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TOM TAT

Méi trirong cé dnh huéng rét Ién dén sw
ndy mam cla hat. Trong nghién ctru nay, hat
lan hai 200 ngay tuéi duoc xi ly lanh (& 5
1 °C) va nuéi cy trén méi trvong MS % cé
bé sung GAs céc néng d6 khéc nhau, trong
téi. O céc diéu kién nay, hat bat ddu trirong
nuwéc & ngay thir 2, sau 1 tuén vé tré 1én
trong sudt, phéi xuat hién cuc dai & tuén thir
4 nhung chua thoét ra khéi vé. Suw két hop

cua xtr ly lanh va GA; 0,001 mg/L kich thich
manh s phat trién phéi tir hat. Chéi xuét
hién tir protocorm trén méi trwong MS 74 cé
bé sung IAA 0,1 mg/L va BA 2,0 mg/L. Sy
két hop IAA 2,0 mg/L véi BA 0,1 mg/L giap
sw tao ré manh tr cac chéi. Bac biét, sw gay
vét thuong trén protocorm mau tréng cho
phép tao cay con va ré trén moéi truvong MS
Y, ¢6 b sung BA 2,0 mglL.

Tur khod: chét diéu hda téng truéng thuc vat, ndy médm, paphiopedilum dianthum, protocorm,

sw tao chéi va ré, s tao phoi.
MG PAU

P. dianthum la loai lan quy, dang bi tuyét
chang ngoai tu nhién, va rat kho c6 thé phuc hdi
khi cac quan xa thuc vat tu nhién bi con ngudi
phé hity [1]. Trong tu nhién, loai nay xuat hién &
dong nam Van Nam, tdy nam Quy Chau, tdy
Quang Tay Trung Quéc va & mét sb noi & phia
bic Viét Nam nhu Cao Biang, Ha Giang, Hoa
Binh, Lai Chau, Lao Cai, Son La [2]. P.
dianthum 1a loai hoa dep, c6 gia trj kinh té, su
dung lam duoc liéu, trang tri, xuét khau cung
nhiéu muc dich khac nhung viéc lai tao loai nay
con gap rat nhiéu kho khan, sy nay mam ngoai ty
nhién kho xay ra, chi khoang 15 — 17 % khi c6
sy ¢cong sinh ciia nam mycorrhizal [3, 4]. Trong
bai ndy, cac méi trudng duoc &p dung nham lam
tang kha niang ndy mam cua P. dianthum.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Vit ligu

Hat dugc ldy tir trai 200 ngay tudi, & giai
doan hat c6 kha nang nay mam, tir cay trong tai
Pa Lat, Lam DPdng, dugc dung trong su tao phoi;
phdi 12 tuan tudi dugc dung trong su tao
protocorm; protocorm sau 4 tuan nudi ciy dugc
st dung trong su tao chdi; va chdi sau 40 tuin
nudi cdy dugc st dung trong thi nghiém tao ré.
Phwong phap
Khdo sdt cdc yéu té anh hiong dén sw phdt trién
phoi lan hai

Thanh phan moéi truong: Hat lan hai 200
ngay tudi dwoc nudi trén cac méi trudong MS, MS
Y, MS Y4 véi agar 5,6 g/L (Merck) va pH 5,7 [4].
Khao sat sy phat trién phoi va méi truong tot
nhat sau mdi tuan nudi cay.
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Anh sang: Hat lan hai 200 ngay tudi dwoc
nudi trén méi truong MS ¥4 v6i GAz nong do
khac nhau [4], ddi ching 1a méi truong MS Y.
Khao sét su phat trién phoi va diéu kién &nh sang
sau mdi tuan nudi cay.

Xir ly lanh két hop véi GAs: Hat lan hai 200
ngay tudi dwoc xir Iy lanh sau d6 nudi trén moéi
truong MS Y4 v6i GAsz & cac ndng do khéac nhau,
dbi ching 1a MS Y., X ly lanh duoc thuc hién
bang cach cho nang qua vao tdi nhuya kin, 65 + 1
0C. Khao sét su phét trién phdi va nong do GAs
t6t nhat sau mdi tuan nudi cay.

