
Nghiªn cøu x©y dông Quy tr×nh nh©n gièng ®Þa Lan 
b»ng kü thuËt nu«i cÊy m« 

 

1. §Æt vÊn ®Ò  

Hoa lan (®Þa lan vµ phong lan) cã gi¸ trÞ kinh tÕ vµ thÈm mü cao, nhu 

cÇu tiªu thô lín, s¶n xuÊt hoa lan mang l¹i lîi nhuËn cao v× vËy chóng ta cÇn 

thiÕt ph¶i chän läc vµ du nhËp c¸c gièng hoa míi ®ång thêi x©y dùng ®−îc c¸c 

ph−¬ng ph¸p nh©n gièng h÷u hiÖu nh»m ®¸p øng nhu cÇu tiªu thu ®a d¹ng.  

§Ó cã ®−îc c©y gièng víi sè l−îng lín, chÊt l−îng c©y gièng ®¶m b¶o 

BiÖn ph¸p nh©n gièng truyÒn thèng cho hÖ sè nh©n thÊp, thêi gian ®ßi hái kÐo 

dµi, dÔ bÞ tho¸i ho¸… ChÝnh v× vËy ph−¬ng ph¸p nh©n gièng in vitro víi hÖ sè 

nh©n cao, c©y gièng ®ång ®Òu, chÊt l−îng cao ®−îc lùa chän.  

Quy tr×nh nh©n gièng vµ s¶n xuÊt ®Þa lan ®· ®−îc mét sè c¬ quan vµ 

doanh nghiÖp trong n−íc nghiªn cøu vµ ®· triÓn khai ngoµi s¶n xuÊt. Tuy 

nhiªn, c¸c c«ng tr×nh nghiªn cøu nµy ®Òu tËp trung t¹i mét sè ®Þa ph−¬ng phÝa 

Nam nh−: §µ L¹t, TP HCM,… Bªn c¹nh ®ã, viÖc nghiªn cøu ®Ó t×m ra quy 

tr×nh nh©n gièng in vitro cho c¸c loµi lan quý nh»m t¹o nguån c©y gièng chÊt 

l−îng cao cho s¶n xuÊt cßn ch−a ®−îc gi¶i quyÕt. ChÝnh v× vËy, trong khu«n 

khæ cña ®Ò tµi khoa häc c«ng nghÖ cÊp Nhµ n−íc KC04.08, ®Ò tµi nh¸nh 

chóng t«i ®−îc giao nhiÖm vô: 

“Nghiªn cøu x©y dông quy tr×nh nh©n gièng ®Þa lan b»ng kü thuËt nu«i cÊy m«” 

2. Môc ®Ých vµ yªu cÇu cña ®Ò tµi 

2.1. Môc ®Ých cña ®Ò tµi 

Nghiªn cøu x©y dùng ®−îc quy tr×nh nh©n nhanh in vitro vµ c«ng ®o¹n 

sau in vitro cho mét sè gièng ®Þa lan víi c«ng suÊt 1 v¹n c©y/n¨m. 

2.2. Yªu cÇu cña ®Ò tµi:           

2.2.1. Thu thËp mÉu vµ l−u gi÷ nguån gen 

2.2.2. Giai ®o¹n nh©n in vitro 

Nghiªn cøu chÕ ®é khö trïng mÉu cÊy, t¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu, qu¸ 

tr×nh nh©n nhanh vµ t¹o c©y hoµn chØnh. 
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2.2.3. Giai ®o¹n sau in vitro 

2.2.3.1. Giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I 

Nghiªn cøu ¶nh h−ëng khèi l−îng c©y tr−íc khi ra v−ên −¬m gi¸ thÓ,, 

dinh d−ìng cho c©y, thêi vô ra c©y… 

2.2.3.2. Giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II 

Nghiªn cøu ¶nh h−ëng gi¸ thÓ, dinh d−ìng ®Õn sù sinh tr−ëng ph¸t triÓn 

cña c©y  

3. VËt liÖu, néi dung vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

3.1. VËt liÖu  

- Gièng ®Þa lan Trung quèc ®á (Miss Kim) lµ vËt liÖu chÝnh sö dông trong 

toµn bé thÝ nghiÖm. 

- C¸c gièng: Xanh ChiÓu; Hång BÖt (§µ L¹t); Trung Quèc Xanh; Trung 

Quèc Vµng; C. Miss korre; C. Da fan vµ mét sè gièng b¶n ®Þa Ph−îng 

hoµng th¬m vµ M¹c n©u l¸ lín lµ nguån vËt liÖu dïng trong c¸c thÝ nghiÖm 

s¶n xuÊt thö. C¸c gièng nµy cã gi¸ trÞ th−¬ng m¹i, ®ang cã nhu cÇu lín trªn 

thÞ tr−êng. 

3.2. Néi dung nghiªn cøu 

3.2.1. §iÒu tra, thu thËp vµ l−u gi÷ nguån gen  

3.2.2. Nghiªn cøu t¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu cho nh©n nhanh in vitro  

- Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña thêi gian vµ ph−¬ng ph¸p khö trïng mÉu. 

- Nghiªn cøu ¶nh h−ëng chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng tíi qu¸ tr×nh ph¸t sinh 

h×nh th¸i cña mÉu cÊy. 

3.2.3. Nghiªn cøu nh©n nhanh nguån mÉu 

- Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ®Õn kh¶ n¨ng nh©n 

nhanh. 

- Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña ph−¬ng thøc nu«i cÊy (®Æc, láng, láng + l¾c) 

®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh. 

- øng dông ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy l¸t máng tÕ bµo trong nh©n nhhanh. 

3.2.4. Nghiªn cøu t¹o c©y hoµn chØnh 

- Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña α NAA ®Õn t¹o c©y hoµn chØnh. 
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- Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn t¹o c©y hoµn chØnh. 

3.2.5. C¸c nghiªn cøu giai ®o¹n sau nu«i cÊy m« 

- Nghiªn cøu x¸c ®Þnh tiªu chuÈn c©y nu«i cÊy m« khi ®−a ra v−ên −¬m. 

- Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña thêi vô vµ gi¸ thÓ ra c©y. 

- Nghiªn cøu chÕ ®é dinh d−ìng ®Õn sinh tr−ëng, ph¸t triÓn cña c©y con 

(giai ®o¹n v−ên −¬m). 

3.3. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

- C¸c thÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hµnh t¹i phßng thÝ nghiÖm nu«i cÊy m« vµ v−ên 

thùc nghiÖm cña phßng CNSH - ViÖn sinh häc N«ng nghiÖp - Tr−êng §¹i 

häc N«ng nghiÖp I - Hµ néi vµ Sapa- Lµo Cai. 

- Ph−¬ng ph¸p khö trïng: MÉu cÊy (chåi ®Ønh, m¾t ngñ trªn c¸c chåi non) 

®−îc t¸ch ra tõ c¸c c©y mÑ khoÎ m¹nh, s¹ch bÖnh ®−îc röa s¹ch vµ khö 

trïng ®¬n (1 lÇn) hay kÐp (2 lÇn) b»ng HgCl2 0,1% ë c¸c nång ®é vµ thêi 

gian xö lý kh¸c nhau. 
- Ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy: c¸c thÝ nghiÖm nu«i cÊy in vitro ®−îc thùc hiÖn 

trong ®iÒu kiÖn nh©n t¹o cho phÐp chñ ®éng c¸c chÕ ®é ¸nh s¸ng, nhiÖt ®é, 

Èm ®é. 

+ C−êng ®é ¸nh s¸ng: 2400 - 3000 lux 

+ NhiÖt ®é phßng nu«i : 20 - 25oC. 

+ Quang chu kú: 16 giê s¸ng/ 8 giê tèi 

- Bè trÝ thÝ nghiÖm:  

+ C¸c thÝ nghiÖm ®−îc bè trÝ ngÉu nhiªn, 3 lÇn lÆp l¹i, mçi c«ng 

thøc theo dâi 15 - 50 c¸ thÓ. 

+ ThÝ nghiÖm ®−îc quan s¸t, theo dâi th−êng xuyªn 10 - 15 

ngµy/lÇn ®o ®Õm c¸c chØ tiªu sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña 

c«ng thøc thÝ nghiÖm. 

+ Sè liÖu ®−îc xö lý thèng kª sinh häc theo ch−¬ng tr×nh 

IRRISTAT. 
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4. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

4.1. §iÒu tra thu thËp, x¸c ®Þnh ®èi t−îng thÝ nghiÖm 
Trong qu¸ tr×nh thùc hiÖn, chóng t«i ®· tiÕn hµnh ®iÒu tra t¹i mét sè 

tØnh cã trång vµ ph¸t triÓn ®Þa lan nh− Hµ Néi; B¾c Ninh vµ H−ng Yªn, kÕt qu¶ 

ë b¶ng 1. 

B¶ng 1: Mét sè gièng ®Þa lan trång phæ biÕn t¹i c¸c n¬i ®iÒu tra 

 
STT Tªn ViÖt Nam Tªn Khoa häc 

1 Thanh Ngäc  Cymbidium. spp 

2 Hång Hoµng C. Grandyflorum Griff 

3 M¹c Biªn C. Ensifolium (L) Sw 

4 M¹c §en C. Sinense 

5 B¹ch Ngäc C. Eburneum Lindl 

6 TrÇn Méng  Cymbidium. spp 

7 §«ng Lan Cymbidium. spp 

8 Hoµng Vò Cymbidium. spp 

9 Hoµng §iÓm Cymbidium. spp 

10  Thanh Tr−êng  C. Schoederi 

11 Tè T©m Cymbidium. spp 

12 Quý Phi Cymbidium. spp 

13 Ngäc Anh, Ngäc Tr©m Cymbidium. spp 

14 §µo Hång C¬ Cymbidium. spp 

15 Hoµng CÈm Tè Cymbidium. spp 

 

Sau khi ®iÒu tra, chóng t«i ®· x¸c ®Þnh ®−îc mét sè gièng quÝ cã kh¶ 

n¨ng th−¬ng m¹i cao vµ ®· tiÕn hµnh thu thËp vµ l−u gi÷ nguån mÉu t¹i v−ên 

thùc nghiÖm cña Tr−êng (b¶ng 2). 
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B¶ng 2: C¸c gièng ®· thu thËp t¹i v−ên 

§Æc ®iÓm h×nh th¸i, mµu s¾c, h−¬ng vÞ cña hoa 

Stt Tªn ViÖt Nam 
ChiÒu 

dµi hoa 

(cm) 

Sè 

hoa/ 

cµnh

Thêi 

gian tõ 

në - tµn 

(ngµy) 

Mµu s¾c 
H−¬ng 

th¬m 

Thêi 

gian ra 

hoa 

1 B¹ch Ngäc 25 5 35 Tr¾ng Th¬m 9 - 10 

2 Hoµng §iÓm 45 - 46 11 30 
Vµng häng 

®iÓm 
Th¬m 1 - 2 

3 Thanh Tr−êng 45 - 46 11 30 
Xanh häng 

vµng 
Th¬m 1 - 2 

4 §µo Hång C¬ 35 12 45 Hång Th¬m 11 - 12 

5 Hoµng CÈm Tè 120 25 45 Xanh vµng Th¬m 12 - 13 

 
B¶ng 3: C¸c gièng ®· ®−îc nu«i cÊy vµ l−u giò in vitro 

 

STT Tªn th−¬ng m¹i Tªn Khoa häc 

1 M¹c n©u l¸ lín C. spp 

2 Ph−îng hoµng th¬m C. spp 

3 Xanh ChiÓu C. spp 

4 Hång BÖt C. spp 

7 Miss kim C. spp 

8 Organdi Moon Light C. spp 

9 Lancelost Misono C. spp 

10  Miss korre C. spp 

11 Da fan C. spp 
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4.2. Giai ®o¹n t¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu 

§©y lµ giai ®o¹n hÕt søc quan träng cho qu¸ tr×nh nh©n gièng in vitro v× 

chØ khi cã ®−îc nguån mÉu s¹ch th× míi cã thÓ tiÕn hµnh tiÕp c¸c giai ®o¹n 

sau.  

