,5 g/L agar; chồi ghép được lấy từ chồi bật mầm trên đoạn cành giâm 
nuôi cấy trên môi trường MS + 1,0 mg/L BAP + 30 g/L sacaroza + 6,5 g/L agar; phương pháp ghép hàm ếch với 
kích thước đỉnh sinh trưởng thích hợp là 3 mm nuôi cấy trên môi trường MS + 1,0 mg/L αNAA+ 1,0 mg/L IBA 
+ 30 g/L sacaroza cho tỷ lệ sống cao và sạch bệnh. Cây ghép trong ống nghiệm có 8 lá thật ra ngôi ngoài vườn 
ươm cho tỷ lệ sống cao nhất và giá thể tốt nhất cho cây ra ngôi từ ống nghiệm là hữu cơ + trấu hun + than bùn 
(1/3 : 1/3 : 1/3) + phân vi sinh sông Gianh kết hợp với phun Komix 5 ngày/lần.

Từ khóa: Giống cam �anh Lân, vi ghép, nhân giống, sạch bệnh 
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Sản xuất cam quýt là một trong những hoạt 

động kinh tế nông nghiệp quan trọng nhất trên 
thế giới. �eo Tổ chức Nông lương (FAO, 2020) 
có khoảng 143,7 triệu tấn trái cây có múi được sản 
xuất hàng năm, trong đó cam chiếm 76,3 triệu tấn, 
quýt chiếm 37,4 triệu tấn trong năm 2019. �eo báo 
cáo của Cục trồng trọt, Bộ Nông nghiệp và PTNT 
năm 2019, cây có múi (cam, quýt, bưởi, chanh) là 
cây ăn quả phổ biến, phân bố rộng khắp trong sản 
xuất tại các vùng, địa phương ở nước ta và hiện là 
nhóm cây ăn quả có diện tích, sản lượng lớn nhất 
với tổng diện tích 256,86 nghìn ha (chiếm 24,07% 
tổng diện tích cây ăn quả cả nước), tổng sản lượng 
đạt hơn 2,46 triệu tấn (chiếm khoảng 20% tổng sản 
lượng cây ăn quả cả nước). Cam, bưởi, chanh, quýt 
cũng thuộc nhóm 15 loại quả có diện tích lớn nhất 
(trên 20 nghìn ha mỗi loại) của nước ta và hiện có 
vị trí đáng kể trên thế giới (cây bưởi đứng thứ 2 - 
chỉ sau Trung Quốc, cây cam đứng thứ 11 trên thế 
giới, đứng đầu khu vực Đông Nam Á). 

Cũng như nhiều loại cây trồng khác, cây có múi 
cũng phải chịu nhiều áp lực sinh học khác nhau, 
trong đó các tác nhân do virus và vi khuẩn được 
cho là những đối tượng nguy hiểm nhất làm hạn 
chế năng suất, chất lượng và sức sống của cây. Các 
bệnh do virus, vi khuẩn là những mối đe dọa lớn 
ảnh hưởng đến ngành cây có múi (Santos et al., 
1984). �iệt hại kinh tế trong sản xuất cam quýt 
đã xảy ra trong thời gian gần đây do các bệnh như 
bệnh vàng lá gân xanh hoặc bệnh vàng lá cây có 
múi (HLB), đã trở thành một trong những thách 
thức lớn nhất đối với những người trồng cây có 
múi trên toàn thế giới (Cevallos et al., 2012), vì 
nó làm giảm năng suất và chất lượng trái và làm 
suy nhược nghiêm trọng cây có múi (Qureshi and 
Stansly, 2009).

Một trong những nguyên nhân lan truyền 
nhanh các bệnh trên là việc lây nhiễm từ chồi ghép 
bị nhiễm bệnh qua vector rầy chổng cánh. Do đó, 
việc nghiên cứu tạo các cây giống gốc sạch bệnh là 
bắt buộc để cung cấp nguồn cây giống sạch bệnh 
cho người trồng (Mukhopadhyay et al., 1997). Các 
nghiên cứu cho thấy các bệnh đó có thể được loại 
bỏ thành công bằng phương pháp vi ghép đỉnh 
sinh trưởng trong ống nghiệm (Murashige et al., 
1972). Hiện nay, ghép đỉnh sinh trưởng in vitro đã 
được sử dụng rộng rãi để phục hồi cây sạch bệnh 
từ các giống cam quýt thương mại và trở thành 

một công cụ tiềm năng để tách các tác nhân virus 
(Navarro, 1981). Cam �anh Lân được trồng trên 
đảo từ trước những năm 70 của thế kỷ trước, trải 
qua thời gian canh tác nhiều vườn cam đã bị già 
cỗi, nhiễm sâu bệnh, trong đó có bệnh Greening 
và Tristeza. Nghiên cứu nhằm ứng dụng kỹ thuật vi 
ghép tạo S0 sạch bệnh (Greening, Tristeza) để hoàn 
thiện phương pháp nhân giống, phục vụ cho phát 
triển bền vững giống cam �anh Lân.

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu
Mẫu giống cam �anh Lân - �u thập tại Xã 

�anh Lân - Huyện Đảo Cô Tô - Tỉnh Quảng Ninh 
(Hộ ông Nguyễn Duy Cường và Nguyễn Văn Bầm).