Hat duoc nudi trong diéu kién téi hoan toan 8
tuan, sau d6 véi anh sang 2500 + 200 lux, 12
gio/ngay, nhiét do 22 + 1 °C. Mdi thi nghiém
gom 10 dng nghiém voi 3 lan lap lai, theo kiéu
hoan toan ngau nhién, mdi 4ng nghiém chtra 100
+ 10 hat.

Po hoat tinh cac char diéu hoa sinh trueng thuec
vat

Cac chét diéu hoa sinh truong thuc vat duoc
ly trich dua vao su thay d6i pH, co 1ap trén ban
mong sic ky silica gel, va xac dinh hoat tinh dwa
vao cac sinh tric nghiém [5].

Khdo sat anh heong cua chat diéu hoa sinh
trueeng thuc Vdt [én sw phdt trién choi.

Nong d6 BA, IAA, va GAs: Phoi 12 tuin
tudi, dugc cdy chuyén sang méi trudng ¢6 BA &
cac nong do, riéng ré hay phdi hop vai IAA 0,1
mg/L; méi truong c6 IAA 0,1 mg/L phdi hop véi
GAs & c4c nong do khac nhau [4]; d6i chung la
moi trudng MS Y. Khao sét sy tao chdi sau mdi
tuan nudi cay.

Nong d6 BA va sy gay Vét thuong:
Protocorm mau tréng, giai doan 4 tudn tudi duoc
rach nhe bang dao cdy, mdi lat rach cach nhau
khoang 300 pm, sau do6 dat cac protocorm mdi
rach 1én moi truong MS ¥ ¢6 bd sung BA ¢ céc
néng d6 khac nhau, dbi ching l1a protocorm
khéng rach va nuéi trén MS ¥ bd sung BA 2,0

mg/L. Khao sat su tao chdi sau mdi tuin nudi
cay.

Sy nudi ciy tién phéi va protocorm duoc
thuc hién & 22 + 1 °C, cudong d6 anh sang 2500 +
200 lux, 12 gido/ngdy. Mbi thi nghiém gém 10
dng nghiém véi 3 1an 13p lai, theo kiéu hoan toan
ngau nhién, mdi dng nghiém ¢ 10 protocorm.
Khdo sdt sw tao ré va phdt trién cay hoan chinh
tir choi.

Chdi khéng ré dugc ciy chuyén lén moi
truong MS Y4 ¢6 bd sung I1AA & cac ndng do
riéng ré hoac phdi hop véi BA 0,1 mg/L [4]. Mau
cay duoc nudi trong phong tiang trudng, cudng do
anh sang 2500 £ 200 lux, 12 gi¢/ngay, nhiét do
22 + 1 °C. MGi thi nghiém gém 10 dng nghiém
v6i 3 1an lap lai, theo kiéu hoan toan ngau nhién,
mdi dng nghiém chtra 4 chdi. Khao sat sy hinh
thanh ré, su xuét hién chdi méi sau mdi tuan nudi
cay.

Quan sat hinh thai gidi phau.

Cac miu ciy duoc cat lat mong (bang tay,
bing may microtome), nhuém mau bang pham
nhuém hai mau (d6 carmine, xanh iode) va quan
sat dugi kinh hién vi quang hoc.

KET QUA
Anh hwéng clia méi truomg 18n su phat trién
phoi lan hai.

Khi bat dau nudi cay, hat & trang thai chua
phéan héa, kich thuwéc trung binh 238,5 £+ 6,3 um
chiéu dai,115,7 = 1,3 pum chiéu rong (Hinh 1),
chira mot nhom cac té bao gan nhu dang kinh,
v6i mot 16p biéu bi rat rd (Hinh 2) va khong co
mau xanh dién hinh khi nhuém véi 1KI (Hinh 3
va 4).

MGt tuan sau nudi ciy, vo hat nhat mau dan
va tré nén trong sudt, co thé thay ré tién phoi
mau tring & cudi tuan thir 3. SO luong tién phoi
mau tring tang nhanh va dat cuc dai ¢ tuan the 4
trén cac moéi trudng khao sat, cao nhat trén mai
treong MS ¥ (Bang 1).
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Bang 1. Sy tao tién phoi mau trang lan hai theo thoi gian nudi cdy hat, trén cac moi truong MS, MS %,
MS Y trong diéu kién toi cia phong tang trudng.