§Ó t¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu cho qu¸ tr×nh nu«i cÊy in vitro, chóng 

t«i ®· lÊy c¸c chåi bªn cã chiÒu cao tõ 3 - 5cm lµm nguån mÉu ®Ó tiÕn hµnh 

thÝ nghiÖm.  

4.2.1. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña thêi gian vµ ph−¬ng ph¸p khö trïng ®Õn 

mÉu ®−a vµo nu«i cÊy. 
B¶ng 4: ¶nh h−ëng cña thêi gian vµ ph−¬ng ph¸p khö trïng tíi tû lÖ 

nhiÔm vµ tû lÖ sèng cña mÉu 

            ChØ tiªu theo dâi

 C«ng thøc 

Tû lÖ nhiÔm 

(%) 

Tû lÖ chÕt  

(%) 

Tû lÖ sèng 

 (%) 

Khö trïng ®¬n: 3 phót 100 - - 

Khö trïng ®¬n: 5 phót 100 - - 

Khö trïng ®¬n: 7 phót 80 10 10 

Khö trïng kÐp: 5 + 1 50 10 40 

Khö trïng kÐp: 5 + 2 40 20 40 

Khö trïng kÐp: 7 + 1 30 10 60 

Khö trïng kÐp: 7 + 2 20 30 50 

  

Tõ kÕt qu¶ b¶ng 4 cho thÊy viÖc khö trïng mÉu tr−íc khi ®−a vµo nu«i 

cÊy nÕu chØ thùc hiÖn 1 lÇn th× tû lÖ nhiÔm sÏ rÊt cao (80 - 100%). Víi ph−¬ng 

ph¸p khö trïng kÐp (khö trïng lÇn 1 råi bãc l¸ bao khö trïng tiÕp lÇn 2) th× tû 

lÖ nhiÔm mÉu chØ cßn (20% - 50%) vµ trong 4 c«ng thøc khö trïng kÐp ë thêi 

gian kh¸c nhau th× c«ng thøc 7 phót + 1 hoÆc 2 phót tá ra cã hiÖu qu¶ nhÊt v× 
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tuy tû lÖ nhiÔm lµ 20% - 30% nh−ng tû lÖ chÕt l¹i rÊt thÊp (10 - 30 %) vµ kÕt 

qu¶ sau khi khö trïng ®¹t ®−îc 50 - 60% sè mÉu s¹ch sèng sãt (trong khi tÊt 

c¶ c¸c c«ng thøc kh¸c chØ tiªu nµy ®¹t 0 - 40%). 

4.2.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ®Õn qu¸ tr×nh 

ph¸t sinh h×nh th¸i mÉu 

Qua thö nghiÖm rÊt nhiÒu c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ë tr¹ng th¸i 

riªng rÏ còng nh− tæ hîp cña chóng víi nhau, chóng t«i nhËn thÊy r»ng chØ 

trªn m«i tr−êng cã bæ xung riªng rÏ BA hoÆc Kinetin (K) hoÆc tæ hîp BA víi 

Kinetin th× mÉu nu«i cÊy míi cã kh¶ n¨ng ph¸t sinh h×nh th¸i theo 2 d¹ng: 

chåi hay tiÒn chåi protocorm. KÕt qu¶ thÝ nghiÖm ®−îc thÓ hiÖn ë b¶ng 5 vµ 

b¶ng 6. 

B¶ng 5: ¶nh h−ëng cña BA ®Õn qu¸ tr×nh ph¸t sinh h×nh th¸i 

(sau 10 tuÇn cÊy) 
ChØ tiªu theo dâi

 
C«ng thøc 

HÖ sè nh©n
Tû lÖ 

t¹o chåi (%) 

Tû lÖ t¹o 

protocorm (%) 

I (§/C):MS + 100ml ND + 10g 
®−êng +1,5ppmBA+ 6,5g agar

1,21 100,00 0,00 

I + 0,5mg Benzin Adenin 1,67 34,80 65,20 

I + 1,0mg BA 2,40 31,24 68,76 

I + 1,5mg BA 3,78 25,00 75,00 

I + 2,0mg BA 3,64 22,25 77,75 

I + 3,0mg BA 3,01 18,79 81,21 

I + 5,0mg BA 2,98 9,80 90,20 
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B¶ng 6: ¶nh h−ëng cña Kinetin ®Õn qu¸ tr×nh ph¸t sinh h×nh th¸i mÉu 

(sau 10 tuÇn nu«i cÊy) 

            ChØ tiªu theo dâi

C«ng thøc 

HÖ sè nh©n Tû lÖ 

t¹o chåi (%) 

Tû lÖ t¹o 

protocorm (%)

I (§/C): MS + 100ml ND + 10g 
®−êng +1,5ppm BA + 6,5g agar

1,21 100,00 0,00 

I+ 0,5mg Kinetin 1,54 45,50 54,50 

I+1,0mg K 1,70 42,10 57,90 

I+1,5mg K 2,56 35,14 64,86 

I+2mg K 2,98 33,20 66,80 

I+3mg K 3,23 28,74 71,26 

I+5mg K 3,01 25,00 75,00 

 

KÕt qu¶ b¶ng 5 vµ 6 cho thÊy viÖc bæ xung chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng 

vµo m«i tr−êng nu«i cÊy cã kh¶ n¨ng kÝch thÝch sù ph¸t sinh h×nh th¸i cña 

mÉu. Sù ph¸t sinh h×nh th¸i cña mÉu nu«i cÊy theo hai h−íng: t¹o chåi vµ t¹o 

thÓ protocorm, ®Æc biÖt sù ph¸t sinh h×nh th¸i theo h−íng h×nh thµnh 

protocorm lµ nguån nguyªn liÖu cho c¸c qu¸ tr×nh nu«i cÊy tiÕp theo. KÕt qu¶ 

cña thÝ nghiÖm trªn cho phÐp chóng t«i x¸c ®Þnh ®−îc m«i tr−êng thÝch hîp 

nhÊt cho sù ph¸t sinh h×nh th¸i cña mÉu ban ®Çu lµ: 

         MS + 100ml ND + 10g ®−êng + 1,5ppm BA + 6,5g agar  
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4.3. Giai ®o¹n nh©n nhanh  

Môc tiªu ë giai ®o¹n nµy lµ nghiªn cøu nh»m t×m ph−¬ng thøc tèt nhÊt 

®Ó cã ®−îc nhiÒu thÓ protocorm nhÊt, trong thêi gian ng¾n nhÊt. 

4.3.1. Nghiªn cøu ¶nh cña chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ®Õn kh¶ n¨ng nh©n 

nhanh protocorm. 

Qua rÊt nhiÒu thö nghiÖm bæ sung c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng auxin 

vµ xytokinin vµo m«i tr−ëng nu«i cÊy, chóng t«i nhËn thÊy ®Ó t¨ng hÖ sè nh©n 

chØ cã BA vµ Kinetin cã hiÖu qu¶ nhÊt. T¸c ®éng cña chóng ®Õn hÖ sè nh©n 

®−îc thÓ ë b¶ng 7 vµ 8. 

B¶ng 7: ¶nh h−ëng cña BA ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh (sau 4 tuÇn nu«i 
cÊy). 

                     ChØ tiªu theo dâi 

C«ng thøc 

HÖ sè 
nh©n 

Tû lÖ chåi 
(%) 

Tû lÖ 
Protocorm (%)

ChÊt l−îng 
mÉu 

I (§/C) 1,38 4,33 95,67 +++ 

I+ 0,5ppm Benzin Adenin 1,57 7,72 92,28 +++ 

I + 1ppm BA 1,71 18,68 81,32 +++ 

I + 1,5ppm BA 2,17 27,74 72,26 +++ 

I + 2ppm BA 1,91 13,70 86,30 ++ 

I + 3ppm BA 1,78 11,28 88,72 ++ 

LSD (5%) 0,09    
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B¶ng 8: ¶nh h−ëng cña Kinetin ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh (sau 4 tuÇn nu«i cÊy) 

  ChØ tiªu theo dâi 

C«ng thøc 

HÖ sè 

nh©n 

Tû lÖ chåi 

(%) 

Tû lÖ 

Protocorm (%) 

ChÊt l−îng 

mÉu 

I (§/C) 1,42 3,33 96,67 +++ 

I + 0,5ppm Kinetin 1,85 16,57 83,43 +++ 

I + 1ppm K 2,43 30,26 69,74 +++ 

I + 1,5ppm K 2,20 20,91 79,09 ++ 

I + 2ppm K 1,95 12,10 87,90 ++ 

I + 3ppm K 1,58 7,89 92,11 ++ 

LSD(5%) 0,13    

KÕt qu¶ b¶ng 7 vµ 8 cho thÊy viÖc bæ xung BA vµo m«i tr−êng nu«i cÊy 

®· lµm t¨ng hÖ sè nh©n so víi ®èi chøng, hÖ sè nh©n t¨ng (tõ 1,38 – 2,17 lÇn) vµ 

tû lÖ thuËn víi nång ®é cña BA bæ xung vµo m«i tr−êng tõ nång ®é 0 – 1,5ppm 

nh−ng khi t¨ng nång ®é (2ppm) th× hÖ sè nh©n l¹i gi¶m. Cïng víi sù t¨ng vÒ hÖ 

sè nh©n th× tû lÖ mÉu h×nh thµnh chåi còng nh− chÊt l−îng chåi gi¶m. 

TiÕp tôc nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña viÖc bæ xung kinetin ®Õn hÖ sè nh©n 

chåi vµ chÊt l−îng chåi t¹o ra. C¸c kÕt qu¶ nhËn ®−îc còng cã quy luËt t−¬ng tù 

nh− khi bæ xung vµo m«i tr−êng BA. Tuy nhiªn, kinetin tá ra cã hiÖu qu¶ cao 

h¬n so víi BA. Víi nång ®é kinetin lµ 1ppm cho hÖ sè nh©n ®¹t cao nhÊt (2,43) 

vµ tû lÖ chåi vµ thÓ protocorm h×nh thµnh rÊt c©n ®èi vµ cã chÊt l−îng cao nhÊt. 
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4.3.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña nÒn m«i tr−êng vµ ph−¬ng thøc nu«i cÊy 

®Õn nh©n nhanh protocorm 
B¶ng 9: ¶nh h−ëng cña nÒn m«i tr−êng vµ ph−¬ng thøc nu«i cÊy ®Õn qu¸ 

tr×nh nh©n nhanh (sau 8 tuÇn) 

M«i 

tr−êng 
C«ng thøc thÝ nghiÖm 

Tû lÖ t¹o 

protocorm 

(%) 

Tû lÖ t¹o 

chåi (%) 

HÖ sè 

nh©n 

(lÇn) 

CT1: MS +1% ®−êng + 

1ppmK + 0,65% agar 
93,71 6,29 2,82 

CT2: MS +1% ®−êng + 

1ppmK (láng, l¾c) 
97,32 2,68 3,08 MS 

CT3: MS +1% ®−êng + 

1ppmK (láng, kh«ng l¾c)
95,76 4,34 2,37 

CT1: VW 1% ®−êng + 

1ppmK + 0,65% agar 
95,42 4,58 3,44 

CT2: VW +1% ®−êng + 

1ppmK (láng, l¾c) 
91,32 9,68 3,67 

Vacxin 

and 

Went 
CT3: VW +1% ®−êng + 

1ppmK (láng, kh«ng l¾c)
89,16 10,94 2,47 

CT1: Hyponex 1% ®−êng 

+ 1ppmK + 0,65% agar 
83,52 16,48 3,98 

CT2: Hyponex +1% 

®−êng + 1ppmK (láng, 

l¾c) 

86,23 13,77 5,42 
Hyponex 

CT3: Hyponex +1% 

®−êng + 1ppmK (láng, 

kh«ng l¾c) 

86,00 14,00 3,60 

 LSD 0,05   0,09 
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Qua kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy: nÒn m«i tr−êng kh¸c nhau ¶nh h−ëng 

râ rÖt ®Õn nh©n nhanh. Nh×n chung hÖ sè nh©n ®¹t cao nhÊt trªn m«i tr−êng 

hyponex (tõ 3,6 – 5,42 lÇn) vµ thÊp nhÊt lµ trªn m«i tr−êng MS  (tõ 2,37 – 3,08 

lÇn). 