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Nghiên cứu xác định ảnh hưởng của môi 
trường đến tỷ lệ bật mầm của chồi ghép

Mẫu cành cam cắt ngắn thành đoạn 5 cm rồi đưa 
vào buồng cấy khử trùng qua cồn 70o trong 3 phút. 
Tiến hành rửa sạch mẫu bằng nước cất 3 lần rồi tiếp 
tục xử lí bằng dung dịch HgCl2 0,1% trong 15 phút. 
Sau đó tiến hành rửa các mẫu cành bằng nước cất 
vô trùng 3 lần rồi giâm cành vào môi trường MS + 
30 g/L sucorose + 6,5 g/L agar với các công thức sau: 
CT1: đối chứng (MS); CT2: MS + 0,5 mg/L BAP; 
CT3: MS + 1 mg/L BAP; CT4: MS + 1,5 mg/L BAP; 
CT5: MS + 2 mg/L BAP; CT6: MS + 2,5 mg/L BAP.

Các bình nuôi cấy để trong phòng sáng (điều 
kiện ánh sáng 2.500 lux, 16 giờ chiếu sáng), nhiệt 
độ phòng ổn định 250C. Tiến hành theo dõi số ngày 
bật mầm đầu tiên, tỷ lệ bật mầm của cành giâm của 
các công thức thí nghiệm.

Các chỉ tiêu theo dõi: Tiến hành theo dõi số 
ngày bật mầm đầu tiên, tỷ lệ bật mầm của cành 
giâm của các công thức thí nghiệm

2.2.2. Nghiên cứu xác định độ tuổi cây gốc ghép 
bưởi đến tỷ lệ sống của vi ghép

Các gốc ghép được nuôi cấy từ hạt bưởi. Sau từ 
2 - 5 tuần tuổi, gốc ghép được tiến hành vi ghép với 
đỉnh sinh trưởng giống cam �anh Lân. Mỗi công 
thức tiến hành trên 10 cây, lặp lại 3 lần. Các công thức 
gồm CT1: Gốc ghép 2 tuần tuổi; CT2: Gốc ghép 3 
tuần tuổi; CT3: Gốc ghép 4 tuần tuổi; CT4: Gốc ghép 
5 tuần tuổi. Áp dụng phương pháp ghép hàm ếch với 
kích thước đỉnh sinh trưởng thích hợp là 3 mm.
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Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ mắt ghép sống sau 
ghép (%) = (Số mắt ghép sống/tổng số mắt ghép) 
× 100; Tỉ lệ nảy mầm sau ghép (%) = (Số mắt ghép 
nảy mầm/tổng số mắt ghép sống) × 100.

2.2.3. Nghiên cứu xác định ảnh hưởng của kích 
thước đỉnh sinh trưởng và phương pháp ghép đến 
tỷ lệ sống của vi ghép

- Ảnh hưởng của phương pháp ghép đến tỷ 
lệ nảy mầm của mắt ghép: �í nghiệm được tiến 
hành với 3 phương pháp ghép: ghép nêm (CT1); 
ghép chữ T (CT2) và ghép hàm ếch (CT3). 

- Đỉnh sinh trưởng của chồi cam bật mầm từ thí 
nghiệm 2.2.1. được cắt với kích thước 1 mm, 3 mm 
và 5 mm và áp dụng  phương pháp ghép hàm ếch. 
Mỗi công thức tiến hành trên 10 cây, lặp lại 3 lần. 
Sau khi ghép tính tỷ lệ sống của các công thức.

Môi trường nuôi cấy là môi trường MS + 30 g/L 
sacaroza + 6,5 g/L agar + 1,0 mg/L BAP.

Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ chồi sống sau 1 tuần, 
2 tuần ghép (%) = (Số mắt ghép sống/Tổng số mắt 
ghép) × 100; Tỉ lệ nảy mắt xanh sau 10 ngày ghép 
(%) = (Số mắt ghép xanh/Tổng số mắt ghép sống) × 
100; Tỷ lệ bật mầm sau ghép 30 ngày (%) = (Số mắt 
ghép bật mầm/Tổng số mắt ghép) × 100. 

2.2.4. Nghiên cứu xác định môi trường thích hợp 
cho cây vi ghép phát triển

- Xác định môi trường thích hợp cho cây vi ghép 
phát triển: Môi trường nền (MS + 30 g/L sacaroza + 
6,5 g/L agar) có bổ sung α-NAA và IBA ở các nồng 
độ khác nhau: CT1: môi trường nền (Đối chứng); 
CT2: + 0,5mg/L α-NAA + 0,5 mg/L IBA; CT3: + 
α-NAA 0,5 mg/L + IBA 1,0 mg/L; CT4: + α-NAA 
0,5 mg/L + IBA 1,5 mg/L; CT5: + α-NAA 1,0 mg/L 
+ IBA 0,5 mg/L; CT6: + α-NAA 1,0 mg/L + IBA 1,0 
mg/L; CT7: + α-NAA 1,0 mg/L + IBA 1,5 mg/L; 
CT8: + α-NAA 1,5 mg/L + IBA 0,5 mg/L; CT9: + 
α-NAA 1,5 mg/L + IBA 1,0 mg/L; CT10: + α-NAA 
1,5 mg/L + IBA 1,5 mg/L. Các thí nghiệm được bố 
trí ngẫu nhiên hoàn toàn, mỗi công thức được bố 
trí 3 lần nhắc lại, mỗi lần nhắc lại 5 bình tam giác, 
mỗi bình cấy 5 mẫu.