Nghiém thic ; % Tién phdi mau trang fheo thoi gian nudi cay ;
2 tuan 3 tuan 4 tuan
MS 0,8+0,1° 34,1+1,6° 50,9 +0,2°
MS %2 1,4+0,3° 42,7+2,1° 66,0 +0,2°
MS ¥, 7,9+0,18 60,9 +0,6% 80,7 +0,18
CV % 11,3 5,8 0,5
F tinh 313.4 79,9 6008

Céc s6 trung binh trong cot véi cac mau tur khac nhau thi khac biét c6 y nghia & mirc p=0,05.

Hinh huweng cua anh sang 18n sy phét trien phoi
lan hai.

Hat lan hai sau 4 tuan nudi cdy & diéu kién c6
va khong ¢ anh sang trén mdi truong MS ¥4 ¢
b sung gibberellin ¢ cac ndng d6 déu co sy xuat
hién tién phdi mau trang, ty & cao nhat véi xu ly
GA; 0,001 mg/L, trong téi (Hinh 5; 6 va Bang 2).
Anh hwong cua xir 1y lanh két hop véi xi ly
gibberellin 1én sy phat trien phdi lan hai.

GAs ¢ ndng d6 0,001 mg/L kich thich manh

su tao tién phdi tir hat so véi ddi chung va GAz &
néng do cao 1 mg/L du dugc xu Iy lanh hay
khéng (Bang 3).

Sau 4 tuan nudi cay, tién phdi mau tring xuit
hién (Hinh 7) nhung chwa phat trién choi mam va
ré mam (Hinh 8). Sau 8 tuan nudi cay, phdi lan
hai c6 mau tring (Hinh 9), bén trong c6 sy xuét
hién phdi hinh cdu va day treo rat rd dudi kinh
hién vi quang hoc (Hinh 10).

Bang 2. Sy tao tién phi mau trang sau 4 tuan nudi cy hat, diéu kién chiéu sang khac nhau, trén cac
moi trudng MS Y4 vai gibberellin ¢ cac nong d6 khac nhau.

Xir 1§ % tién phoi mau trang trén cac mai trueong vai GAz (mg/L)
0 0,001 0,01
Séng 52,3+ 0,6° 70,4 +£0,28 61,0 +0,4°
Ti 80,7 +0,1° 99,5+0,0° 94,9 +0,0°
T-test * * *

Céc s6 trung binh trong hang véi cac mau ti khac nhau thi khac biét c6 y nghia & mirc p = 0,05

*

- Khac biét co ¥ nghia théng ké voi mirc p = 0,05

“ns”: Khac biét khéng cé ¥ nghia théng ké véi mirc p = 0,05

Bing 3. S tao tién phi mau trang sau 4 tuan nudi cy trén cac moi truong MS % ¢6 bo sung GAz & cac
nong do khac nhau theo thoi gian xi ly lanh.

Nong do GA; % Tién phdi mau trang tao ra theo thoi gian xir 1y lanh (tuan)
(mg/L) 0 1 2 3

0 80,7 +0,1% 80,8+0,1* 80,5+0,1% 80,4 +0,2%
0,001 99,5 + 0,01 99,5 + 0,01 99,8 + 0,0% 99,4 +0,1"
0,01 94,9 +0,1°<2 95,2 + 0,232 95,3 +0,0% 94,8 + 0,0
01 90,1 + 0,0 90,0 + 0,0 90,2 +0,0® 89,8 + 0,203
1,0 77,3+0,1° 77,5 + 0,295 78,1 +0,2% 77,6 +0,2%5
CV% 0,2 0,3 0,3 0,3