Trong cïng mét nÒn m«i tr−êng th× ph−¬ng thøc nu«i cÊy láng, l¾c cho 

hÖ sè nh©n cao h¬n h¼n c¸c ph−¬ng thøc nu«i cÊy kh¸c. Ph−¬ng thøc nu«i cÊy 

láng, kh«ng l¾c cho hiÖu qu¶ thÊp nhÊt. 

Nh− vËy nÒn m«i tr−êng thÝch hîp nhÊt cho nh©n nhanh thÓ protocotm 

lµ hyponex vµ ph−¬ng thøc nu«i cÊy thÝch hîp nhÊt lµ láng, l¾c. Tuy nhiªn, 

hyponex lµ lo¹i m«i tr−êng ph¶i nhËp ngo¹i víi gi¸ cao v× vËy nªn sö dông 

m«i tr−êng cã thÓ chñ ®éng t¹i chç lµ Vacxin and Went hay m«i tr−êng MS 

kÕt hîp víi ph−¬ng thøc nu«i cÊy láng l¾c. 

4.3.3. Nghiªn cøu øng dông ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy l¸t máng tÕ bµo trong 

qu¸ tr×nh nh©n nhanh. 

Ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy l¸t máng tÕ bµo lµ ph−¬ng ph¸p rÊt h÷u hiÖu ®Ó 

nh©n nhanh nguån mÉu vµ ®· ®−îc øng dông thµnh c«ng trªn mét nhiÒu ®èi 

t−îng nh− c©y lóa miÕn (Sorhgum); c©y nh©n s©m (Panax gingsen); c©y c¶i 

b¾p (Brassica), c©y phong lan, d©u t©y… Víi môc ®Ých ®Ó t¨ng nhanh sè 

l−¬ùng protocorm, chóng t«i ®· tiÕn hµnh c¸c nghiªn cøu nu«i cÊy l¸t máng 

c¾t tõ thÓ protocorm ban ®Çu víi ®é dµy tõ 0,1mm – 1mm. §ång thêi, chóng 

t«i nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng; n−íc dõa vµ 

ph−¬ng thøc nu«i cÊy ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh protocorm vµ chåi cña líp 

máng nu«i cÊy. KÕt qu¶ thÝ nghiÖm ®−îc thÓ hiÖn ë b¶ng 10; 11;12 vµ 13. 
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B¶ng 10: ¶nh h−ëng cña kÝch th−íc l¸t máng ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh 

protocorm (sau 8 tuÇn ) 

M«i tr−êng KÝch th−íc 

l¸t c¾t (mm) 

Tû lÖ sèng 

(%) 

HÖ sè nh©n sè 

(protocorm/l¸t c¾t)

0,1 16,60 2,00 

0,3 63,65 3,00 

0,5 75,41 2,83 

0,7 87,45 2,50 

MS +1% ®−êng + 

1ppmK + 0,65% agar 

1,0 92,18 2,30 

Qua b¶ng trªn chóng t«i nhËn thÊy: kÝch th−íc cña l¸t c¾t cã ¶nh h−ëng 

râ rÖt ®Õn tû lÖ sèng vµ sù h×nh thµnh protocorm. NÕu ®é dµy cña l¸t c¾t t¨ng 

th× tû lÖ sèng t¨ng nh−ng tû lÖ t¹o protocorm l¹i gi¶m vµ ng−îc l¹i. ë kÝch 

th−íc tõ 0,3 - 0,5mm kÕt qu¶ ®¹t ®−îc lµ cao nhÊt víi tû lÖ sèng lµ 63,65 – 

75,41% vµ sè protocorm/l¸t c¾t lµ 3,00 – 2,83 

4.3.4. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña n−íc dõa ®Õn kh¶ n¨ng t¹o protocorm 

cña líp máng nu«i cÊy. 

Sau khi c¾t protocorm thµnh c¸c l¸t máng víi ®é dµy tõ 0,3 - 0,5 mm vµ 

cÊy trªn nÒn m«i tr−êng MS + 1% ®−êng + 0,65% agar cã bæ sung n−íc dõa 

víi nång ®é kh¸c nhau, chóng t«i ®· thu ®−îc kÕt qu¶ ë b¶ng 11. 
B¶ng 11: ¶nh h−ëng cña n−íc dõa ®Õn kh¶ n¨ng t¹o protocorm 

(sau 8 tuÇn theo dâi) 

                    CTTD 

CT 

Tû lÖ sèng (%) Sè protocorm 

TB/ mÉu cÊy 

protocorm 

TB/ l¸t c¾t 

§C: MS +1% +0,65% agar 58,91 6,80 1,98 

CT1: §C + 5% n−íc dõa 70,63 9,62 2,27 

CT2: §C + 10% ND 79,57 12,65 2,65 

CT3: §C + 15% ND 77,82 13,40 2,87 

CT5: §C + 20% ND 60,00 9,14 2,54 

LSD (0,5%)   0,80 
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KÕt qu¶ b¶ng 11 cho thÊy n−íc dõa ®· cã ¶nh h−ëng kh¸ râ tíi sè 

protocorm trung b×nh trªn l¸t c¾t. Trªn tÊt c¶ c¸c c«ng thøc cã bæ sung thªm 

n−íc dõa ®Òu cã sè protocorm/l¸t c¾t lín h¬n so víi c«ng thøc ®èi chøng. 

§ång thêi CT3 (§C + 15% ND) cho kÕt qu¶ lµ cao nhÊt. 

Nh− vËy, ta cã thÓ bæ sung n−íc dõa ë nång ®é 15% vµo m«i tr−êng t¹o 

protocorm lµm nguyªn liÖu cho nh©n nhanh. 

4.3.5. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ®Õn kh¶ n¨ng 

t¹o protocorm cña líp máng nu«i cÊy. 

Khi ®· x¸c ®Þnh ®−îc ®é dµy l¸t c¾t, chóng t«i còng ®· tiÕn hµnh bæ 

sung hµng lo¹t c¸c chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng kh¸c nhau ë tr¹ng th¸i riªng rÏ 

còng nh− d¹ng tæ hîp vµo m«i tr−êng nu«i cÊy nh»m t×m ra tæ hîp vµ nång ®é 

thÝch hîp nhÊt võa ®¶m b¶o kÝch thÝch l¸t máng h×nh thµnh nhiÒu thÓ 

protocorm võa ®¶m b¶o ®−îc chÊt l−îng cña nguån mÉu. Nh−ng kÕt qu¶ kh¶ 

quan nhÊt ®¹t ®−îc khi sö dông riªng rÏ c¸c xytokinin, ®iÒu nµy ®−îc tr×nh 

bµy ë b¶ng 12 vµ 13. 

B¶ng 12: ¶nh h−ëng cña kinetin ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh protocorm 

cña líp máng nu«i cÊy (sau 8 tuÇn nu«i cÊy) 

         ChØ tiªu theo dâi

 

C«ng thøc 

Tû lÖ mÉu h×nh 

thµnh thÓ 

protocorm(%) 

Tû lÖ mÉu 

t¹o chåi (%) 

HÖ sè nh©n 

(sè protocorm 

TB/l¸t máng) 

I (§/C): MS + 15% ND + 

10g saccarosa + 6,5g agar 

60,50 39,50 2,60 

I + 0,3mg Kinetin 67,27 32,73 4,07 

I + 0,5mg K 78,26 21,74 4,60 

I + 1mg K 80,98 19,02 6,23 

I + 1,5mg K 86,19 13,81 4,25 

I + 2mg K 83,35 16,65 4,09 

I + 3mg K 85,25 14,75 3,81 

LSD (5%)   0,07 
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B¶ng 13: ¶nh h−ëng cña BA ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh protocorm cña 
líp máng nu«i cÊy (sau 8 tuÇn nu«i cÊy) 

         ChØ tiªu theo dâi 

 

C«ng thøc 

Tû lÖ mÉu h×nh 

thµnh thÓ 

protocorm(%) 

Tû lÖ mÉu 

t¹o chåi (%) 

HÖ sè nh©n 

(Sè protocorm 

TB/l¸t máng) 

I (§/C): MS + 15% ND + 
10g saccarosa + 6,5g agar 57,44 42,54 2,85 

I + 0,3mg BA 70,86 29,14 4,50 

I + 0,5mg BA 81,42 18,58 5,70 

I + 1mg BA 76,67 23,33 4,00 

I + 1,5mg BA 85,00 25,00 3,50 

I + 2mg BA 86,19 13,81 3,40 

I + 3mg BA 70,00 30,00 2,80 

LSD (5%)   0,18 

Tõ c¸c kÕt qu¶ b¶ng 12 vµ 13 cho thÊy viÖc bæ xung chÊt ®iÒu tiÕt sinh 

tr−ëng vµo m«i tr−êng nu«i cÊy ®Òu cã kh¶ n¨ng kÝch thÝch sù ph¸t sinh h×nh 

th¸i cña l¸t máng rÊt râ rÖt, tû lÖ mÉu t¹o protocorm cao h¬n ®èi chøng tõ 7 – 

20% (®èi víi kinetin) vµ tõ 13 – 23% (®èi víi BA). ë nång ®é BA b»ng 

0,5ppm hay kinetin b»ng 1ppm cã thÓ thu ®−îc 27 hay 30 thÓ protocorm tõ 

mét protocorm mÉu ban ®Çu sau 8 tuÇn nu«i cÊy. Trong khi ®ã còng tõ mét 

protocorm nh− trªn nÕu dïng ph−¬ng ph¸p t¸ch th«ng th−êng råi ®−a vµo m«i 

tr−êng nh©n nhanh th× sau 8 tuÇn chØ thu ®−îc tõ 10 - 12 thÓ protocorm (thÊp 

h¬n 3 lÇn). V× vËy sau khi t¹o ®−îc nguån vËt liÖu khëi ®Çu tõ chåi ®Ønh hay 

c¸c m¾t ngñ trªn chåi bªn ®Ó t¨ng nhanh nguån mÉu cho qu¸ tr×nh nh©n tiÕp 

theo th× viÖc sö dông nu«i cÊy l¸t máng tÕ bµo lµ ph−¬ng ph¸p tèi −u nhÊt. 

M«i tr−êng thÝch hîp ®Ó nu«i cÊy protocorm lµ: MS + 15% ND + 10g 

saccarosa + 0,5ppm BA (hoÆc 1ppm kinetin) + 6,5 g agar. 
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4.3.6.  Nghiªn cøu kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi tõ protocorm 

Sau khi ®· t¹o vµ nh©n nhanh ®−îc protocorm th× c«ng ®o¹n tiÕp theo sÏ 

lµ t¸i sinh chåi tõ protocorm. 

B¶ng 14. ¶nh h−ëng cña n−íc dõa ®Õn sù t¸i sinh t¹o chåi tõ protocorm 

vµ sù sinh tr−ëng cña chåi sau t¸i sinh (theo dâi sau 8 tuÇn). 