Các mẫu thí nghiệm được nuôi cấy ở cường độ 
ánh sáng 2.500 Lux, nhiệt độ 25oC, chu kỳ chiếu 
sáng 10 - 12 h/24 h. 

- Chiều cao, đường kính chồi cây vi ghép (mm): 
Dùng thước panme đã tiệt trùng tiến hành đo chiều 
cao, đường kính của chồi cây vi ghép. 

2.2.5. Nghiên cứu tiêu chuẩn cây ra ngôi từ ống 
nghiệm, giá thể trồng cây ra ngôi và chế độ dinh 
dưỡng thích hợp  

- Xác định tiêu chuẩn cây vi ghép thích hợp ra 
ngôi từ ống nghiệm: �í nghiệm được bố trí với 3 
công thức: cây có 4 lá (CT1); cây có 6 lá (CT2); cây 
có 8 lá (CT3). Giá thể ra ngôi: Giá thể HC (Đạm 
(N): 1,2%, lân (P2O5): 0,8%, kali (K2 O): 0,7%, chất 
hữu cơ (OM): 44%) + phân vi sinh, tỷ lệ 2:1. 

Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ cây sống sau ra ngôi 
5, 10, 15 và 20 ngày (%) = (Số cây sống sau ra ngôi/
Tổng số cây ra ngôi) × 100. 

- Xác định giá thể ra ngôi và dinh dưỡng thích 
hợp đến sinh trưởng, phát triển của cây: �í nghiệm 
được bố trí với 5 công thức: CT1: Giá thể hữu cơ; 
CT2: Giá thể hữu cơ + phân vi sinh; CT3: Giá thể 
hữu cơ + trấu hun (1 : 1) + phân vi sinh; CT4: Giá 
thể hữu cơ + than bùn (1 : 1) + Phân vi sinh; CT5: 
Giá thể hữu cơ + trấu hun + �an bùn (1/3 : 1/3 : 
1/3) + phân vi sinh.

Các công thức được bố trí ngẫu nhiên với 3 lần 
nhắc lại, mỗi lần nhắc bố trí 10 cây và được bổ sung 
phân bón lá Komix 5 ngày/lần.

Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ sống, chiều cao cây, 
số lá, đường kính thân (tiến hành theo dõi sau khi 
ra ngôi 30 ngày). 

Các cây ghép được kiểm tra bệnh vàng lá 
Greening: 

Phát hiện HLB: 
Các mẫu bệnh được kiểm tra sự có mặt của 

HLB bằng kỹ thuật PCR dựa trên vùng gene 
rplKAJL-rpoBC bằng cặp mồi đặc hiệu A2 
(TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT) và J5 
(ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA ) 
(Hocquellet et al.,1999).  Kích thước sản phẩm thu 
được là 703 bp.

Phát hiện CTV:
Các mẫu bệnh được kiểm tra sự có mặt của CTV 

bằng kỹ thuật DAS-ELISA sử dụng Kit  thương mại 
ELISA Reagent Set cho Citrus tristeza virus (CTV) 
của hãng Agrida. Kết quả xác định mẫu dương tính 
(+) với CTV bằng đo độ hấp thu ở bước sóng 450 nm.

2.2.6. Phương pháp xử lý số liệu 
Số liệu được thu thập theo phương pháp thống 

kê sinh học và được xử lý bằng phần mềm Ecxel và 
IRRISTAT 5.0. Phân tích phương sai (ANOVA) và 
sử dụng LSD để trắc nghiệm phân hạng các công 
thức ở mức ý nghĩa 0,05.
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2.3. �ời gian và địa điểm nghiên cứu
- Nghiên cứu được thực hiện từ tháng 2 năm 

2017 đến tháng 2 năm 2018 tại khu nhà lưới thí 
nghiệm của Bộ môn Di truyền và chọn giống cây 
trồng - Học viện Nông nghiệp Việt Nam và Phòng 
thí nghiệm nuôi cấy mô thuộc Bộ môn Sinh lý 
�ực vật - Học viện Nông nghiệp Việt Nam.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy đến khả 
năng phát sinh chồi của cành cam �anh Lân 

BAP thuộc nhóm kích thích sinh trưởng 
cytokinin được sử dụng phổ biến để cảm ứng tạo 
chồi, kéo dài thời gian hoạt động của mô phân 
sinh, hạn chế sự già hóa của tế bào, đồng thời thúc 
đẩy sự phân hóa chồi, kích thích chồi phát triển ở 

nhiều loài thực vật khác nhau. �eo Murashige và 
Skoog (1962), BAP thường được sử dụng với nồng 
độ thay đổi từ 1,0 - 3,0 mg/L là thích hợp cho nhiều 
loại mô nuôi cấy. Ở các nồng độ cao hơn hoặc thấp 
hơn đều biểu hiện hiệu quả kích thích kém. Với 
nồng độ cao sẽ hoạt hóa hình thành chồi bất định. 

