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CUA LAN Dendrobium Caesar White BANG Ki THUAT HAT NHAN TAO
e L& Thi Thay®, Pham Van Loc®, Trinh Thi Hwong®,
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Toém tit

Trong cac phuwong phap bao quan in vitro, phwong phap hat nhan tao la mot phuwong phap bao quan
méi va cé hiéu qud trén nhiéu doi twong. Két qua nghién ciru cho thdy nong dé sodium alginate 40 g/l,
méi trieong vo hat nhan tao chira thanh phan khodng % MS va dwong sucrose 50 g/l thich hop nhdt cho
viée bdo quan choi lan Dendrobium Caesar White. Trong tdt cd cdc thi nghiém, chéi ciia giong lan trén
sau thoi gian bao quan dwoc cdy sang méi trieong tdi sinh, cdc choi déu phdt trién binh thuwong va ty 1é

choi séng la 100% sau 28 ngay theo doi.

T khoa: Dendrobium Caesar White, in vitro, lan, hat nhan tqo.

1. Piit van dé

Hoa lan hién nay c6 nhiéu chung loai véi
nhiéu hinh d4ng va mau sac dep. Nhiéu loai thudc
chi Dena’robzum c6 gia tri thuong ma1 cao. Trong
nhirng ndm gan day, nganh vi nhan giéng cay trong,
dic biét trén dbi tugng cdy hoa lan timg budc phat
trién nham dap tmg nhu cau ctia nguoi dan. Nho co
phuong thirc nhan gidng nhanh va ré tién ma hoa
lan v6n dat tro nén c6 gia phai chang va duoc nhidu
nguoi uu chudng. “Dendrobium Caesar White dugc
biét 1a loai lan rat gﬁn glii voi moi ngudi, o gia tri
thAim my va tiém nang kinh té boi sy da dang vé
mau sic, siéng hoa va 1au tan” [2].

Trén thuc té, “viéc bao quan chdi in vitro va
phan phdi cay con ciia nhiéu loai lan gip nhiéu
kho khan do chdi c6 thoi gian bao quan ngin,
chiém nhiéu dién tich va d& ton thuong trong qua
trinh van chuyén” [4]. Chdi in vitro phai dugc ciy
chuyén nhiéu lan trong qua trinh bao quan din
dén thoai hoa va that thoat giéng. Trudc tinh hinh
d6, nhitng n6 luc tim kiém phuong phap bao quan
gidng khong ngimg tang 1én va mot trong nhimng
phuong phap do 1a tao hat nhan tao. Gan day, “hat
nhan tao trong bao quan gidng bang phuong phap
lanh dong dugc ung dung rat thanh cong trén nhiéu
dbi twong” [12, tr. 157].

K¥ thuat hat nhan tao dugc biét dén voi wu
diém la tang thoi gian luu trit, chi phi thap, han ché
céc ngudn nhiém, dé dang xir 1y va van chuyén. Hat
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nhan tao da duogc thuc hién trén cac loai lan khac
nhau va cho nhiéu két qua kha quan nhu: “hat nhan
tao lan hd diép” [11], Dendrobium nobile Lindl”
[10], “Cymbidium bicolor Lindl” [4]. Cac nghién
ctru trén chu yéu thuc hién trén vat liéu la PLBs
(protocorm like bodys) cua lan, trong khi d6 chdi
cling 12 mot ngudn nguyén liéu ddi dao va phd bién
trong nhan giéng lan nhung c6 rat it nhirg nghién
ctru bao quan chdi lan bang ky thuat hat nhan tao
duogc cong bd. Hién nay, chua c6 nghién ctru nao vé
viéc bao quan chdi lan Dendrobium Caesar White
b@fmg ky thudt hat nhan tao.

Trong nghién ctru nay, trinh bay két qua anh
huéng ciia mot vai yéu té 1én luu trit chdi in vitro
ctia lan Dendrobium Caesar White bang ky thuat
hat nhan tao tir 46 gop phan tim ra yéu t6 1am cham
sinh truéng trén nguyén lidu 1a choi.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ciru

2.1. Vit li¢u nghién ciru

Mau chdi lan D. Caesar White 30 ngay tudi,
kich thudc tir 4 - 5 mm duoc tai sinh tir PLBs in
vitro do Trung tim Cong nghé sinh hoc Thanh phd
H6 Chi Minh cung cip. PLBs duoc nudi cay & moi
truong Murashige & Skoog (MS) ¢6 bd sung 15%
nuodc dua, 0,5 g/l than hoat tinh, 8 g/l agar va 30
g/l dudng sucrose.