F 9881 4810 5148 2716

Céc s6 trung binh trong hang véi cac mau ty khac nhau va trong cot véi cac s6 khac nhau thi khac biét c6 y nghia &

mirc p = 0,05

Trang 97




Science & Technology Development, Vol 18, No.T5-2015

Hoat tinh cac chit diéu hoa sinh trudmg thye vat

Tréai bao quan & 5 + 1 °C va nu6i trén moi
truong MS % voi GA; 0,001 mg/L. Hoat tinh
gibberellin ting dan khi hat hip thu nudc cho dén
khi c6 sy xuat hién protocorm mau tring giai
doan 16 tuan tudi, dic biét ting manh khi c6 sy
héa xanh protocorm & tuan 28. Nguoc lai, hoat
tinh cua acid abscisic cao khi hat méi thu hoach,
va giam manh trong qué trinh nay mam cua hat.
Hoat tinh cua auxin va cytokinin rat thip ¢ hat

truong thanh. Sau bao quan lanh 2 tuan ¢ 5 + 1
OC va nudi Ciy trén moéi truong MS ¥a Vi GA;
0,001 mg/L, hoat tinh caa auxin va cytokinin gia
nhe khi hat bat dau truong nudc (tuan tha 2), dic
biét tang manh cung vai gibberellin khi c6 sy hoa
xanh protocorm.

Xét vé ty 1é cytokinin/auxin, hat sau khi nay
mam va tao dwoc protocorm mau xanh cho két
qua cao nhéat, do ciing 1a ldc hoat tinh cua
abscisic acid xudng thap nhat (Bang 4).

Bang 4. Su thay doi hoat tinh cac chat diéu hoa sinh truéng thuc vat tong cong trong qua trinh nay mam
cua hat lan hai trén moéi truong MS ¥4 véi GA; 0,001 mg/L.

o N Hoat tinh cac hormone noi sinh trong hat (Ug/g) Tylé
Thoi gian (tuan) Auxin Cytokinin Gibberellin | Acid abscisic | C/A
2 0,02+0,14° | 155+028° | 618+045 | 198+010° | 168
16 1444007 | 297041° | 759+052 | 151%010° | 2.06
28 280+016° | 9,85£0,82% | 9,04%056° | 093%013° | 352

Cac s6 trung binh trong cét véi cac mau tr khac nhau thi khac biét co y nghia & mirc p=0,05

Hinh hurong ciia nong dé BA, 1AA, va GAs Ién su
phat trién choi.

Ty 1& tao protocorm va choi: Trén moi
truong MS % cé bd sung BA & cac nong do,
riéng r& hay két hop véi IAA va GAs, méi truong
v6i BA 2,0 mg/L riéng ré& hay phdi hop vai 1AA
0,1 mg/L (khdng c6 GAs) kich thich manh su tao
protocorm mau tring hay vang (Bang 5). Tuy
nhién, méi trudng véi BA 2,0 mg/L phéi hop véi
IAA 0,1 mg/L kich thich manh su tao protocorm
mau xanh luc va chdi (Bang 6).

Céc bién doi hinh théi va cau tric: Sau 4 tuan
nudi cay phoéi 12 tuan tudi trén moi truong MS V4
v6i BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L, cd su xuit
hién mot khdi mé mau tring duc, ¢d hinh cau hay
hinh trang, thoat ra khoi vo hat (protocorm mau

trang) (Hinh 11). Bén trong cac protocorm mau
trang nay, c6 sy hinh thanh cac té bao ding kinh,
nhan to, nhung chwa c6 cuc r&, cuc chdi (Hinh
12).

Sau 8 tuan nudi ciy trén méi truong MS %
v6i BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L, protocorm c6
dang hinh thoi véi hai dau thuén nhon, mau vang
nhat (Hinh 13) va hod mau xanh luyc & tuan 16
(Hinh 14), bén trong c6 su xuét hién md phan
sinh ngon choi (Hinh 15).

Sau 24 tuan nudi cy trén moi truong MS %
v6i BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L, cd su xuit
hién chdi rat rd, phia tiép xtic méi truong co su
hién dién cua ré to (Hinh 16), bén trong véi su
xuit hién cua hé thong md mach rat phét trién
(Hinh 17).
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Bing 5. Sy phat trién protocorm tir phi 12 tuan tudi trén cac moi truong MS ¥s ¢6 bo sung BA & céc
nong d¢ khac nhau, riéng ré hay phoi hop véi IAA 0,1 mg/L hogc IAA 0,1 mg/L phoi hop véi GAs &

cac nong do khac nhau theo thoi gian nudi cay.