Qua tìm hiểu một số kết quả nghiên cứu trong nuôi 
cấy in vitro ở cam quýt cho thấy, Phan Hữu Tôn (2014) 
và Rezadost (2013) đã sử dụng đoạn trụ trên lá mầm, 
Rosely (2008) sử dụng thân mầm mọc từ hạt đã khử 
trùng để làm vật liệu mẫu ban đầu trong tạo đa chồi ở 
một số giống cam quýt. Trong thí nghiệm này, chúng 
tôi sử dụng các đoạn cành bánh tẻ, trong giai đoạn này 
mô chưa hóa gỗ hoàn toàn, phần mô phân sinh sẽ tiếp 
xúc với các chất kích thích sinh trưởng và biệt hóa tạo 
các chồi bất định. �eo dõi thí nghiệm và đánh giá kết 
quả sau 50 ngày nuôi cấy, kết quả thu được như sau: 

Bảng 1. Ảnh hưởng của môi trường đến khả năng phát sinh chồi của cành cam �anh Lân

Công thức BAP (mg/L) Tỷ lệ bật chồi (%) Số chồi nảy mầm TB/mẫu cấy Chiều dài chồi (cm) Chất lượng chồi
CT1 (ĐC) 0 11,5  0,8  1,2  + 
CT2 0,5  47,4 3,6  1,5  ++
CT3 1  69,2 4,8  1,8  ++
CT4 1,5 35,6  3,3  1,4  +
CT5 2  26,3 1,7  1,3  +
CT6 2,5 21,4  1,4  1,1  +
LSD0,05 0,2 0,3
CV (%) 9,6 8,1

Ghi chú: (++) Cây xanh, khỏe, lá xanh/ (+) cây thấp, mảnh, lá nhỏ.

BAP đã ảnh hưởng rõ rệt đến khả năng phát 
sinh chồi giống cam �anh Lân. So với đối chứng, 
môi trường có bổ sung BAP bật chồi xanh hơn, 
chồi và lá to và xanh hơn (p > 0,05). Khi có sự hiện 
diện của BAP trong môi trường nuôi cấy, tỷ lệ mẫu 
phát sinh chồi đạt từ 21,4 - 69,2% cao hơn hẳn so 
với công thức đối chứng (chỉ đạt 11,5%).

Hình 1. Cành giâm trong môi trường MS bổ sung BAP 
nồng độ 1 mg/L ở cam �anh Lân (sau 50 ngày nuôi cấy)

Khi nồng độ BAP tăng từ 0,0  - 1,0 mg/L, tỷ lệ 
mẫu phát sinh chồi tăng từ 11,5% lên 47,4% và 
69,2% ở công thức 1, 2 và 3, nhưng khi nồng độ 
BAP tăng đến mức 1,5 mg/L thì tỷ lệ phát sinh chồi 
lại giảm. Tương tự như tỷ lệ bật chồi thì số mầm 
trung bình/mẫu cấy cũng tăng và đạt mức cao nhất 
ở nồng độ 1,0 mg/L (4,8 chồi) và khi qua ngưỡng 
này nồng độ BAP tăng thì chỉ tiêu này có xu hướng 
giảm. Chiều dài chồi cũng tăng từ mức 0,5 - 1,0 mg/L  
và sau đó khi nồng độ BAP tăng đến 1,5mg/L thì 
chiều dài chồi lại giảm dần. Kết quả này hoàn toàn 
phù hợp với lý thuyết là các chất kích thích sinh 
trưởng chỉ có tác dụng ở nồng độ nhất định và sẽ 
ức chế các hoạt động thậm chí gây chết khi dùng 
với nồng độ quá cao. Qua bảng số liệu trên cho 
thấy, với hàm lượng 1 mg/L BAP là tốt nhất cho 
việc tạo chồi trên giống cam �anh Lân, đạt số chồi 
trên mẫu cấy cao nhất (trung bình đạt 4,8 chồi), 
cũng như chồi dài nhất, trung bình đạt 1,8 cm và 
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chồi mọc ra khỏe, lá xanh hơn so với các công thức 
thí nghiệm còn lại.

3.2. Ảnh hưởng của tuổi cây gốc ghép đến tỷ lệ 
sống của vi ghép 

Trong kỹ thuật vi ghép đỉnh sinh trưởng, sử 
dụng cây gốc ghép khỏe, có chất lượng sẽ làm tăng 
khả năng hút nước và chất dinh dưỡng cho sự phát 
triển của đỉnh sinh trưởng. Lê Mai Nhất (2014) đã 
xác định gốc ghép ở 2 - 3 tuần tuổi trên môi trường 
MS kết hợp 0,5 g than hoạt tính để nuôi cấy gốc 
ghép lần 1 là phù hợp nhất cho vi ghép đỉnh sinh 
trưởng. Chồi non có hàm lượng cytokinin, auxin, 
glucose và laevulose cao và hình thành các liên kết 
ghép mạnh mẽ hơn các chồi già (Dong et al., 1998).

Bảng 2. Ảnh hưởng của tuổi cây gốc ghép bưởi chua 
đến tỷ lệ sống của vi ghép 

Tuổi gốc ghép
Tỷ lệ chồi sống (%)

Sau 1 tuần Sau 2 tuần Sau 4 tuần
2 tuần 0,0 0,0 0,0
3 tuần 12,6 8,8 5,6
4 tuần 16,7 6,7 6,7
5 tuần 10,0 0,0 0,0
LSD0,05 2,44 0,75 0,42
CV (%) 13,2 10,3 8,3

Kết quả cho thấy, nếu sử dụng gốc ghép 2 tuần 
tuổi hoặc 5 tuần tuổi cho tỷ lệ cây sống thấp hơn so 
với gốc ghép từ 3 - 4 tuần tuổi. Kết quả nghiên cứu 
cho thấy tỷ lệ sống sau vi ghép là cao nhất (16,7%) 
ở tuần đầu tiên, đối với gốc ghép 4 tuần tuổi. Các 
tuần sau đó, tỷ lệ chồi sống đều giảm dần, đặc biệt ở 
tuần thứ 4 sau ghép, một số mắt ghép chuyển sang 
màu nâu đen và chết.