Stt 
ChØ tiªu theo dâi

C«ng thøc 

ChiÒu cao 

c©y (cm) 

Sè l¸/c©y 

(l¸/c©y)

1. MS + 2% sacaro + 6,8g agar (§/C). 7,61 3,87 

2. MS + 2% sacaro + 6,8g agar + 5% n−íc dõa. 7,72 3,93 

3. MS + 2% sacaro + 6,8g agar + 10% n−íc dõa. 7,8 3,95 

4. MS + 2% sacaro + 6,8g agar + 15% n−íc dõa. 8,15 4,13 

5. MS + 2% sacaro + 6,8g agar + 20% n−íc dõa. 8,23 4,07 

6. MS + 2% sacaro + 6,8g agar + 30% n−íc dõa. 7,78 4,0 

CV (%) 0,24 0,33 

LSD (5%) 0,21 0,29 

KÕt qu¶ b¶ng trªn cho thÊy: bæ sung n−íc dõa ®· cã ¶nh h−ëng tÝch cùc tíi 

sù t¸i sinh chåi tõ protocorm ®ång thêi kÝch thÝch sù sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña 

c©y ®Þa lan sau khi t¸i sinh. Tuy nhiªn, bæ sung n−íc dõa ë nång ®é 15% cho kÕt 

qu¶ tèt nhÊt vµ ®−îc thÓ hiÖn râ qua hai chØ tiªu chiÒu cao c©y vµ sè l¸/c©y. Trªn 

m«i tr−êng nµy cho chiÒu cao c©y ®¹t 8,15 cm/c©y, sè l¸ ®¹t 4,13 l¸/c©y. 

4.4. Giai ®o¹n t¹o c©y hoµn chØnh 

C¸c chåi riªng rÏ cã kÝch th−íc 5,5 – 6,5cm, mËp khoÎ ®−îc ®−a vµo nu«i 

cÊy trªn c¸c m«i tr−êng cã bæ sung thªm αNAA vµ than ho¹t tÝnh ë c¸c nång ®é 

kh¸c nhau víi môc ®Ých x¸c ®Þnh m«i tr−êng thÝch hîp cho viÖc t¹o c©y hoµn 

chØnh trong èng nghiÖm. KÕt qu¶ nghiªn cøu ®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 15 vµ 16. 
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B¶ng 15: ¶nh h−ëng cña αNAA ®Õn sù h×nh thµnh rÔ ë c©y ®Þa lan 

Tû lÖ ra rÔ (%) ChØ tiªu theo dâi 

 

C«ng thøc 

Sau 15 
ngµy 

Sau 20 
ngµy 

Sau 30 
ngµy 

Sè 
rÔ/c©y

ChiÒu 
dµi rÔ 
(cm) 

ChiÒu 
cao c©y 

(cm) 

I (§/C) 0 46,67 100 2,47 1,47 7,09 

I + 0,1ppm αNAA 20 53,33 100 3,00 1,32 7,10 

I + 0,3ppm αNAA 53,33 100,00 - 4,20 1,09 7,32 

I + 0,5ppm αNAA 93,33 100,00 - 4,72 0,92 7,06 

I + 1ppm αNAA 46,67 73,33 100 3,60 0,53 6,93 

LSD(5%)    0,26 0,16  

B¶ng 16: ¶nh h−ëng cña than ho¹t tÝnh ®Õn sù h×nh thµnh rÔ ë c©y ®Þa lan 
 

Tû lÖ ra rÔ (%)      ChØ tiªu theo dâi 

 

C«ng thøc 

Sau 15 
ngµy 

Sau 20 
ngµy 

Sau 30 
ngµy 

Sè 
rÔ/c©y 

ChiÒu 
dµi rÔ 
(cm) 

ChiÒu 
cao c©y 

(cm) 

I (§/C): MS +10g 
saccaroza + 6,5g agar 

0 53,33 100 2,47 1,45 7,06 

I + 0,5g Than Ho¹t TÝnh 81,67 100 - 3,43 2,36 7,35 

I + 1g THT 100 - - 3,67 2,59 7,31 

I + 1,5g THT 66,67 100 - 3,33 2,14 7,26 

I + 2g THT 40,00 100 - 2,80 1,62 7,10 

LSD(5%)    0,23 0,16  

 

  Tõ kÕt qu¶ b¶ng 15 vµ 16 cho thÊy c©y ®Þa lan in vitro cã thÓ ra rÔ ngay 

trªn m«i tr−êng kh«ng cÇn bæ xung chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng. Tuy nhiªn qu¸ 
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tr×nh ra rÔ kÐo dµi h¬n rÊt nhiÒu (30 ngµy sau cÊy) so víi viÖc ta bæ sung 

αNAA ë nång ®é 0,3ppm hay 1g than ho¹t tÝnh th× sau 20 ngµy nu«i cÊy 

100% sè c©y ®· ra rÔ. Bªn c¹nh ®ã, viÖc bæ sung NAA vµ than ho¹t tÝnh ®· 

lµm t¨ng chÊt l−îng cña bé rÔ. M«i tr−êng ra rÔ cho c©y ®Þa lan in vitro lµ:   

MS +10g saccaroza + 0,3ppmαNAA (hoÆc 1g than ho¹t tÝnh) + 6,5g agar. 

4.5. C¸c nghiªn cøu ë giai ®o¹n sau nu«i cÊy m«  
4.5.1. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng khèi l−îng c©y in vitro khi trång ®Õn sinh 

tr−ëng ph¸t triÓn ë giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I (bån m¹) 

B¶ng 17: ¶nh h−ëng khèi l−îng c©y in vitro ®Õn sinh tr−ëng ph¸t triÓn ë 

giai ®o¹n bån m¹ (sau 3 th¸ng trång) 

Sau 4 tuÇn trång Sau 8 tuÇn trång Sau 12 tuÇn trång     CTTD 

 

 

Khèi 

l−îng 

Tû lÖ 

chÕt 

(%) 

T¨ng 

chiÒu 

cao c©y 

(cm) 

T¨ng 

sè l¸ 

(l¸/c©

y) 

Tû lÖ 

chÕt 

(%) 

T¨ng 

chiÒu 

cao 

c©y 

(cm)

T¨ng sè 

l¸ 

(l¸/c©y)

Tû lÖ 

chÕt 

(%) 

T¨ng 

chiÒu 

cao 

c©y 

(cm) 

T¨ng 

sè l¸ 

(l¸/c©y)

0,2 - 0,5g 10,00 0,39 0,15 33,13 0,91 0,20 - 1,58 0,40 

0,5 - 1,0g 6,70 0,55 0,15 16,70 1,14 0,30 - 1,73 0,60 

>1g 3,30 0,72 0,20 10,70 1,50 0,45 - 2,30 0,80

Sè liÖu ë b¶ng cho thÊy khèi l−îng c©y in vitro tr−íc khi ra v−ên −¬m lµ 

chØ tiªu rÊt quan träng ¶nh h−ëng ®Õn tû lÖ sèng còng nh− sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña c©y sau nµy. Nh÷ng c©y cã khèi l−îng thÊp (<1gam) sÏ cã tû lÖ chÕt 

rÊt cao (16,70 – 33,13%), ®ång thêi nh÷ng c©y cßn sèng sãt l¹i cã tèc ®é t¨ng 

tr−ëng vÒ chiÒu cao, sè l¸ rÊt chËm, khèi l−îng c©y in vitro cµng cao th× søc 

sinh tr−ëng cña c©y ngoµi v−ên −¬m cµng khoÎ. V× vËy ®Ó ®¶m b¶o cho c©y 
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sinh tr−ëng ph¸t triÓn tèt ngoµi v−ên −¬m th× c©y in vitro ph¶i ®¹t ®−îc khèi 

l−îng ≥ 1,0 gam. 

4.5.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña gi¸ thÓ ®Õn sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y 

B¶ng 18 : ¶nh h−ëng cña gi¸ thÓ ®Õn sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y bån m¹ 

Sau trång 4 tuÇn Sau trång 8 tuÇn    ChØ tiªu theo 
dâi 

 

 

Gi¸ thÓ 

Tû lÖ 
chÕt 
(%) 

T¨ng 
chiÒu 

cao c©y 
(cm) 

T¨ng sè 
l¸ 

(l¸/c©y)

Tû lÖ 
chÕt 
(%) 

T¨ng 
chiÒu 

cao c©y 
(cm) 

T¨ng 

 sè l¸ 
(l¸/c©y)

§Êt 18,00 0,28 0,07 22,00 0,72 0,13 

C¸t ®en 5,30 0,59 0,27 13,30 1,04 0,53 

C¸t vµng 7,30 0,45 0,33 7,30 1,07 0,67 

Dín:C¸t:Than 
(8:1:1) 

38,00 0,43 0,07 43,30 0,80 0,20 

Dín:X¬dõa (1:1) 16,00 0,76 0,27 18,30 1,57 0,40 

Dín 10,60 0,78 0,32 10,30 1,84 0,89 

RÔ d−¬ng xØ 9,30 0,70 0,07 12,00 1,54 0,20 

TrÊu hun 11,30 0,67 0,20 11,30 1,30 0,60 

Vá c©y kh« 20,70 0,46 0,13 24,00 1,43 0,40 

Vá dõa 10,00 0,49 0,20 13,30 1,41 0,53 

X¬ dõa chØ 12,70 0,37 0,07 15,00 0,65 0,27 

XØ than 8,0 0,53 0,27 10,00 1,29 0,80 
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KÕt qu¶ b¶ng 18 chøng tá: ë giai ®o¹n v−ên −¬m c©y ®Þa lan in vitro tá 

ra kh¸ thÝch hîp víi rÊt nhiÒu lo¹i gi¸ thÓ kh¸c nhau nh− c¸t vµng, c¸t ®en, rÔ 

d−¬ng xØ, xØ than,... Tuy nhiªn, trong c¸c nÒn gi¸ thÓ thö nghiÖm th× dín biÓn 

tá ra thÝch hîp nhÊt ®èi víi c©y ®Þa lan in vitro. Trªn nÒn gi¸ thÓ nµy cho tû lÖ 

sèng ®¹t 90% vµ nhÊt lµ ë giai ®o¹n sau khi ra c©y 1 th¸ng th× sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña c©y con ®Òu v−ît tréi h¬n h¼n so víi c¸c nÒn gi¸ thÓ kh¸c. 

4.5.3. Nghiªn cøu ¶nh cña thêi vô, ®Þa ®iÓm ra c©y ®Õn tû lÖ sèng cña c©y 

®Þa lan khi ®−a ra v−ên −¬m cÊp I 

B¶ng 19: ¶nh h−ëng cña thêi vô ®Õn tû lÖ chÕt (%) cña c©y ®Þa lan khi 

®−a ra v−ên −¬m cÊp I (sau trång 2 th¸ng) 

      Thêi vô 

§Þa ®iÓm 

Vô ®«ng 

xu©n 

Vô xu©n Vô hÌ Vô thu 

Hµ néi 12,50 13,70 87,50 30,00 

Sapa 18,80 10,00 21,30 15,40 

KÕt qu¶ b¶ng 19 cho thÊy yÕu tè nhiÖt ®é cã ¶nh h−ëng quyÕt ®Þnh ®Õn sù 

sèng cña c©y ®Þa lan ngoµi v−ên −¬m. C©y ®Þa lan in vitro cã thÓ chÞu ®−îc nhiÖt ®é 

t−¬ng ®èi thÊp (10 – 15 oC). NhiÖt ®é >30 oC hoµn toµn kh«ng thÝch hîp cho viÖc ra 

c©y. V× vËy trong ®iÒu kiÖn thêi tiÕt vô hÌ vµ ®Çu vô thu muèn ra c©y ®Þa lan in vitro 

th× chóng ta ph¶i chän vïng khÝ hËu m¸t ®Ó ra c©y. 