Nong d6 (mg/L) % Protocorm trang duc | % Protocorm vang nhat

IAA GA; BA (4 tuan) (8 tuan)
0 0 0 54,0 +0,5" 36,3+0,4
01 0,01 0 72,8 +£0,3% 51,3+0,7¢
' 0,001 0 80,8 +0,7° 60,0 +0,3"
0 0,5 66,3 + 0,47 42,0+0,3°
01 0 1,0 69,8 + 0,6° 47,1+0,6'
' 0 2,0 87,2+0,2% 64,0+0,32
0 4,0 73,8 +0,6° 51,0+ 0,5°
0 0,5 61,3+0,3° 40,3+0,3"
0 0 1,0 67,8 +0,6' 43,0+0,69
0 2,0 82,3+0,4° 58,5+ 0,0°
0 4,0 72,2+0,7° 52,7+0,2¢

CV% 1,2 1,5
F 330,5 416,4

Céc s6 trung binh trong cot v6i cac mau tir khac nhau thi khac biét c6 y nghia & mirc p=0,05

Bing 6. Sy hda xanh protocorm va sy tao chi tir phoi 12 tuan tuoi trén cac moi treong MS ¥4 ¢6 bo
sung BA ¢ cac nong d¢ khac nhau, riéng ré hay phoi hop véi IAA 0,1 mg/L hogc IAA 0,1 mg/L phoi
hop voi GAs & cac ndng d6 khac nhau theo thoi gian nudi cay.

Nong d6 (mg/L) % Protocorm mau xanh | % Chdi xuit hién (24

IAA GA; BA luc (16 tuan) tuin)
0 0 0 33,0+£1,09 29,2+0,79
01 0,01 0 475+0,5% 42,8 +0,3%
’ 0,001 0 54,8 +0,6° 47.7+1,3°
0 0,5 38,5+0,5' 34,5+ 0,3f
01 0 1,0 42,8 £0,4° 38,5+0,9°
’ 0 2,0 61,3+ 0,42 55,7+ 0,92
0 4,0 453+ 151 41,0 + 2,29
0 0,5 38,2+ 0,4 33,5+0,3
0 0 1,0 39,2+0,9 34,7+0,7
0 2,0 53,3+0,9° 46,0 + 2,0
0 4,0 48,2 +0,8° 42,0 + 2,0%

CV% 3,0 53
F 1116 36,2

Céc s6 trung binh trong cot véi cac mau tr khac nhau thi khac biét c6 y nghia & mirc p=0,05

Hinh huong cia BA va s gay vér thirong lén sir
phét trién chai tir protocorm mau trang.

Rach nhiing vét thuong nho, nhe Ién
protocorm mau tring duc (Hinh 18) va nuéi trén
moi truong MS ¥ voi BA & cac nong do. Sau 18
tuan nudi cay protocorm bj gay Vét thuong, chdi
xuit hién trén bé mat cac vét cit (Hinh 19), ty 1é
protocorm tao chdi va s6 chdi trung binh tao ra tir

mdi protocorm trén moi truong MS ¥ véi BA &
cac ndng do so véi ddi chimg (Bang 7). Sau 24
tuan nudi ciy, trén bé mat cac vét thuong co su
hién dién cua cum chdi (Hinh 20). Tach chdi mai
tir CAC cum choi va nudi trén cac méi truong mMai
cuing thanh phan thu dugc cay lan con khoe manh
v6i day di choi va ré o tuan 38 (Hinh 21).
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Bang 7. Su phat trlen chdi lan hai sau 18 tuan nudi cay protocorm mau tring (co ngu0n gbe tir phoi 12
tuan tu01) d4 bi gay vét thuong va nudi trén cac moi truong MS ¥4 bd sung BA & cac nong do khac nhau.
Déi chimg 1a méi truong MS ¥4 véi BA 2,0 mg/L dung dé nudi protocorm khong gay vét thuong.