Nếu sử dụng gốc ghép 3 tuần tuổi thì khả năng 
tái sinh của các mô tế bào nhanh và tạo ra lớp mô 
sẹo làm lấn át đỉnh sinh trưởng, cản trở việc phân 
hóa chồi. Gốc ghép 5 tuần tuổi cho khả năng tái 
sinh thấp và chậm lành vết thương nên đỉnh sinh 
trưởng dễ bị khô và sau đó bị chết. Cây gốc ghép từ 
3 - 4 tuần tuổi là phù hợp nhất và cho tỷ lệ cây vi 
ghép sống cao nhất. Kết quả này cũng tương tự như 
kết quả của Vũ Văn Hiếu (2016) khi nghiên cứu 
hoàn thiện kỹ thuật vi ghép tạo cây cam sành Bắc 
Quang, Hà Giang sạch bệnh.

3.3. Ảnh hưởng của kích thước đỉnh sinh trưởng 
đến tỷ lệ sống của vi ghép

�eo Morel  và Martin (1952), nồng độ virus 
trong thực vật giảm dần ở bộ phận gần đỉnh sinh 

trưởng riêng đỉnh phân sinh thì hoàn toàn sạch 
virus. Tuy nhiên, việc phân lập đỉnh sinh trưởng có 
kích thước nhỏ rất khó khăn và việc vi ghép thành 
công là rất thấp, vì thế người ta thường tách đỉnh sinh 
trưởng kèm từ 2 - 3 lá bao, kích thước từ 1 - 10 mm. 
Tỷ lệ sống trong nuôi cấy mô phân sinh và vi ghép 
tăng lên khi kích thước mẫu cấy hoặc vi ghép tăng 
lên, nhưng tỷ lệ cây con không nhiễm virus giảm 
xuống. Tỷ lệ loại bỏ virus từ các ngọn chồi 5 mm 
thấp hơn ở các mẫu cấy 2 mm (Sauer, 1984). 

Bảng 3. Ảnh hưởng của kích thước đỉnh sinh trưởng 
cam �anh Lân đến tỷ lệ sống của vi ghép

Công thức Tỉ lệ chồi sống sau 
1 tuần (%)

Tỉ lệ chồi sống sau 
2 tuần (%)

CT1 (1 mm) 0,0 0,0
CT2 (3 mm) 16,7 6,7
CT3 (5 mm) 26,7 0,0

Nghiên cứu kích thước đỉnh sinh trưởng của 
giống cam �anh Lân cho thấy, kích thước đỉnh 
sinh trưởng có ảnh hưởng đến hiệu quả quá trình 
vi ghép. Khi giảm kích thước đỉnh sinh trưởng, tỷ 
lệ cây sống sau vi ghép có xu hướng giảm đi do kích 
thước đỉnh sinh trưởng 1mm quá nhỏ, cây vi ghép 
không thể tái sinh chồi và bị chết. Sau 1 tuần theo 
dõi, tỷ lệ chồi sống cao nhất thu được đạt tới 26,7% 
ở công thức có kích thước đỉnh sinh trưởng 5 mm. 
Tuy nhiên, tiếp tục theo dõi khả năng sống và phát 
triển của chồi vi ghép tuần thứ 2, kết quả thu được 
ở tất cả các công thức đều giảm, do một số chồi bị 
nấm bệnh, các chồi đều chết ở tuần thứ hai theo 
dõi.  Do vậy, tỷ lệ chồi sống sau 2 tuần ghép thì 
ở công thức sử dụng kích thước đỉnh sinh trưởng  
3 mm cho kết quả tốt hơn (tỷ lệ đạt 6,7%).

3.4. Ảnh hưởng của phương pháp ghép đến tỷ lệ 
nẩy mầm của mắt ghép 

Phương pháp ghép ảnh hưởng đến tỷ lệ bật mầm 
sau ghép. Tùy từng loại cây khác nhau, phương 
pháp ghép thích hợp khác nhau. Phương pháp 
ghép chữ T cho tỷ lệ sống 33,3 - 36,0% trên giống 
quýt Kinnow và Succari ngọt màu da cam, tương 
ứng; �ành công thấp hơn đáng kể 25,3% ở quýt 
Kinnow và 28% ở Cam ngọt đã được quan sát thấy 
khi cành ghép được ghép bằng cách đặt bề mặt với 
giá trị trung bình là 26,7%. Các giá trị trung bình 
cho thấy rằng cả hai phương pháp ghép ảnh hưởng 
đáng kể đến sự thành công của việc ghép, trong 
khi các giống cây trồng đáp ứng gần như tương tự 
Navarro và cộng tác viên (1975).



Tạp chí Khoa học và Công nghệ Nông nghiệp Việt Nam - Số 09(130)/2021 

60

Phương pháp ghép hàm ếch và phương pháp 
ghép nêm có tỉ lệ thành công cao hơn phương pháp 
ghép chữ T ngược. Cụ thể sau 10 ngày ghép tỷ lệ 
mắt ghép xanh của mắt được ghép bằng phương 
pháp ghép nêm (N) là cao nhất (58,3%) tiếp đó là 
phương pháp ghép chữ T ngược và phương pháp 
ghép hàm ếch. Tuy nhiên, tỷ lệ bật mầm sau ghép 

30 ngày thì ở phương pháp ghép chữ T cho thấy 
không hiệu quả (tỷ lệ bật mầm đạt 0,0%) và 2 
phương pháp ghép nêm và ghép hàm ếch cho tỷ 
lệ bật mầm đạt 23,0 - 25,0%. Chất lượng chồi ở 
phương pháp ghép hàm ếch tốt hơn so với phương 
pháp ghép nêm (Bảng 4).