Diéu kién nudi cdy chdi: Chiéu sang 16 gio/
ngay, cudng do chiéu sang 2500 lux + 500 lux,
nhiét do: 25°C + 2°C.

2.2. Phwong phap nghién ctiru

2.2.1. Chudn bi céc loai méi truong

Dung dich v6 hat: Tuy vao myc dich thi
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nghiém, pha mdi trudng cd cac nong do khoang
MS khéc nhau khong Ca?", bd sung hay khong bd
sung duong véi cac nong d6 khac nhau. B6 sung
thém sodium alginate (SA) & cac nong do 30 g/l,
40 g/1, 50 g/l tuy thudc muyc dich thi nghi¢ém. Pun
cach thiry cho dén khi SA tan hoan toan.

Dung dich CaCl,.2H,0 100 mM: Cén 1,47 g
hoa tan trong 100 ml nudce [9, tr. 466].

Moi trudng sinh trudng cta chdi: Méi truong
MS bé sung 30 g/l dudng va 8 g/l agar.

Quy trinh tao hat: Cum chdi cua lan D. Caesar
White tach thanh timg chdi riéng 1¢, cho vao dung
dich SA & cac nong do khic nhau. Sir dung ong
nho giot dé hut hdn hop trén va nho timg giot vao
dung dich CaCl,.2H,0 100 mM. Sau 30 phut céac
hat nhén tao c6 kich thudc 0,5 cm - 0,6 cm duoc tao
thanh va duoc rira lai 3 1an bang nude cit vo trung.

2.2.2. Cac thi nghiém

Anh hudng ciia ndng d6 SA (sodium alginate)
dén bao quan chdi lan: Moi truong tao vo hat la
moi truong khoang MS khong Ca*', 30 g/l duong
sucrose va SA & cac ndong do 30 g/l, 40 g/l va 50
g/l. Hat duoc bao quan trong chai thuy tinh tring,
khong chira dung dich bao quan. Thi nghiém két
thac khi ty 18 hat song va khong nay mam bét ra
khoi hat gan bang 30%.

Anh huéng ctia méi trudng khoang trong vo
hat nhan tao dén sy bao quan chdi: Moi truong
tao vo hat 1a moi truong khoang MS, 2 MS va
Y4 MS (khong Ca*"), 30 g/l duong sucrose va SA
& ndng do tot nhat cua
thi nghiém 1. Hat dugc

1. Hat dugc bao quan trong chai thily tinh tring,
khong chira dung dich bao quan. Thi nghiém két
thac khi ty 18 hat sbng va khong nay mam bét ra
khoi hat gan bang 30%.

Chi tiéu theo doi o cac thi nghiém

- Ty 18 choi sdng va khong nay mam bat ra
khoi hat (%).

- Sau thoi gian bao quan, chuyén chdi ¢ trong
hat sang moi truong sinh trudng chdi va quan sat
ty 16 chdi sdng va phat trién binh thudng (%) sau
28 ngay.

2.2.3. Piéu kién thi nghiém

Chiéu sang 16 gid/ngdy, cuong do 2500 lux
+ 500 lux, nhiét do: 25°C + 2°C.

2.2.4. Xir Iy 56 liéu

Thi nghiém duoc bd tri gdm 3 nghiém thirc
véi 3 1an 13p lai, mdi nghiém thirc 10 hat nhan tao.
Saumdi 7 ngiy bao quéan, quan sat cac chi tiéu theo
ddi, ghi nhan s liéu va xir 1y thong ké bang phan
mém Statgraphics Centurion XV. Sy sai biét co y
nghia & mtc p < 0,05.