4.5.4. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÕ ®é dinh d−ìng kh¸c nhau ®Õn sù 

sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I  
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B¶ng 20: ¶nh h−ëng cña chÕ ®é dinh d−ìng kh¸c nhau ®Õn sù sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I 

Sau trång 1 th¸ng  Sau trång 2 th¸ng      ChØ tiªu theo 
dâi 

 
C«ng thøc 

§é t¨ng 
chiÒu cao 
c©y(cm) 

§é t¨ng sè 
l¸ (cm) 

§é t¨ng 
chiÒu cao 
c©y(cm) 

§é t¨ng sè 
l¸ (cm) 

§/C 0,45 0,3 0,93 0,60 

Growmore (2g/l) 1,57 0,8 2,47 1,80 

A:1/250 1,96 0,5 3,08 1,20 

A:1/500 1,35 0,8 3,09 1,80 

A:1/1000 1,70 0,5 2,59 1,30 

B:1/250 1,25 0,8 2,42 1,70 

B:1/500 1,04 0,7 2,18 1,60 

B:1/1000 0,83 0,9 2,01 1,90 

A + B : 1/250 1,89 0,9 3,73 1,80 

A + B : 1/500 1,84 0,8 3,30 1,90 

A + B : 1/1000 1,32 0,9 2,40 1,90 

  

KÕt qu¶ b¶ng 20 cho thÊy nhÊt thiÕt ph¶i cung cÊp dinh d−ìng cho c©y 

con sau trång 1 – 1,5 th¸ng (tuú thuéc vµo thêi vô ra c©y). Lo¹i ph©n bãn óc ë 

d¹ng dung dÞch (A,B) tû lÖ 1:1 víi nång ®é 1/250 cã hiÖu qu¶ cao h¬n so víi 

lo¹i ph©n bãn vÉn ®−îc sö cho c¸c loµi lan (Growmore). 

4.5.5. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña c¸c nÒn gi¸ thÓ kh¸c nhau ®Õn sinh 

tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II 

C©y in vitro sau khi trång trong bån m¹ ®−îc 3 th¸ng bé rÔ còng nh− 

th©n l¸ ®· ph¸t triÓn v× vËy nhÊt thiÕt ph¶i d·n c¸ch mËt ®é vµ thay ®æi gi¸ thÓ 

trång th× míi ®¸p øng ®−îc nhu cÇu dinh d−ìng cña c©y. §©y lµ giai ®o¹n 

v−ên −¬m cÊp II. 
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ë giai ®o¹n nµy chóng t«i tiÕn hµnh thay ®æi hoµn toµn nÒn gi¸ thÓ 

trång so víi giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I. Chóng t«i sö dông nÒn gi¸ thÓ cã bæ 

xung thªm ph©n h÷u c¬. 

B¶ng 21: ¶nh h−ëng cña c¸c nÒn gi¸ thÓ kh¸c nhau ®Õn sinh tr−ëng ph¸t 
triÓn cña c©y ®Þa lan ë v−ên −¬m cÊp II t¹i Hµ Néi (sau 8 tuÇn theo dâi). 

         ChØ tiªu theo 
dâi 

 

C«ng thøc 

§é t¨ng 
chiÒu 

cao c©y 
(cm) 

§é t¨ng  
sè l¸   
(l¸) 

 §é t¨ng 
§/K 
th©n 
(cm) 

§é t¨ng   
sè rÔ   
(rÔ) 

§é t¨ng 
chiÒu dµi 
rÔ (cm) 

Bïn ao ph¬i kh« 1,35 1,02 0,12 1,27 1,23 

Bïn ao + ph©n dª 2,22 1,47 0,20 1,67 2,20 

§Êt mïn 1,60 0,70 0,15 2,00 1,75 

Mïn + ph©n dª 2,39 0,68 0,19 1,67 1,53 

Mïn + ph©n dª + 

d−¬ng xØ 

3,32 1,75 0,21 2,33 2,43 

D−¬ng xØ 4,45 1,78 0,37 2,67 2,73 

D−¬ng xØ + ph©n dª 3,45 1,22 0,20 2,67 2,10 

D−¬ng xØ + ph©n dª + 

x¬ dõa 

1,41 1,62 0,12 2,33 1,80 

X¬ dõa + ph©n dª 1,59 0,75 0,15 2,33 2,33 

Qua b¶ng 21 cho thÊy: ë c¸c lo¹i gi¸ thÓ kh¸c nhau th× ¶nh h−ëng kh¸c 

nhau ®Õn sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y. Cô thÓ ë c«ng thøc 6 (®©y lµ lo¹i gi¸ 

thÓ lÊy tõ rÔ c©y d−¬ng xØ cã ®é xèp cao) sù sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y lµ 

tèt nhÊt. Trong khi ®ã ë c«ng thøc 1 (®Êt bïn chÆt nhá) vµ c«ng thøc 3 (mïn 

gç môc nghiÒn nhá) l¹i cho kÕt qu¶ kÐm nhÊt. Lý do lµ vµo thêi ®iÓm nµy c©y 

võa trong bån m¹ ®−a ra c©y cßn nhá, bé rÔ cßn yÕu chÝnh v× vËy gi¸ thÓ nµy 

kh«ng thuËn lîi cho c©y ph¸t triÓn. Cßn ®èi víi mét sè gi¸ thÓ cã bæ xung 
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thªm ph©n h÷u c¬ (ph©n dª) nh− CT 2, 5, 7, 8, 9 hay viÖc bãn ph©n qua l¸ ®Þnh 

kú (mét tuÇn mét lÇn) còng kh«ng cã hiÖu qu¶ râ rµng. §iÒu nµy cã thÓ do ë 

giai ®o¹n ®Çu, bé rÔ cña ®Þa lan cÊy m« cßn yÕu, c©y ch−a cÇn l−îng ph©n cao. 

Nh− vËy, giai ®o¹n ®Çu ë v−ên −¬m cÊp II ch−a cÇn thiÕt ph¶i bæ xung ph©n 

h÷u c¬ vµo nÒn gi¸ thÓ trång mµ chØ cÇn chän gi¸ thÓ ®¶m b¶o ®é t¬i xèp ®ång 

thêi ph¶i tho¸ng khÝ. 

B¶ng 22: ¶nh h−ëng cña mét sè lo¹i gi¸ thÓ kh¸c nhau ®Õn sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña c©y ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II t¹i Sapa (sau 8 tuÇn theo dâi) 

          ChØ tiªu theo dâi 

 

C«ng thøc 

§é t¨ng 

chiÒu 

cao c©y 

(cm) 

§é t¨ng 

sè l¸     

(l¸) 

§é t¨ng 

§/K th©n 

(cm) 

§é t¨ng 

sè rÔ (rÔ) 

§é t¨ng 

chiÒu dµi 

rÔ (cm) 

D−¬ng xØ 1,75 2,10 0,26 2,45 1,89 

Mïn ®Þa ph−¬ng 2,05 2,61 0,32 2,16 2,12 

1/2 d−¬ng xØ + 1/2 mïn ®Þa 

ph−¬ng 
2,25 2,20 0,28 1,98 2,15 

3/4 mïn ®Þa ph−¬ng + 1/4 

ph©n dª 
2,50 2,10 0,28 2,12 1,78 

1/2 mïn ®Þa ph−¬ng + 1/4 

d−¬ng xØ + 1/4 ph©n dª 
4,78 2,20 0,39 3,55 3,42 

1/4 ph©n dª + 3/4 d−¬ng xØ 2,99 2,10 0,16 2,10 2,13 

1/4 mïn ®Þa ph−¬ng + 1/2 

d−¬ng xØ + 1/4 ph©n dª 
2,19 1,95 0,23 2,21 1,87 

KÕt qu¶ b¶ng 22 cho thÊy r»ng: víi ®iÒu kiÖn thuËn lîi cña vïng nói Sapa 

vµo mïa hÌ th× c©y ®Þa lan sinh tr−ëng ph¸t triÓn t−¬ng ®èi æn ®Þnh. Tuy nhiªn, 

gi÷a c¸c gi¸ thÓ kh¸c nhau còng ¶nh h−ëng kh¸c nhau ®Õn sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña c©y ®Þa lan. Cô thÓ lµ c«ng thøc 1/2 mïn ®Þa ph−¬ng + 1/4 rÔ d−¬ng xØ 

+ 1/4ph©n dª th× sù sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y ®¹t gi¸ trÞ cao nhÊt.  
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4.5.6. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña dinh d−ìng kh¸c nhau ®Õn sinh tr−ëng 

ph¸t triÓn cña c©y ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II 

B¶ng 23: ¶nh h−ëng cña mét sè lo¹i dinh d−ìng kh¸c nhau ®Õn sinh 

tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y ®Þa lan t¹i Hµ Néi (sau 8 tuÇn theo dâi). 

         ChØ tiªu theo dâi 

 

C«ng thøc 

§é t¨ng 

chiÒu 

cao c©y 

(cm) 

§é t¨ng 

sè l¸      

(l¸) 

§é t¨ng 

φ th©n 

(cm) 

§é t¨ng 

sè rÔ (rÔ) 

§é t¨ng 

chiÒu dµi 

rÔ (cm) 

Ph©n Yogen (2g/lÝt) 1,93 1,14 0,27 2,33 1,80 

ph©n 20:20:20 +vi l−îng + 

vitamin 
2,93 1,10 0,09 2,67 2,03 

ph©n: 20:20:20 + dÞch chiÕt 2,66 1,05 0,04 2,00 1,53 

ph©n 30:10:10 +vi l−îng + 

vitamin 
4,51 1,22 0,23 2,00 2,17 

ph©n 30:10:10 + dÞch chiÕt 1,89 1,09 0,14 2,33 1,50 

ph©n h÷u c¬ 0,66 1,05 0,23 1,67 1,27 

ph©n h÷u c¬ + dÞch chiÕt 1,22 0,96 0,22 2,67 1,73 

lu©n phiªn ph©n 20:20:20 + vi 

l−îng + vitamin vµ ph©n h÷u c¬ 
0,40 0,96 0,10 1,00 1,00 

lu©n phiªn 30:10:10 +vi l−îng 

+ vitamin vµ ph©n h÷u c¬ 
1,96 1,01 0,15 2,00 1,70 
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B¶ng 24: ¶nh h−ëng cña mét sè lo¹i dinh d−ìng kh¸c nhau ®Õn sinh 
tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y ®Þa lan t¹i Sapa (sau 8 tuÇn theo dâi) 

ChØ tiªu theo dâi
 
C«ng thøc 

§é t¨ng 
chiÒu 

cao c©y 
(cm) 

§é 
t¨ng sè 

l¸      
(l¸) 

§é t¨ng 
§/K 
th©n 
(cm) 

§é 
t¨ng 
sè rÔ 
(rÔ) 

§é t¨ng 
chiÒu dµi 
rÔ (cm) 

Ph©n Yogen (2g/lÝt) 2,10 1,90 0,08 3,33 2,13 

Ph©n 20:20:20 +vi l−îng + 
vitamin 

1,89 2,00 0,19 2,33 1,89 

Ph©n: 20:20:20 + dÞch chiÕt 2,75 1,30 0,14 2,87 1,82 

Ph©n 30:10:10 +vi l−îng + 
vitamin 

4,89 2,40 0,28 3,56 2,17

Ph©n 30:10:10 + dÞch chiÕt 2,14 1,73 0,19 2,33 2,11 

Ph©n h÷u c¬ 1,65 1,90 0,10 2,67 1,50 

Ph©n h÷u c¬ + dÞch chiÕt 1,82 1,85 0,20 2,10 1,78 

Lu©n phiªn ph©n 20:20:20 + 
vi l−îng + vitamin vµ ph©n 
h÷u c¬ 

1,40 1,61 0,22 2,33 1,33 

Lu©n phiªn 30:10:10 +vi l−îng 
+ vitamin vµ ph©n h÷u c¬ 

2,10 2,11 0,23 2,50 1,98 

Qua b¶ng 23 vµ 24 cho ta thÊy nh×n chung gi÷a c¸c c«ng thøc ch−a cã 

sù sai kh¸c nhau nhiÒu. Tuy nhiªn, c«ng thøc ph©n 30:10:10 +vi l−îng + vitamin 

(cña m«i tr−êng MS) cho kÕt qu¶ tèt h¬n c¶. §iÒu nµy ®−îc thÓ hiÖn ë hÇu hÕt 

c¸c chØ tiªu nh−: chiÒu cao c©y, sè l¸, ®−êng kÝnh th©n. C«ng thøc ph©n h÷u c¬ 

l¹i cho kÕt qu¶ kÐm nhÊt. Nh− vËy, ë giai ®o¹n ®Çu c©y b¾t ®Çu b−íc vµo thêi 

kú sinh tr−ëng ph¸t triÓn nhanh th× viÖc cung cÊp ph©n bãn víi yÕu tè ®¹m cao 

lµ rÊt cÇn thiÕt. 