Nong do BA (mg/L) % Protocorm tao choi S chdi trung binh/protocorm
Dbi ching 458+217 1,2+ 0,0
0 19,3+0,3¢ 51+£0,3°
0,5 27,0+0,6° 52+0,1°
1,0 35,3+0,3 6,8 + 0,4
2,0 46,3+0,32 14,4+ 1,22
4,0 34,7+0,9° 8,3+0,6"
CV% 4,9 14,5
F 111,5 58,9

Céc s trung binh trong cot v&i cac mau ty khéc nhau thi khac biét co y nghia & mirc p = 0,05.

Su tao ré va phdt trién cdy hoan chinh tir choi

Ty Ié chdi tao ré ting theo cuong do IAA cho
t6i 2,0 mg/L, du c6 hay khong c6 su bd sung BA
vao moi truong nudi (Bang 8). IAA 2,0 mg/L
riéng ré& hay két hop voi BA 0,1 mg/L ciing kich
thich su tao chodi va ting truong |4 (Bang 9) va
tang truong ré (Bang 10).

Chéi sau 40 tuan nudi trong méi truong MS
Y, voi BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L, trén bé
mat ¢6 sy xuét hién té bao 16ng ré (Hinh 22) dugc
cau tao boi 1 té bao biéu bi trong sudt, dai
khoang 500 pm (Hinh 23). Sau ciy chuyén lén
moi truong MS ¥ véi IAA & cac nong do riéng ré

hay két hop véi BA 0,1 mg/L, ré that xuat hién
sau it nhat 4 tuan nudi cay (Hinh 24). Hinh giai
phau cho thiy r& ¢ ngudn gdc noi sinh kéo dai
(Hinh 25). Cay con véi chdi, ré chinh sau 12 tuan
nudi cdy trén méi truong MS ¥4 ¢6 bd sung BA
0,1 mg/L va IAA 2,0 mg/L c6 su xuit hién cum
chdi (Hinh 26). Sau 14 tuan nuéi ciy, cum choi
dugc tach ra (Hinh 27) va nudi cay trén moi
truong méi cung thanh phan. Cay con khoe manh
tir cum choi 14 tuan tudi cé & xanh voi day du
chdi, ré that duoc quan sét sau 8 tuan nudi ciy
(Hinh 28) va dwoc chuyén ra vueon wom 20 tuan
sau d6 (Hinh 29).

Béng 8. Su phat trién ré lan hai tir chdi 40 tuan tudi trén cdc moi truong MS ¥4 ¢6 bo sung 1AA & cac
nong do khac nhau, riéng ré& hay két hop vai BA 0,1 mg/L theo thoi gian nudi cay.

Nong do (mg/L) % Choi tao r& theo thoi gian nudi cy (tuan)

BA IAA 4 8 12
0 0 28,2 +0,4% 50,0 + 0,0f 64,8 + 1,8
0,5 26,7 +0,8° 53,3 + 0,8% 71,7+0,8°
00 1,0 27,5+ 1,4% 55,8 + 0,8 72,5+0,0°
' 2,0 30,8 £ 0,8 60,8 + 0,8 90,0 + 0,0
4,0 32,5+0,0° 57,5+0,0° 85,0+ 0,0°
0,5 27,5+ 0,0% 53,3 +1,7% 72,5+1,4°
01 1,0 29,2+ 0,8% 50,8 + 0,8°' 76,7+ 0,8°
' 2,0 40,0+0,0° 67,5+0,0° 99,1+0,8
4,0 32,5+0,0° 55,8 + 0,8 92,5+ 1,4°

CV% 3,9 2,5 2,2

F 36,1 42,5 124,3

CA4c so trung binh trong ¢t Vdi cdc mau ty khdc nhau thi Khac biér cé y nghia ¢ mirc p=0,05
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Bang 9. Sy phat trién choi va |4 lan hai sau 12 tuan nudi cay choi 40 tuan tuoi trén cac moi MS % bo
sung IAA & cac nong do khac nhau, riéng ré hay phoi hgp véi BA 0,1 mg/L.