3. Két qua va thio luin

3.1. Anh hwéng cia ndong dé sodium
alginate 1én bio quan choi lan D. Caesar White

Viéc tao hat nhan tao dugc thuc hién béng cach
boc v6 bao sodium alginate cho cac chdi. Nong do
SA 1a mét trong nhiing yéu t6 c6 thé thay doi nham
tac dong dén thoi gian bao quan cua chdi. Sau qua
trinh bao quan & cic ndng d6 SA cho cac két qua
khéc nhau thé hién qua Bang 1 va Hinh 1.

Bing 1. Két qua anh hwéng ciia nong dd SA dén bio quan chéi lan

D. Caesar White

bao quan trong chai thuy

: ; ooaA Al X 5 ~ 2 A A 2. ° Ty 1€
tinh tréng, khéng chia N6ng ad Ty 1€ choi song va khéng ndy mam bét ra khéi hat (%) chii séng
dung dich bao quan. Thi sodium trén moi
ngh1¢?1 ket ‘thuc }(hl ty q1¢ alginate ngay 14 ngay 21 ngay 28 ngay truong
hat song va khong nay (& talosmh
mam bat ra khoi hat gan )
bing 30%. 30 8333+6,93" 3333+577° 0,00 0,00°

Anh huoéng cua 40 100 83,33 +6,93*  66,67+5,77° 36,67+ 11,55° 100
néng do dub’ng sucrose 50 80,00 £0,00*0 63,33+ 11,55* 33,33+5,77°

trong vo hat nhan tao dén
su bao quan chdi: Moéi
truong tao vo hat 1a moi
truong khoang tot nhét cia thi nghiém 2 (khéng
Ca?"), ndng d6 dudng sucrose thay doi tir 0 g/l &én
50 g/l va SA & ndng do tot nhit cia thi nghiém

Ghi chii: Cdc chir cdi a,b,c... thé hién s khdc biét ¢6 y nghia & mike tin cdy p
<0,05 trong phép thu Duncan.

O tat ca cac nghiém thirc, hinh théi hat tao
ra tron va co kich thude dong nhat. O nong do
SA 40 g/l va 50 g/1 c6 vo hat cing hon nong do
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SA 30 g/1. O ngay 21 va ngay 28, ty 1é chdi sdng
va khong nay mam bat ra khoi hat thip nhat &
nong d6 SA 30 g/l so v6i hai nghiém thirc con
lai, didu nay 1a do v6 hat & ndng do SA 40 g/l
va 50 g/l ctng hon, di “@rc ché qua trinh ho hap
nén lam cham sy sinh truéng va phat trién cua
chdi” [6]. Két qua thu duoc ciing twong tu voi
nhirng két qua da nghién ciru trude do trén cac
ddi tuong khac nhau nhu “lan Phalaenopsis
amabilis” [11], cay “dia lan Cymbidium” [8],
cay “sam Ngoc Llnh” [6]. Céc nghién curu nay
ciing cho rang v&i nong do SA 1a 40 g/l va 50
g/l 1am han ché su nay mam cua hat. Mot sb
nghién ciru khac thyc hién “bao quan PLBs bang
hat nhén tao trén mot sd giéng lan cho théy hat
nhan tao dugc bao quan ¢ 4°C trong 120 ngay
van khong giam kha ning séng sot trong khi cac
PLBs khong dugc boc vo bao khong thé sdng
sot sau 30 ngay bao quan ¢ 4°C” [12, tr. 158].
Céc chdi sau khi bao quan dugc cay chuyén sang
moi trudng tai sinh déu cho ty 18 séng ciia chdi
12 100% va choi phat trién binh thudng & tat ca
céc nghiém thirc. Tir cac két qua trén cho thiy,
str dung SA 40 g/1 1a thich hop dé bao quan chdi
lan D. Caesar White.

3.2. Anh huéng ciia méi trueong vé hat 1én
bao quan chdi lan D. Caesar White

Moi truong st dung dé tao vo hat nhan tao 1a

moi trudng MS va MS giam dan khoang da lugng
va vi lugng nhu /2 MS va /4 MS. Két qua thé hién
o Bang 2.