§ång thêi qua ®©y còng cho ta thÊy ®−îc gi÷a 2 vïng Sapa vµ Hµ Néi 

mÆc dï kh¸c nhau vÒ khÝ hËu nh−ng còng kh«ng ¶nh h−ëng nhiÒu vÒ nhu cÇu 

dinh d−ìng cña c©y. §iÒu nµy cµng kh¼ng ®Þnh râ nguån dinh d−ìng giµu N lµ 

rÊt cÇn thiÕt cho c©y ®Þa lan vµo giai ®o¹n nµy. MÆc dï thêi gian theo dâi ch−a 

nhiÒu nh−ng b−íc ®Çu cho thÊy c©y ®Þa lan sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn tèt h¬n khi 
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®−îc trång t¹i Sapa. C¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu trªn ®· ®−îc vËn dông, thö nghiÖm trªn 

c¸c gièng ®Þa lan th−¬ng m¹i kh¸c vµ ®Òu cho kÕt qu¶ t−¬ng tù. Quy tr×nh ra c©y ®· 

®−îc vËn hµnh thö nghiÖm ë quy m« s¶n xuÊt thö nghiÖm t¹i Hµ Néi vµ Sa Pa. 

5. KÕt luËn vµ ®Ò nghÞ 

5.1. KÕt luËn 

1. Chåi bªn cã kÝch th−íc 3 - 5 cm lµ c¬ quan thÝch hîp nhÊt ®−a vµo nu«i cÊy 

t¹o vËt liÖu khëi ®Çu cho qu¸ tr×nh nh©n gièng v« tÝnh. M«i tr−êng nu«i cÊy 

t¹o vËt liÖu khëi ®Çu thÝch hîp lµ: MS + 100ml ND + 10g ®−êng Saccaroza + 

1,5mg BA + 6,5g agar/lÝt 

2. Ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy líp máng tÕ bµo cã hiÖu qu¶ rÊt cao ®èi víi viÖc nh©n 

nhanh, kÝch th−íc l¸t máng tèi −u cho nu«i cÊy cã tû lÖ sèng vµ ph¸t sinh 

h×nh th¸i cao lµ 0,3 - 0,5mm. B»ng ph−¬ng ph¸p nµy cã t¸c dông thóc ®Èy 

m¹nh mÏ sù ph¸t sinh thÓ protocorm thÓ thu ®−îc 27 hay 30 thÓ protocorm 

tõ mét mét protocorm ban ®Çu sau 8 tuÇn nu«i cÊy. M«i tr−êng x¸c ®Þnh 

®−îc ®Ó nu«i cÊy líp máng lµ :MS + 15%ND + 1mg Kinetin (hoÆc 0,5mg 

BA) + 10g Saccaroza + 6,5g agar/lÝt. 

3. M«i tr−êng t¸i sinh c©y ®Þa lan tõ protocorm lµ: MS + 2% ®−êng sacaro + 

15% n−íc dõa. 

4. M«i tr−êng thÝch hîp ®Ó t¹o c©y hoµn chØnh lµ: MS +10g saccaroza + 

0,3mgαNAA (hoÆc 1g than ho¹t tÝnh) + 6,5g agar/lÝt. Trªn m«i tr−êng 

nµy sau 20 ngµy nu«i cÊy 100% sè c©y ra rÔ, sè rÔ trªn c©y ®¹t 4,72 vµ 3,67. 

5.  §èi víi giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I: 

- Khèi l−îng c©y in vitro cµng cao th× søc sinh tr−ëng cña c©y ngoµi v−ên 

−¬m cµng khoÎ. V× vËy ®Ó ®¶m b¶o cho c©y sinh tr−ëng ph¸t triÓn tèt 

ngoµi v−ên −¬m th× c©y in vitro ph¶i ®¹t ®−îc khèi l−îng ≥ 1,0 gam. 
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- Thêi vô ra c©y in vitro tèt nhÊt lµ vô ®«ng xu©n vµ vô xu©n ë ®iÒu kiÖn 

Hµ Néi. Trong ®iÒu kiÖn Sapa – Lµo Cai tèt nhÊt lµ vô xu©n vµ thu. 

- Gi¸ thÓ trång c©y ë giai ®o¹n nµy lµ dín. Trªn nÒn gi¸ thÓ nµy c©y 

cã tû lÖ sèng ®¹t 90% vµ sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y con ®Òu v−ît 

tréi h¬n h¼n so víi c¸c nÒn gi¸ thÓ kh¸c. 

- Dinh d−ìng thÝch hîp cho c©y ë giai ®o¹n nµy lµ ph©n bãn ë d¹ng 

dung dÞch (A,B) ë nång ®é 1/250 (víi A:B tû lÖ 1:1). Trªn nÒn dinh 

d−ìng nµy cho hiÖu qu¶ cao h¬n so víi mét sè lo¹i ph©n bãn th«ng 

dông vÉn ®−îc dïng cho hoa lan (vÝ dô nh− Growmore). 

6.   §èi víi giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II 

- Trong ®iÒu kiÖn cña Hµ Néi th× gi¸ thÓ d−¬ng xØ lµ thÝch hîp nhÊt, 

cßn t¹i Sapa gi¸ thÓ thÝch hîp nhÊt cho c©y ®Þa lan l¹i lµ tæ hîp 1/2 

mïn ®Þa ph−¬ng + 1/4 d−¬ng xØ + 1/4 ph©n dª. 

- Dinh d−ìng tèt nhÊt cho c©y sinh tr−ëng ph¸t triÓn ë giai ®o¹n nµy lµ 

ph©n bãn 30:10:10 + vi l−îng + vitamin (MS).  

Tõ c¸c kÕt luËn trªn, chóng t«i ®−a ra quy tr×nh nh©n gièng ®Þa lan b»ng 

nu«i cÊy m« nh− sau: 
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Quy tr×nh nh©n gièng ®Þa lan b»ng nu«i cÊy m« 

 

 
Chåi bªn 3 - 5 cm 
(®Ønh chåi, m¾t ngñ) 

Khö trïng b»ng HgCl2 0,1% 2 lÇn 7 phót vµ 1 phót

T¹o protocorm 
MS + 100ml ND + 10g Saccaroza + 1,5mg 

BA + 6,5g agar/lÝt 

Nh©n nhanh 
MS +15%ND+1mg Kinetin (hoÆc 0,5mg 

BA) + 10g saccaroza + 6,5g agar 

T¹o c©y hoµn chØnh 
MS +10g saccaroza + 0,3mgαNAA (hoÆc 1g 

than ho¹t tÝnh) + 6,5g agar/lÝt 

 
V−ên −¬m cÊp I 

(3 th¸ng) 

 
V−ên −¬m cÊp II 

(sau 8 tuÇn nu«i cÊy)

Nu«i cÊy l¸t máng tÕ bµo (0,3 - 0,5mm)

(sau 8 tuÇn nu«i cÊy)

Ra rÔ cho c©y in vitro (4 tuÇn)

C©y con cã khèi l−îng ≥ 1 gam

- NÒn gi¸ thÓ 1/2 mïn + 1/4 d−¬ng xØ + 1/4 
ph©n dª 
- Dinh d−ìng: 30:10:10 +vi l−îng + vitamin

- Gi¸ thÓ dín
- Thêi vô ra c©y : tõ gi÷a thu ®Õn ®Çu hÌ 

- Dinh d−ìng: dung dÞch (A,B) ë
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Chóng t«i ®· øng dông thµnh c«ng quy tr×nh trªn trong s¶n xuÊt thö 

nghiÖm c¸c gièng Xanh ChiÓu; Hång BÖt (§µ L¹t); Trung Quèc Xanh; Trung 

Quèc Vµng; C. Miss korre; C. Da fan vµ mét sè gièng b¶n ®Þa Ph−îng hoµng 

th¬m vµ M¹c n©u l¸ lín víi sè l−îng s¶n phÈm lµ 1 v¹n c©y. 

5.2. §Ò nghÞ: 

Trong thêi gian thùc hiÖn ®Ò tµi, ngoµi c¸c ®èi t−îng nghiªn cøu chóng 

t«i còng tiÕn hµnh thÝ nghiÖm trªn nhiÒu gièng kh¸c vµ còng ®¹t ®−îc kÕt qu¶ 

kh¶ quan. Tuy nhiªn, vÉn cßn nhiÒu vÊn ®Ò cÇn ph¶i nghiªn cøu hoµn thiÖn 

quy tr×nh ®Õn kÕt qu¶ cuèi cïng (s¶n phÈm c©y th−¬ng m¹i – cã hoa). KÝnh ®Ò 

nghÞ Ban chñ nhiÖm ch−¬ng tr×nh cho phÐp ®Ò tµi ®−îc tiÕp tôc triÓn khai 

trong 2 n¨m tíi. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 29



Môc lôc 
 

1. §Æt vÊn ®Ò......................................................................................................1 

2. Môc ®Ých vµ yªu cÇu cña ®Ò tµi .....................................................................1 

2.1. Môc ®Ých cña ®Ò tµi ....................................................................................1 

2.2. Yªu cÇu cña ®Ò tµi: .....................................................................................1 

2.2.1. Thu thËp mÉu vµ l−u gi÷ nguån gen ........................................................1 

2.2.2. Giai ®o¹n nh©n in vitro ............................................................................1 

2.2.3. Giai ®o¹n sau in vitro...............................................................................2 

2.2.3.1. Giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I.....................................................................2 

2.2.3.2. Giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II ...................................................................2 

3. VËt liÖu, néi dung vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu .............................................2 

3.1. VËt liÖu .......................................................................................................2 

3.2. Néi dung nghiªn cøu ..................................................................................2 

3.2.1. §iÒu tra, thu thËp vµ l−u gi÷ nguån gen ..................................................2 

3.2.2. Nghiªn cøu t¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu cho nh©n nhanh in vitro...........2 

3.2.3. Nghiªn cøu nh©n nhanh nguån mÉu........................................................2 

3.2.4. Nghiªn cøu t¹o c©y hoµn chØnh ...............................................................2 

3.2.5. C¸c nghiªn cøu giai ®o¹n sau nu«i cÊy m« .............................................3 

3.3. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu.............................................................................3 

4. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn ......................................................................................4 

4.1. §iÒu tra thu thËp, x¸c ®Þnh ®èi t−îng thÝ nghiÖm.......................................4 

4.2. Giai ®o¹n t¹o nguån vËt liÖu khëi ®Çu........................................................6 

4.2.1. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña thêi gian vµ ph−¬ng ph¸p khö trïng ®Õn mÉu 

®−a vµo nu«i cÊy. .....................................................................................6 

4.2.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ®Õn qu¸ tr×nh ph¸t 

sinh h×nh th¸i mÉu ...................................................................................7 

4.3. Giai ®o¹n nh©n nhanh.................................................................................9 

4.3.1. Nghiªn cøu ¶nh cña chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ®Õn kh¶ n¨ng nh©n nhanh 

protocorm. ...............................................................................................9 

 30



4.3.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña nÒn m«i tr−êng vµ ph−¬ng thøc nu«i cÊy ®Õn 

nh©n nhanh protocorm...........................................................................11 

4.3.3. Nghiªn cøu øng dông ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy l¸t máng tÕ bµo trong qu¸ 

tr×nh nh©n nhanh....................................................................................12 

4.3.4. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña n−íc dõa ®Õn kh¶ n¨ng t¹o protocorm cña 

líp máng nu«i cÊy. ................................................................................13 

4.3.5. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÊt ®iÒu tiÕt sinh tr−ëng ®Õn kh¶ n¨ng t¹o 

protocorm cña líp máng nu«i cÊy. ........................................................14 

4.3.6.  Nghiªn cøu kh¶ n¨ng t¸i sinh chåi tõ protocorm .................................16 

4.4. Giai ®o¹n t¹o c©y hoµn chØnh ...................................................................16 

4.5. C¸c nghiªn cøu ë giai ®o¹n sau nu«i cÊy m« ...........................................18 

4.5.1. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng khèi l−îng c©y in vitro khi trång ®Õn sinh tr−ëng 

ph¸t triÓn ë giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I (bån m¹) ...................................18 