Bảng 4. Ảnh hưởng phương pháp ghép đến sự nẩy mầm của mắt ghép 

Phương pháp ghép Tỷ lệ mắt ghép xanh 
sau 10 ngày (%)

Tỷ lệ bật mầm 
sau 30 ngày (%)

�ời gian bật mầm 
sau ghép (ngày) Chất lượng chồi

Ghép nêm 58,3 25,0 25,0 +

Ghép chữ T 30,0 0,0 0,0

Ghép hàm ếch 30,0 26,7 23,0 ++

LSD0,05 7,0 1,2 1,3

CV (%) 7,8 3,1 3,6
 Ghi chú: (+) chồi xanh nhạt, (++) chồi xanh đậm.

Hình 2. Vi ghép cam theo phương pháp ghép nêm sau khi ghép 10 ngày (A), 
sau khi nảy mầm được 20 ngày (B)

Hình 3. Vi ghép cam theo phương pháp ghép hàm ếch ghép sau khi ghép 10 ngày (A), 
sau 20 ngày bật mầm (B)
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3.5. Ảnh hưởng của môi trường đến tỷ lệ ra rễ của 
cây vi ghép 

Bên cạnh các yếu tố như kỹ thuật ghép, tuổi gốc 
ghép, chiều dài mắt ghép… thì việc bổ sung các chất 
điều hòa sinh trưởng sẽ giúp tăng khả năng sinh 
trưởng của thân, rễ (gốc ghép) và khả năng sinh 
trưởng của chồi ghép. Nunes và cộng tác viên (2005) 
nghiên cứu kỹ thuật vi ghép cho thấy, tỷ lệ sống cao 
nhất ở Gala/M-9 (93,2%) trên ½ môi trường MS bổ 
sung IBA (2,2 mM) và ½ môi trường MS và bổ sung 
IBA (4 mM) cho kết quả tỷ lệ sống đạt 86,4%.

Khi bổ sung α-NAA và IBA tạo điều kiện cho 
kích thích sự phát triển của bộ rễ cũng như phát 
triển của mầm ghép. Kết quả nghiên cứu cho thấy, 
ở các nồng độ khác nhau thì chiều dài rễ, đường 
kinh rễ, chiều cao chồi và đường kính chồi có sự 
khác nhau. Trong đó kết quả cho các chỉ tiêu đó tốt 
nhất được ghi nhận ở công thức 6 (Môi trường bổ 
sung α-NAA 1,0 mg/L và IBA 1,0 mg/L) (chiều dài 
rễ đạt 6,11 cm; đường kính rễ 1,81 mm, chiều cao 
chồi 1,41 và đường kính chồi 1,89 mm).

Bảng 5. Ảnh hưởng của môi trường đến tỷ lệ ra rễ của cây vi ghép (sau 4 tuần tuổi)

Công�thức
Chiều�dài�rễ� 

(cm)

Đường�kính�rễ 

(mm)

Chiều�cao�chồi�

(cm)

Đường�kính�chồi�

(mm)

CT1 5,13 1,91 0,79 1,53

CT2 5,15 1,64 0,85 1,54

CT3 5,31 1,68 1,09 1,53

CT4 5,29 1,61 1,37 1,59

CT5 6,23 1,63 1,13 1,74

CT6 6,11 1,81 1,41 1,89

CT7 6,43 1,65 1,43 1,35

CT8 6,53 1,34 1,21 1,41

CT9 6,29 1,51 1,13 1,34

CT10 6,64 1,39 1,11 1,29

�6�
����

���� ���� ���� ����

&9���� ��� ��� ���� ����

3.6. Ảnh hưởng của tiêu chuẩn cây ra ngôi đến tỷ 
lệ sống ngoài vườn ươm

Chuyển cây con từ trong phòng nuôi cấy ra 
ngoài thực tế là khâu quan trọng quyết định đến 
tỷ lệ cây sống, hiệu quả của phương pháp nuôi 
cấy. Bên cạnh việc nghiên cứu giá thể ra ngôi thì 
việc xác định tiêu chuẩn cây ra ngôi cũng là yếu 
tố quan trọng trong việc xây dựng quy trình. Kết 
quả nghiên cứu bảng 6 cho thấy: Sau khi ra ngôi 
xuất hiện hiện tượng cây bị chết và tỷ lệ chết giảm 
dần khi thời gian tăng và chỉ ổn định sau 20 ngày. 
Cây có số lá càng nhiều thì tỷ lệ sống càng cao.  
Sau 20 ngày ra ngôi cây có 8 lá và 6 lá cho tỷ lệ 
sống cao hơn so với công thức ra ngôi khi có 4 lá  
(P > 0,05).