I

Hinh 1. Anh huwéng ciia cic nong dd sodium alginate
dén sy hinh thanh va bdo quén choi bang hat nhin
tao lan D. Caesar White

Al, Bl, Cl: Hat moi tao voi cdac n(fng do sodium
alginate 30 g/, 40 g/l, 50 g/l; A2, B2, C2: Hat nhan tao
¢6 choi song va khéng nay mam bt ra khéi hat sau thoi
gian bdo qudn véi cdc nong dé sodium alginate lan leot
la 30 g/l, 40 g/l, 50 g/l A3, B3, C3: Chéi bdt ra khéi hat
nhén tao sau thoi gian bdo quan véi cac nong dg sodium
alginate lan luot 1a 30 g/1, 40 g/1, 50 g/I; A2, A3, B2, B3 va
C2, C3: Hat sau thoi gian bdo qudn véi nong do sodium
alginate 30 g/l, 40 g/, 50 g/l can ghi chii ré hon phan nay,
a2 va a3 khac nhau & ché ndo, twong ti véi b va ¢; A4,
B4, C4: Choi 28 ngay sau khi cdy vao méi truong tdi sinh.

Bang 2. Két qua anh hwéng ciia ndng dd khoang trong vo hat 1én bio quéan chdi lan D. Caesar White

Ty 1& chdi sdng va khong nay mam bat ra khéi hat (%) Ty 1¢ chdi song
MGoi trwong trén moi truwong
14 ngay 21 ngay 28 ngay 35 ngay t4i sinh (%)
MS 83,33+ 5,77 76,67 £ 11,55° 33,33 £ 5,77° 0,00 +0,00?
¥ MS 90,00 + 10,00° 76,67 £ 11,55 63,66 + 11,54° 30,00 £ 10,00° 100
Y4 MS 93,33 +5,77* 83,33 +5,77° 63,66 +£5,77° 26,67 £5,77°

Viéc giam ham luong khoéng trong moi
trudng nudi cay véi muc dich ting thoi gian bao
quan da dugc cac nha khoa hoc thyc hién trén
nhiéu d6i tugong thyuc vat. Tu két qua nghién ctu
cho thay nong d6 dinh dudng c6 anh huéng dén
thoi gian bao quan chdi bang k¥ thuat hat nhan
tao. Ty 1¢ hat séng va chdi khong nay mam bat
ra khoi hat ty 1¢ thuan voéi viéc giam néng do
khoang trong v6 hat tir MS xubng % MS vi nong
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Ghi chu: Xem Bang 1.

d6 dinh dudng trong méi truong giam xudng, tir
d6 1am giam tdc do ting trudng cia mau, day 1a
mot trong nhitng phuong phap bao quan ngin
han bang cach thay d6i thanh phin méi trudng
[9]. Gantait va cong su (2012), cling nghién ciru
anh huong cua ndong do khoang 1én bao quan
lan “Aranda Wan Chark Kuan Blue’ x Vanda
coerulea Grifft. ex. Lindl., cho thiy méi trudng
v6 hat b6 sung néng do khoang giam dudi %
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MS ciing di lam giam kha ning ndy mam cua
hat nhan tao” [5]. Bonnier va Van Tuyl (2012)
cling cho rang sir dung “moéi trudng khoang Y
MS d lam giam sy phat trién PLBs cua Lilium”
[1]. Chéi cua lan D. Caesar White c6 kha sinh
trudng nhanh va manh cho nén chi sau 35 ngay
béo quan, chdi hau nhu d3 nay mam bt ra khoi
hat. Cac hat nhan tao chira chdi sau thoi gian
bao quan ciy sang m01 truong tai sinh cho ty 1€
choi song va phat trién binh thudng sau 28 ngay
nudi cay la 100%.

3.3. Anh hwéng ciia nong dd dudng trong
v6 hat 1én bao quan chdi lan D. Caesar White

Puong 1a ngudn cung cip carbon chinh cho sur
hinh thanh va phat trién ctia chdi. Ngoai ra, “duong
con didu hoa ap sudt tham thiu cua moi trudng
lam anh hudng dén su hap thu chit dinh dudng
ctia chdi non” [9]. Vi vay, khi thay d6i nong do
duong trong ndi nhil hat nhan tao cé thé tac dong
dén sy sinh truong va phat trién cua choi. Két qua
thé hién qua Bang 3.