4.5.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña gi¸ thÓ ®Õn sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y.19 

4.5.3. Nghiªn cøu ¶nh cña thêi vô, ®Þa ®iÓm ra c©y ®Õn tû lÖ sèng cña c©y ®Þa 

lan khi ®−a ra v−ên −¬m cÊp I ...............................................................20 

4.5.4. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÕ ®é dinh d−ìng kh¸c nhau ®Õn sù sinh 

tr−ëng ph¸t triÓn cña c©y ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp I .................20 

4.5.5. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña c¸c nÒn gi¸ thÓ kh¸c nhau ®Õn sinh tr−ëng 

ph¸t triÓn cña c©y ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II............................21 

4.5.6. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña dinh d−ìng kh¸c nhau ®Õn sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña c©y ®Þa lan giai ®o¹n v−ên −¬m cÊp II....................................24 

5. KÕt luËn vµ ®Ò nghÞ ......................................................................................26 

5.1. KÕt luËn ....................................................................................................26 

Quy tr×nh nh©n gièng ®Þa lan b»ng nu«i cÊy m« .............................................28 

5.2. §Ò nghÞ: ....................................................................................................29 

 

 

 31



S¶n phÈm III 

 

 

 

Qui tr×nh nh©n nhanh in vitro 
mét sè gièng ®Þa lan quy m« 

b¸n s¶n xuÊt 
 

 

 

Thuéc ®Ò tµi: Nghiªn cøu sö dông c«ng nghÖ tÕ    
       bµo vµ kü thuËt chØ thÞ ph©n tö phôc vô 

chän t¹o gièng c©y trång 
 

M∙ sè: KC.04.08 

 

 
 
 
 

Hµ Néi, 11/2004 

 

 0



Qui tr×nh nh©n nhanh in vitro mét sè gièng 
®Þa lan quy m« b¸n s¶n xuÊt 

 
 

Qui trình nhân nhanh một số giống địa lan bằng kỹ thuật nuôi cấy mô 

bao gồm các giai đoạn: điều tra thu thập nguồn mẫu giống; khử trùng; xác định 

cơ quan nuôi cấy, kích thước, tìm nồng độ chất điều tiết sinh trưởng thích hợp 

cho sự phát sinh hình thái của cơ quan này; nhân nhanh bằng kỹ thuật cắt lớp 

mỏng; tạo cây hoàn chỉnh; xác định tiêu chuẩn của cây invitro; thời vụ ra cây, 

giá thể ra cây, xác định chế độ dinh dưỡng thích hợp. 

Các giai đoạn này được thực hiện như sau: 

Trong phßng thÝ nghiÖm 

Chuẩn bị môi trường nuôi cấy: Môi trường sử dụng trong qui trình nhân 

một số giống địa lan được mô tả dựa trên môi trường khoáng cơ bản theo 

Murashige và Skoog ( 1962) gồm các thành phần ghi dưới đây: 

Lượng pha 1 lít dd mẹ                 Lượng lấy cho 1 lit môi trường  

1. Đa lượng  

NH4N03                                  33,0g                  

KN03                      38,0g                         Lấy 50ml/1lít 

MgS04.7H20                             7,4g 

KH2P04                                                         3,4g 

* CaCl2. 2H20                          8,8g             (CaCl2. 2H20 pha riêng) 
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2.Vi lượng 

H3P03                                          620,0mg 

MnS04.4H20       2230,0mg                                Lấy 10ml/1lít     

ZnS04.4H20                                  860,0mg 

KI                                                   83,0mg 

Mo04 Na2.2H20                              25,0mg 

CoCI2.6H20                                 2,5mg   

CuS04.5H20                                     2,5mg 

3.Sắt 

FeSO4.7H20                   5,56mg                       Lấy 5ml/1lít 

Na2EDTA                                      7,46mg 

 4.Vitamin 

Glycine                                        400,0mg 

Axit Nicotinic (B5)     100,0mg                     Lấy 5ml/1lít         

Pyridoxin(B6)                              100,0mg 

Thiamin HCl (B1)                          20,0mg 

*Inositol                              100,0mg/ 1lít                

 pH =5,8 - 6,0 
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C¸c thµnh phÇn ho¸ chÊt dïng trong pha chÕ m«i tr−êng nu«i cÊy ®−îc 

pha thµnh 5 dung dÞch mÑ nh− sau: 

Dung dÞch §L: Muèi kho¸ng chÝnh( trõ CaCl2), ®−îc c©n l−îng nh− ë b¶ng 

trªn ®©y, hoµ tan tõng chÊt, pha hçn hîp vµ lªn thÓ tÝch 1lÝt. Khi dïng pha 1lit 

m«i tr−êng th× ®ong 50ml l−îng dung dÞch nµy 

+ Dung dÞch CaCl2: C©n l−îng 8,8g hoµ tan b»ng n−íc cÊt råi lªn thÓ tÝch 1lÝt. 

§ong 50 ml dung dÞch nµy khi pha 1lÝt m«i tr−êng. 

+ Dung dÞch vi l−îng: chóng ta c©n l−îng ho¸ chÊt nh− ë b¶ng trªn( pha mÑ 

cho 200 lit m«i tr−êng), pha tan tõng chÊt víi n−íc cÊt, råi lªn thÓ tÝch lµ 1 lÝt. 

Khi pha m«i tr−êng lÊy 10ml dung dÞch nµy. 

+ Dung dÞch s¾t: c©n riªng vµ hoµ tan hai l−îng muèi trªn b»ng n−íc cÊt nãng 

võa pha võa ®un nhÑ. 

+ Dung dÞch vitamin: Thµnh phÇn gåm c¸c vËt chÊt h÷u c¬ vµ vitamin. C©n 

l−îng c¸c chÊt nh− trong b¶ng d−íi ®©y, pha trong n−íc cÊt thµnh 1 lÝt. 

Ghi chó: 5 lo¹i dung dÞch trªn ®Òu ph¶i b¶o qu¶n ë 4°C. 

Môi trường khoáng cơ bản được bổ xung thêm các chất kích thích sinh 

trưởng tuỳ theo mục đích sử dụng như BA để kích thích tái tạo protocorm, 

kinetin có tác dụng tái tạo chồi từ lát cắt mỏng, αNAA và than hoạt tính có tác 

dụng tạo rễ hình thành cây hoàn chỉnh. Về tính năng tác dụng của những chất 

kích thích sinh trưởng đó có thể nêu như sau: 

BA( tên đầy đủ là benzyladenin) có hoạt tính auxin, nhưng không mạnh 

như kinetin. Sự có mặt của BA với nồng độ thích hợp trong môi trường nuôi 
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câý tạo nên sự cân bằng mới về các chất điều hoà sinh trường, khiến cho ưu 

thế chồi ngọn bị phá vỡ, chồi phát triển thành cụm chồi. 

Kinetin là một hoạt chất có nguồn gốc tự nhiên thuộc nhóm Cytokinin, 

kích thích phân bào và tạo chồi với mô phân sinh. Trong mối tương tác cân 

bằng động với BA, Kinetin cho phép giữ cho khối mô nuôi cấy phát triển theo 

một dạng nhất định, chẳng hạn như dạng cụm chồi non hoàn toàn hay cụm 

chồi cho nhiều chồi già. 

αNAA( tên đầy đủ là Naptinaxeticacid) có hoạt tính au xin. Sự có mặt 

của αNAA ở nồng độ thích hợp trong môi trường nuôi cấy tạo nên sự cân bằng 

mới về các chất điều hoà sinh trưởng, từ đó có quá trình tái tạo rễ. 

Than hoạt tính tuy không phải là chất điều tiết sinh trưởng nhưng nó có 

tác dụng hấp phụ bớt các chất điều tiết sẵn có còn tồn dư ở giai đoạn nhân 

nhanh, làm cho mối cân bằng giữa auxin và cytokinin thuận lợi theo xu hướng 

thuận lợi cho việc hình thành rễ. 

Pha 100 ml mçi lo¹i chÊt BA, kinetin, αNAA theo tû lÖ 1:1 nh− sau: 

C©n 100mg mçi lo¹i, cho vµo lä thuû tinh s¹ch, thªm Na0H 0,1N cho 

®Õn khi tan hÕt vµ råi lªn thÓ tÝch lµ 100ml. Khi sö dông lÊy c¸c chÊt §TST 

ph¶i sö dông c¸c dông cô s¹ch. 

TiÕn hµnh pha chÕ m«i tr−êng: mçi mÎ lµ 20 lÝt 

          PhÇn 1: C©n 130g agar bét vµo nåi ®un m«i tr−êng (nåi thuû tinh hay 

kim lo¹i) thªm kho¶ng 5 lÝt n−íc cÊt, ®Æt lªn bÕp ®un cho th¹ch tan hoµn toµn. 

 4



          PhÇn 2: C©n 200g ®−êng saccaroza+ 2 lÝt n−íc+ 1 lÝt dung dÞch §L+1 lÝt 

dung dÞch CaCl2+0,2lÝt dung dÞch vi l−îng+ 0,1 lÝt dung dÞch s¾t + 0,1 lÝt dung 

dÞch vitamin+ 2g myo innositol+ n−íc dõa…®o pH vµ chØnh vÒ 5,8 b»ng c¸c 

dung dÞch Na0H 0,1N; HCl 0,1N 

Trén hai phÇn víi nhau thªm n−íc cÊt cho ®ñ thÓ tÝch 20 lÝt. Dïng m¸y 

ph©n phèi m«i tr−êng cho vµo c¸c b×nh tam gi¸c lµ 50 hay 70ml, nót b×nh tam 

gi¸c b»ng b«ng kh«ng thÊm n−íc, bäc ngoµi nót b«ng lµ nót giÊy vµ khö trïng 

20 phót ë 120°C. TiÕn hµnh ®Æt c¸c b×nh tam gi¸c nµy ë n¬i kh« m¸t, v« trïng 

trong kho¶ng 2 tuÇn.    

Lấy mẫu vật: Chồi đỉnh, mắt ngủ trên các chồi non được tách ra từ các cây mẹ 

khoẻ mạnh. Tiến hành tách cắt các chồi bên có chiều cao từ 3 đến 5 cm. 

Khử trùng: Dụng cụ được sử dụng trực tiếp khi khử trùng là các bình trụ có 

nắp. Các chồi bên được sơ rửa sạch bằng dung dịch nước xà phòng.  

Lần 1: dùng HgCl2 0,1% khử trùng trong 7 phút. 

Lần 2: bóc loại bỏ hoàn toàn lá bao ngoài, khử trùng lại bằng HgCl2 0,1% 

trong 2 phút. 

Cấy mẫu vật và kích thích quá trình phát sinh hình thái: dùng dao mổ đã 

vô trùng tách bỏ hết phần vỏ lá bao, phần mô đã bị tổn thương do khử trùng, 

để lại những phần chồi bên tinh sạch có kích thước nhỏ khoảng 5x5mm. Dùng 

panh cấy lên môi trường (MS+ 10% nước dừa+ 10g Saccroza + 6,5g 

agar+1,5mg BA)/1lít; pH: 5,8; lượng môi trường là 70ml/1 bình tam giác, 

được hấp khử trùng 20 phút ở 120°C; Các bình mẫu được nuôi trong điều 

kiện: nhiệt độ 20 - 25°C, cường độ chiếu sáng: 3000 – 3500 lux, quang chu 
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kỳ: 16 giờ sáng/ 8 giờ tối. Trong điều kiện như vậy mẫu cấy phát sinh hình 

thái tạo chồi và tiền chồi( thể protocorm). 

Nhân nhanh: sản phẩm của giai đoạn khởi động mẫu là nguồn vật liệu( phương 

pháp cắt lớp mỏng) cho giai đoạn này. Trong giai đoạn nhân nhanh sẽ thu được 

hai dạng: tiền chồi, chồi. 