Bảng 6. Ảnh hưởng của tiêu chuẩn cây ra ngôi
đến tỷ lệ sống ngoài vườn ươm

Công thức

Tỷ lệ sống sau ra ngôi (%)

Sau 5 
ngày

Sau 10 
ngày

Sau 15 
ngày

Sau 20 
ngày

CT1 51,8 31,5 28,6 25,6

CT2 76,0 57,7 50,8 50,8

CT3 79,7 67,0 58,9 54,9

LSD0,05 6,68 5,43 5,8 4,5

CV (%) 4,3 4,6 5,5 3,9

Ghi chú: CT1: cây có 4 lá; CT2: cây có 6 lá và CT3:  
cây có 8 lá
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3.7. Ảnh hưởng của giá thể ra ngôi đến sinh 
trưởng, phát triển của cây

Bảng 7. Ảnh hưởng của giá thể ra ngôi đến sinh 
trưởng, phát triển của cây ra ngôi sau 1 tháng

Công thức Tỷ lệ  
sống (%)

Chiều cao 
cây (cm)

Số  
lá/cây

Đường 
kính thân

CT1 50,7 10,0 10,0 0,2
CT2 58,0 10,5 10,0 0,2
CT3 63,3 11,0 12,0 0,2
CT4 71,5 11,2 12,0 0,2
CT5 80,8 11,9 12,7 0,3
LSD0,05 1,80 0,40 0,97 0,59
CV (%) 1,5 2,0 4,6 1,4

Nghiên cứu với các công thức giá thể và được bổ 
sung thêm một số dinh dưỡng khác nhau cho thấy 
có sự khác nhau giữa các công thức thí nghiệm. 
Các tính trạng theo dõi như tỷ lệ sống, chiều cao 
cây, số lá/cây và đường kính thân sau khi ra ngôi 1 
tháng ở các công thức khác nhau cho thấy: 

Tỷ lệ sống: Tỷ lệ sống đạt cao nhất 80,8% ở công 
thức 5 và thấp nhất 50,7% ở công thức 1. Giữa các 
công thức thí nghiệm tỷ lệ sống sai khác một cách 
rõ ràng (p > 0,05)

Chiểu cao cây: Sau khi ra ngôi 1 tháng chiều cao 
cây trung bình ở các công thức đạt 10,0 - 11,9cm. 
Trong đó cao nhất đạt 11,9 cm tại công thức 5 và 
thấp nhất là 10,0cm ở công thức 1.

Số lá: Số lá trung bình đạt 10,0 - 12,7 lá/cây. 
Giữa các công thức 1,2 so với công thức 3,4,5 sự sai 
khác về số lá có ý nghĩa thống kê (P>0,05).

Kết quả nghiên cứu cho thấy công thức tốt nhất 
là công thức 5 (Giá thể hữu cơ + trấu hun + �an 
bùn (1/3 : 1/3 : 1/3) + phân vi sinh).

3.8. Kết quả kiểm tra phát hiện bệnh của cây vi 
ghép trên cây cam �anh Lân sau vi ghép

Để đánh giá về tính sạch bệnh của các cây 
cam vi ghép, chúng tôi tiến hành kiểm tra phát 
hiện bệnh vàng lá Greening và bệnh Tristeza. 
Các mẫu bệnh được kiểm tra sự có mặt của 
HLB bằng kỹ thuật PCR dựa trên vùng gene 
rplKAJL-rpoBC bằng cặp mồi đặc hiệu A2 
(TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT) và J5 
(AC AA AAGC AGAA ATAGC ACG AACAA ) 
(Hocquellet et al.,1999).  Kích thước sản phẩm thu 
được là 703 bp.. Các mẫu bệnh được kiểm tra sự có 
mặt của CTV bằng kỹ thuật DAS-ELISA sử dụng 

Kit  thương mại ELISA Reagent Set cho Citrus 
tristeza virus (CTV) của hãng Agrida. Kết quả xác 
định mẫu dương tính (+) với CTV bằng đo độ hấp 
thu ở bước song 405nm. Kết quả kiểm tra bệnh 
(Bảng 8) cho thấy tất cả các mẫu đều hoàn toàn 
sạch bệnh. 
Bảng 8. Kết quả kiểm tra bệnh của trên cây cam �anh 

Lân vi ghép

Mẫu  
kiểm tra

Kết quả
ELISA – CTV

PCR – Greening
Mật độ quang Kết luận

C1 0,101 - -
C2 0,152 - -
C3 0,154 - -
C4 0,124 - -
C5 0,105 - -

Đ/c dương 0,375 + +

Dựa vào thang chuẩn của dung dịch marker và 
mẫu đối chứng để kiểm tra kết quả cho thấy: M là 
thang DNA 1 kb (GenRuler 1 kb, �ermo Scienti�c) 
với băng tham khảo 750 bp. Các giếng mẫu là từ 1 
đến 5, tất cả đều cho vạch màu tối, chứng tỏ âm 
tính với vi khuẩn C. liberibacter asiaticus, công 
thức đối chứng cho vạch màu sáng, dương tính với 
tác nhân gây bệnh.

Hình 4. Kết quả kiểm tra bệnh trên cây sau vi ghép

IV. KẾT LUẬN 
Kỹ thuật nuôi cấy mô phân sinh kết hợp với vi 

ghép để sản xuất cây cam �anh Lân sạch bệnh, 
nâng cao được tỷ lệ sống so với cách ghép thông 
thường do kích thước của đỉnh sinh trưởng tách từ 
nuôi cấy mô phân sinh lớn hơn.