“é‘; trudng (”I‘g/k) Séchdi | Chidu dai la (mm) Ch'?ﬁ%‘g 1a D"gg;ﬁ‘; 14
0 00 | 10%00° 74%0,7% 32103 10,6 + 0,9
05 | 15+03% | 63%06° 27403 1344137
. 10 | 202045 | 7.4%01% 3.2+01° 16,6 + 0,0%
20 | 3.0%04® 13,3 + 0,4° 5.7+ 0,3 330+ 15
40 | 18+05% | 116+0.7% 5.2+ 0,5° 29.1%2.1°
05 | 13%03% 8.2+ 0,5 34102 18,8+ 1,30
o1 10 | 234039 | 13.0%04® 5.0+ 0,1° 3212028
! 20 |38%03 13,7 + 04° 5.1+ 0,1° 34.0% 0,6°
40 | 25%03% 10,5+ 0.3° 410,15 25120.7°

CV% 95 10,1 123 9.7
F 75 312 18,2 625

Céc s6 trung binh trong cot véi cac mau tr khac nhau thi khac biét co y nghia & mirc p=0,05

Béng 10. Sy phat trién ré bt dinh lan hai sau 8 tuan nudi cdy choi 14 tuan tudi trén cac moi truong MS
Y, ¢6 bo sung IAA & cac nong dod khac nhau, riéng ré hay phoi hop véi BA 0,1 mg/L.

éi‘" truong (”:gA/k) S6 r/chdi Chidu dai 13 (mm) D“"?ri r‘:;lh ré
0 0,0 15+0,3° 19+ 0.1 0,93 % 0,037
0.5 1.8+ 0,2 3,605 0,95 £ 0,037
. 1.0 1505 4,2+0,2% 0,98 £ 0,020
2.0 2.5+ 0,5%° 5.5+ 0,6° 1,05 % 0,03%
4,0 2.8+ 0,00° 7.0 0,45 1,05 % 0,03%
0.5 2.2+ 0,5%° 3,7+05 0,93 £ 0,027
- 1.0 35+03° 3,0+ 0,0% 1,03 £ 0,02%°
: 2.0 3205 9.4+ 0,9° 1,08 +0,02°
4,0 3,0+ 0,4% 7.6+ 0,45 1,03 £ 0,02%°
CV% 325 19,2 17.3
F 3,551 23.9 4,7

Cac s6 trung binh trong cét v6i cac mau tir khac nhau thi khac biét cé y nghia & mirc p = 0,05

THAO LUAN

O C. sinense ciing nhu & P. delenatii, mot

Thay di hinh thai trong s phéat trién phoi lan
hai

Hat lan khi nuéi cdy ¢ trang thai chua phan
héa va khong cd chét du trix 1a tinh bot. Didu nay
ciing pht hop véi gia thuyét: hat lan ¢ phdi mam
ma khong c6 phdi nhii, noi chira chat dy trix can
thiét cho su nay mam cua hat. Sy thiéu vang noi
nhii 12 mot trong nhiing tac nhan khién hat lan rat
khé nay mam néu nhu khéng c6 ndm mycorrhizal
ky sinh hodc khong dugc nudi trong moi truong
thich hop [6].

I6p tién bi xuat hién rat sém, ngay tir giai doan
phat trién phoi cau [7]. Su phét trién nhanh chéng
cua 16p biéu bi 1a két qua cua su thich nghi voi
moi truong déc ddo xung quanh trong qua trinh
phét trién phoi lan. O lan, ndi nhii khong phat
trién trong gian doan phat trién cua hat. Hon nira,
v6 hat mong khéng thé bao vé cho phéi, dac biét
1a su duy tri &6 4m. Sy hinh thanh I6p biéu bi dic
trung trén bé mat caa phoi cing cac 16p bén trong
cua vo hat c6 thé duy tri d6 am cho cac té bao
phoi. Lép biéu bi nay ciing c6 thé bao vé phoi
trong sudt quéa trinh nay mam khoi céc tac nhan
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vat ly. Tuy nhién, sy phét trién manh cua I6p biéu
bi lai 12 mot trong nhiing tré ngai khién hat khé
nay mam trong ong nghiém [8].