Bang 3. Két qua anh hwéng ciia cac ndng do dwong dén kha ning bio quan chdi bing hat nhan tao

Néng d¢ Ty 1& chdi sdng va khong nay mam bat ra khéi hat (%) Ty 1¢ chdi song
duong trén moi truong
(g/) 14 ngay 21 ngay 28 ngay 35 ngay tai sinh (%)

0 83,33 £5,77" 60,00 + 0,00 4333 +£577° 0,00 = 0,00

10 80,00 + 0,00° 43,33 £15,28° 0,00 + 0,002 0,00 = 0,00

20 70,00 £ 10,00? 40,00 £ 10,00° 0,00 + 0,002 0,00 £ 0,002 100
30 100,00 £ 00,00¢° 70,00 +20,00° 63,33 +£5,77¢ 36,67 £ 11,55°

40 100,00 + 00,00° 73,33 £ 5,77° 66,67 +5,77¢ 50,00 + 10,00t

50 100,00 + 00,00¢ 76,67 £ 11,55¢ 66,67 £5,77° 56,67 £ 11,5°

Dua vao két qua thu dugc cho thdy duong c6
anh hudng dén bao quan chdi lan D. Caesar White
bang k¥ thuat hat nhan tao. Ty 18 chdi sdng va
khong nay mam bat ra khoi hat giam dan tir ndng
d6 duong 0 g/l dén 20 g/ va tang tir 30 g/l dén 50
g/l. Theo ddi két qua & ngay 35, ty 16 chdi séng va
khoéng nay mam bt ra khoi hat cao nhit & né)ng
do duorng 50 g/l. Do nong do duong nay gay ra ap
luc thAm thau cao lam mat lwong nude trong chdi
va kich thich chdi chuyén sang trang thai ngu, tir
d6 1am giam kha nang bat chdi ra khoi hat. “Mbi
truong c6 ham lugng duong cao ciing da duoc
chung minh lam han ché su phat trién cua choi
trén cac dbi twong khac nhu: cdy huéng dwong,
61 hoa” [7].

4. Két luan

Ttr nhimng két qua thu dugc cho thdy cac yéu
td: nong do sodium alginate, khoang va dudng
c6 tac dong dén bao quan ngin han chdi lan
Dendrobium Caesar White béng ky thuat hat nhan
tao. Viéc sir dung sodium alginate 40 g/l, bo sung
Ya MS, 50 g/l sucrose trong vo hat nhan tao da kéo
dai thoi gian bao quan chdi lan ¢ nhiét do 25°C.

Ghi chu: Xem Bang 1.

= m| o R

Hinh 2. Hinh hat nhan tao va chdi lan
D. Caesar White
Al, B1: Hat nhdn tao maoi tao o moi truong % MS va
duwong 50 g/l; A2, B2: Hat sau thoi gian bao quan ¢ moi
truong % MS, dwong 50 g/l; A3, B3: Hinh chéi nay mam
bdt ra khoi hat nhan tao; A4: Choi 28 ngay sau khi cdy
vao moi truong tdi sinh.

Dendrobium Caesar White 1a loai lan c6 stuc
séng cao nén co thé két hop k¥ thuat nay véi bao
quan & nhiét do thap hodc bd sung vao vé hat
nhitng chét trc ché manh dé kéo dai hon thoi gian
bao quan./.
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EFFECTS OF SEVERAL EXTERNAL FACTORS ON SHORT TERM STORAGE OF
IN VITRO SHOOT OF Dendrobium Caesar White ORCHID BY ARTIFICIAL SEED

Summary

Among current storage processes for in vitro orchid, the artificial method is novel and effective to
many subject types. The study result indicated that in 40 g/l sodium alginate matrix, artificial seed coated
with %4 Murashige va Skoog (MS) medium and 50 g/l sucrose was suitable for storing in vitro shoots of
Dendrobium Caesar White. In all the experiments done, after the storage phase the shoots in artificial
seeds were transplanted into the regenerating medium, and it showed that they grew up normally and
their survival rate was 100% after 28 days.

Keywords: Dendrobium Caesar White, in vitro, orchid, artificial seed.
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