Thể tiền chồi(dạng protocorm tiếp tục cắt thành từng lát mỏng có kích 

thước từ 0,3 – 0,5 mm, được cấy trên môi trường (MS+ 15% nước dừa+ 10g 

Saccroza + 6,5g agar +1,0mg Kinetin hoặc 0,5mg BA)/1lít ; pH: 5,8; lượng 

môi trường là 70ml/1 bình tam giác, được hấp khử trùng 20 phút ở 120°C; 

Các bình mẫu được nuôi trong điều kiện: nhiệt độ 20 - 25°C, cường độ 

chiếu sáng: 3000 – 3500 lux, quang chu kỳ: 16 giờ sáng/ 8 giờ tối. 

Tất cả các chồi có chiều cao khoảng 5,5 – 6,5 cm sẽ được chuyển sang 

giai đoạn sau, giai đoạn tạo cây hoàn chỉnh.  

Hệ số nhân nhanh: sau 8 tuần nuôi cấy vòng nhân nhanh được lặp lại, cứ 

như vậy việc nhân nhanh được tiến hành quanh năm với hệ số nhân 6,236

Tạo cây hoàn chỉnh:Các chồi có chiều cao 5,5 – 6,5 cm, mập khoẻ được 

chuyển vào môi trường kích thích ra rễ sau: (MS+ 10g Saccroza + 6,5g agar+ 

0,3mg αNAA hoặc 1g than hoạt tính)/1lít ; pH: 5,8; lượng môi trường là 

50ml/1 bình tam giác, được hấp khử trùng 20 phút ở 120°C; Các bình 

mẫu được nuôi trong điều kiện: nhiệt độ 20 - 25°C, cường độ chiếu sáng: 

3000 – 3500 lux, quang chu kỳ: 16 giờ sáng/ 8 giờ tối. 
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Quy tr×nh nh©n gièng ®Þa lan b»ng nu«i cÊy m« 
 

 

Chåi bªn 3 - 5 cm

 7

Khö trïng b»ng HgCl2 0,1% 2 lÇn 7 phót vµ 1 phót

T¹o protocorm 
MS + 100ml ND + 10g Saccaroza + 1,5mg 

BA + 6,5g agar/lÝt 

Nh©n nhanh 
MS +15%ND+1mg Kinetin (hoÆc 0,5mg 

BA) + 10g saccaroza + 6,5g agar

T¹o c©y hoµn chØnh 
MS +10g saccaroza + 0,3mgαNAA (hoÆc 1g 

than ho¹t tÝnh) + 6,5g agar/lÝt 

 
V−ên −¬m cÊp I 

(3 th¸ng) 

 
V−ên −¬m cÊp II 

(sau 8 tuÇn nu«i cÊy)

Nu«i cÊy l¸t máng tÕ bµo (0,3 - 0,5mm)

(sau 8 tuÇn nu«i cÊy)

Ra rÔ cho c©y in vitro (4 tuÇn)

C©y con cã khèi l−îng ≥ 1 gam

- NÒn gi¸ thÓ 1/2 mïn + 1/4 d−¬ng xØ + 1/4 
ph©n dª 
- Dinh d−ìng: 30:10:10 +vi l−îng + vitamin

- Gi¸ thÓ dín
- Thêi vô ra c©y : tõ gi÷a thu ®Õn ®Çu hÌ 

- Dinh d−ìng: dung dÞch (A,B) ë



quy tr×nh s¶n xuÊt 1 v¹n c©y in vitro/ n¨m 

 
50 Chåi 

(1 – 2 m¾t ngñ + chåi ®Ønh) 
 

  2 tuÇn 

 100 mÉu s¹ch  

  10 tuÇn 

 25 b×nh mÉu  

  8 tuÇn (nu«i cÊy l¸t máng) 

 120 b×nh mÉu  

  4 tuÇn 

 280 b×nh mÉu  

  4 tuÇn 

 600 b×nh mÉu  

  4 tuÇn 

 1200 b×nh mÉu  

   

600 b×nh chåi 

 (10 chåi/b×nh) 
 600 b×nh mÉu 

   

6000 c©y hoµn chØnh  600 b×nh chåi 

   

  6000 c©y hoµn chØnh 

   

 12000 c©y  
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Quy tr×nh c«ng nghÖ sau nu«i cÊy m« 

 

Giai đoạn ở vườn ươm cấp I:   

* ChuÈn bÞ nhµ trång c©y: 

V−ên −¬m cÊp 1 cÇn cã c¸c yªu cÇu sau:  

+ L−íi ®en che n¾ng: dïng lo¹i l−íi che  80 - 85 % ¸nh s¸ng. 

+ M¸i che m−a ( cã thÓ dïng ni l«ng hoÆc m¸i nhùa…) 

+ Giµn ®Ó c©y (cao 40 – 50 cm). 

+ V−ên ®−îc ®Æt ë vÞ trÝ  th«ng tho¸ng . 

 * ChuÈn bÞ c©y 

Các cây sau giai đoạn tạo cây hoàn chỉnh có đủ tiêu chuẩn C©y in vitro cã 

träng l−îng > 1 gam cã 5 – 6 l¸, 3 – 5 rÔ ®−îc ®−a khái phßng nu«i cÊy ®Ó d−íi 

¸nh s¸ng t¸n x¹ cho quen dÇn víi ®iÒu kiÖn m«i tr−êng  tù nhiªn. Sau 2- 3 tuÇn 

dïng panh g¾p c©y khái b×nh nu«i cÊy th¶ vµo chËu n−íc s¹ch röa hÕt agar b¸m 

trªn rÔ sau ®ã röa l¹i thªm mét ®Õn 2 lÇn n÷a råi xÕp c©y vµo ræ ®Ó ë chç m¸t 

cho r¸o n−íc. 

* ChuÈn bÞ gi¸ thÓ: 

Dín kh« bá vµo chËu n−íc s¹ch cho hót n−íc ®Õn b·o hoµ. Sau ®ã v¾t kiÖt n−íc 

chuÊn bÞ ®Ó trång. 

V−ên −¬m 1 trång c©y trong c¸c ræ th−a cã kh¶ n¨ng tho¸t n−íc tèt.D−íi ®¸y 

ræ lãt líp xèp vôn 2- 3 cm. TiÕp theo lµ líp x¬ dõa chØ sao cho líp nµy cßn 

c¸ch mÆt ræ 3 – 4 cm líp gi¸ thÓ x¬ dõa nµy võa cã t¸c dông tiÕt kiÖm dín võa 

cã t¸c dông lµm th«ng tho¸ng h¬n. 

* C¸ch trång 
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 Dïng dín ®· v¾t kh« quÊn c©y sao cho kÝn hÕt c¸c rÔ (khi quÊn cÇn ®Ó hë phÇn 

cæ rÔ) råi xÕp c©y vµo c¸c ræ cã x¬ dõa ®· chuÈn bÞ s½n víi mÆt ®é 60 – 70 

c©y/ræ cã diÖn tÝch 0,25 m2. Phun mï trªn bÒ mÆt cho −ít l¸ dïng vßm che ni 

l«ng bao lÊy ræ c©y (vßm che cao h¬n mÆt ræ 20- 30 cm trªn ®ã chäc c¸c lç 

nhá). Mét ngµy më ni l«ng phun mï nh− trªn 3- 4 lÇn. Sau 5 ®Õn 7 ngµy th× cã 

thÓ bá vßm che trªn c¸c ræ. Sau khi bá vßm che duy tr× chÕ ®é t−íi Èm 70 – 80 

% (chÓ ®é t−íi trong v−ên −¬m 1 hoµn toµn lµ phun s−¬ng).  

Tuú theo thêi vô ra c©y kh¸c nhau mµ sau 4 – 5 tuÇn tiÒn hµnh cung cÊp dinh 

d−ìng cho c©y con sử dụng dinh dưỡng AB( theo tỷ lệ 1:1, nồng độ 1/250)  1 

lÇn/tuÇn phun −ít ®Òu trªn l¸. Sau 3 tháng các cây sẽ được chuyển sang vườn 

ươm cấp II. 

Vườn ươm cấp II: 

Khu v−ên trång cÊp 2 cÇn chuÈn bÞ t−¬ng tù nh− v−ên −¬m cÊp 1 chØ cã phÇn 

l−íi che s¸ng gi¶m bít nghÜa lµ giai ®o¹n nµy chØ cÇn dïng l−íi che ¸nh s¸ng 

lo¹i 50 – 60% ¸nh s¸ng. 

* ChuÈn bÞ gi¸ thÓ, chËu trång. 

+ Ph©n dª ñ kü sau 2 – 3 th¸ng cã thÓ dïng ®−îc 

+ RÔ c©y d−¬ng xØ ch¹t nhá thµnh c¸c ®o¹n 3 – 5 cm 

+ Mïn 

Ba lo¹i trªn ®−îc trén theo tû lÖ 1/2 mïn :1/4 rÔ d−¬ng xØ :1/4 ph©n dª trén ®Òu 

+ ChËu trång: sö dông chËu nhùa ®en mÒm, chiÒu cao 20 – 30 cm ®−êng kÝnh 

10 – 15 cm. 

Gi¸ thÓ trén xong cho vµo chËu khi c¸ch mÆt chËu 5 cm th× nhÊc c©y tõ ræ ®Æt 

vµo chËu trång 3 c©y/chËu. Trång c©y hë cæ rÔ, sau khi trång xong xÕp c©y lªn 

gi¸ råi phun cho −ít c¶ c©y vµ gi¸ thÓ. 
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Duy tr× ®é Èm  (75 – 80%) ®Æc biÖt lµ ®é Èm cña kh«ng khÝ vµ sù th«ng tho¸ng 

lµ rÊt quan träng. Sau khi trång sang chËu ®−îc 2 – 3 tuÇn th× cã thÓ t−íi bæ 

xung thªm dinh d−ìng  2 tuÇn/ 1 lÇn b»ng lo¹i ph©n cã tû lÖ ni t¬ cao 

(N:P:K=30:10:10). 

* Phßng trõ s©u bÖnh 

§èi t−îng s©u bÖnh h¹i chÝnh trªn c©y ®Þa lan ë c¶ v−ên −¬m cÊp 1 vµ v−ên s¶n 

xuÊt lµ bÖnh thèi khuÈn th−êng xuÊt hiÖn nhiÒu khi nhiÖt ®é kh«ng khÝ cao, 

m−a kÐo dµi hay khi trêi cã s−¬ng Èm ®é kh«ng khÝ > 90%. V× vËy  th−êng sau 

khi cã hiÖn t−îng trªn chóng ta tiÕn hµnh phun phong cho c©y b»ng mét trong 

c¸c lo¹i thuèc sau: Alli S, SOM5D víi l−îng thuèc 2 gam/lÝt phun s−¬ng cho 

−ít lµ vµ gi¸ thÓ. 
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S¬ ®å Quy tr×nh c«ng nghÖ sau nu«i cÊy m« 

 C©y in vitro 

Khèi l−îng >1g, 5 – 6 l¸/c©y; 

3 – 5 rÔ/c©y 

 

  

 

 

V−ên −¬m cÊp i - Gi¸ thÓ: Dín 

- Thêi vô: gi÷a Thu - ®Çu hÌ 

(t¹i Hµ Néi); tÊt c¶ c¸c thêi 

®iÓm (t¹i Sapa – Lµo Cai) 

- §é Èm v−ên: 80 – 85% 

- §é s¸ng: 50 – 60% 

- Dinh d−ìng: ph©n láng AB 

tû lÖ 1:1 nång ®é 1/250 

 

  

 
3 th¸ng 

V−ên −¬m cÊp ii - Gi¸ thÓ: 1/2 mïn + 1/4 

d−¬ng xØ + 1/4 ph©n dª 

- §é Èm v−ên: 80 – 85% 

- §é s¸ng: 70 – 80% 

- Dinh d−ìng: - Dinh d−ìng: 

30:10:10 +vi l−îng + vitamin 

cña MS 
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