Quy trình vi ghép đỉnh sinh trưởng để nhân 
giống cam �anh Lân sạch bệnh cho hiệu quả tốt 
nhất khi sử dụng gốc ghép 3 - 4 tuần tuổi từ hạt bưởi 
chua đã được khử trùng và nuôi cấy trên môi trường 
MS + 80 mg/L GA3 + 30 g/L sacaroza + 6,5 g/L agar; 
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chồi ghép được lấy từ chồi bật mầm trên đoạn cành 
giâm nuôi cấy trên môi trường MS + 1,0 mg/L BAP 
+ 30 g/L sacaroza + 6,5 g/L agar ; phương pháp ghép 
hàm ếch với kích thước đỉnh sinh trưởng thích hợp 
là 3 mm nuôi cấy trên môi trường MS + 1,0 mg/L 
αNAA+ 1,0 mg/L IBA + 30 g/L sacaroza cho tỷ lệ 
sống cao và sạch bệnh. Cây ghép trong ống nghiệm 
có 8 lá thật ra ngôi ngoài vườn ươm cho tỷ lệ sống 
cao nhất và giá thể tốt nhất cho cây ra ngôi từ ống 
nghiệm là Hữu cơ + trấu hun + �an bùn (1/3 : 1/3 
: 1/3) + phân vi sinh sông Gianh kết hợp với phun 
Komix 5 ngày/lần.
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Study on microgra�ing method in propagation of �anh Lan orange variety
Doan �u �uy, Hoang Dang Dung, Nguyên �i Ngoc Han,  
Duong �i Hai Yen, Hoang �i �ao, Dang �i Phuong Lan

Abstract 
�e study was conducted to apply microgra�ing technique for creating disease-free S0 �anh Lan orange variety 
(Greening, Tristeza). Results showed that the process of applying microgra�ing method for creating disease-free 
S0 �anh Lan orange variety was as follows: Using 3 - 4 weeks old rootstocks from sterilized sour pomelo seeds to 
culture on MS medium + 80 mg/L GA3 + 30 g/L sucrose + 6.5 g/L agar; gra�ed shoots were obtained from sprouted 
shoots on cuttings cultured on MS medium + 1.0 mg/L BAP + 30 g/L sucrose + 6.5 g/L agar; cle� gra�ing method 
with suitable growth tip size of 3 mm cultured on MS + 1.0 mg/L αNAA + 1.0 mg/L IBA + 30 g/L sucrose for high 
survival and disease-free rate. In vitro gra�ed plantlets with 8 true leaves gave the highest survival rate and the best 
hardening medium for in vitro plantlets was organic compound + rice husk + peat (1/3:1/3:1/3) + microbial fertilizer 
Song Gianh combined with spraying foliar fertilizer Komix every 5 days.
Keywords: �anh Lan orange variety, micro-gra�ing, propagation, disease-free
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NGHIÊN CỨU ĐIỀU KIỆN LÊN MEN NEM CHUA NẤM BÀO NGƯ (Pleurotus ostreatus) 
SỬ DỤNG VI KHUẨN LACTIC

Huỳnh Xuân Phong1*, Lê �ị Minh �ư2, Lý �ị �ùy Duyên2, 
Lưu Minh Châu2, Bùi Hoàng Đăng Long1, Nguyễn Ngọc �ạnh1

TÓM TẮT
Nem chua là loại thực phẩm giàu dinh dưỡng và phổ biến ở Việt Nam. Nghiên cứu nhằm tuyển chọn chủng 

vi khuẩn lactic có khả năng lên men nem chua nấm bào ngư (Pleurotus ostreatus), khảo sát các yếu tố như nhiệt 
độ ủ (26 - 28oC, 29 - 35oC, 37oC), mật số giống chủng (103, 105, 107 tế bào/g), loại nếp (�ái thường, �ái thơm, 
Sáp dẻo, Sáp thường, Hòa Hảo), nồng độ muối (1%, 2%, 3% w/w) và tỉ lệ nấm và nếp (40 : 60, 50 : 50, 60 : 40 
w/w) đến quá trình lên men nem chua. Kết quả cho thấy chủng L39 sinh acid lactic cao nhất (22,43 g/kg) sau 
2 ngày lên men. Điều kiện lên men thích hợp là ở 37oC và mật độ chủng là 107 tế bào/g. Loại Sáp dẻo được sử 
dụng với nấm bào ngư theo tỷ lệ 40 : 60 và bổ sung 1% w/w muối. Nấm bào ngư lên men cuối cùng có hàm 
lượng acid lactic là 13,43 g/kg, pH đạt 4,70 và tổng điểm đánh giá cảm quan là 16,77 theo TCVN 3215-79.

Từ khóa: Nem chua, vi khuẩn lactic, lên men, nấm bào ngư (Pleurotus ostreatus) 
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Nem chua là một loại thực phẩm phổ biến tại 
Việt Nam với nguyên liệu chính là thịt heo xay, da 
heo luộc chín cắt sợi, tỏi và gia vị. Sau 3 - 4 ngày 
lên men, nem chua có thể sử dụng ngay mà không 
cần nấu chín. Nem chua là một sản phẩm đặc 
trưng của quá trình lên men lactic thịt sống, bản 

chất của quá trình này là chuyển hóa đường thành 
acid lactic nhờ hoạt động của vi khuẩn lactic. Tuy 
nhiên, sản phẩm truyền thống này chứa một lượng 
chất béo bão hòa khá cao, không tốt cho sức khỏe 
con người. Ngày nay, thị hiếu người tiêu dùng tăng 
cao, các sản phẩm nem chua càng được đa dạng 
hóa nguồn nguyên liệu như nem chua vỏ bưởi, 