Phoi lan hai P. dianthum & giai doan 8 tuan
tudi ¢6 phdi hinh cau véi day treo rat dic trung
(Hinh 10). Day treo Ia mét co quan phoi cua thuc
vat ¢6 hoa véi doi song ngan, dé gan phéi vao vo
hat [9]. DAy treo ¢ chic ning dan truyén va
cung cip cac chat dinh dudng can thiét cho su
phét trién cua phdi [8, 9, 10]. Tuy theo loai, day
treo cua lan c6 thé 1a don bao hoac mot chudi cac
té bao dinh lai véi nhau [11, 12]. Giai doan ph6i
bén té bao, té bao day treo dau tién xuat hién co
mét khong bao ndi bat nam phia cudi cua té bao
16 nodn [13]. Sau giai doan phdi hinh cau, su ting
truong cha protocorm va kha nang tao cdy con
khé dé dang trén cac méi truong nudi cay.

Sau 4 tuan nudi cay tir phéi 12 tuan tudi, trén
cac madi truong déu cd su xuat hién khdi mé mau
trang, 10 ra khoi vo goi 1a protocorm. Protocorm
Ia thuat ngir duoc sir dung dé chi cac cu tric
chuyén tiép gitra su nay mam va cay con, c¢6 hinh
cau hay hinh trimg, voi mot s6 16ng hap thu don
bao ¢ phan gdc va mot md phan sinh ngon ¢ dinh
[14]. Protocorm ciia phan Ién lan biéu sinh nhiét
d6i 6 kha nang phat trién thanh chdi truc tiép, va
I6p tien bi (protoderm) xuat hién sém trong su
biét hod phoi [13, 14, 15].

Anh hwéng ciia phytohormone trong sw phat
trién phoi lan hai
Vai tro cua auxin

Su hién dién cua céc té bao vang trung tam
mé phan sinh ngon chdi c6 lién quan trong su
t6ng hop 1AA trong phoi hop tir Arabidopsis [16,
17]. O P. dianthum sau 8 tuan nudi trong téi, trén
moi trudng MS ¥4 bd sung GA; 0,001 mg/L thay
c6 su xuit hién phdi mau tring. Mau sau khi
chuyén sang méi trudng MS ¥ c6 b sung BA &
c4c nong d¢ riéng ré& hay phdi hop IAA 0,1 mg/L
déu thay c6 sy xuat hién protocorm mau tring
sau 4 tuan nudi cay tir phéi 12 tuan tudi, véi ty 18
rat khac nhau (Bang 5). Nong d6 BA 2,0 mg/L du

c6 sy hién dién cua IAA 0,1 mg/L hay khdng van
cho hiéu qua tao protocorm mau trang cao, ching
t6 BA 2,0 mg/L rét can thiét cho giai doan tao
protocorm mau tring. Su phdi hop cua BA 2,0
mg/L va IAA 0,1 mg/L lam tdng kha nang tao
ph6i mau tring 1én dén 41,5 % so voi dbi chung
MS % (Bang 5), va cac phdi mau tring cho hiéu
qua tao phdi hinh kim ty thap (giai doan
protocorm 16 tuan sau nudi cay tir phdi 12 tuan
tudi) khoang 61,3 % (Bang 6). C6 18, IAA trong
vung trung tdm mo phan sinh, hoic ngoai sinh tir
moi trudng di vao du dé dap tng nhu cau phan b
auxin trong phoi.

Vai tro cua cytokinin

Sau 4 tuan nudi cay tir phdi 12 tuan tudi, ham
luong zeatin tang cao, trong (ng Vai su hién dién
v6i lugng 16n ti thé, chuan bi cho phan chia té
bao dan toi sy hinh protocorm mau tring (Bang
4). Cytokinin c6 tac dong I1én té bao théng qua su
hoat hoa cac protetin kinase trong con duong
truyén tin hiéu [18], qua d6 thiic day sy phién m4,
kich thich su tong hop protein va cac enzyme dac
hiéu lién quan trong phan chia té bao [19, 20].

Sy tang manh zeatin sau 16 tuan nudi cay tir
phoi 12 tuan tudi (giai doan protocorm mau xanh
luc) can thiét cho su duy tri hoat dong cia md
phén sinh ngon chdi. Céac nghién ciru trén lGa va
Arabidopsis cho thdy su mit chirc ning cua gen
kiém soat sy chuyén cytokinin nucleotide (dang
lién két, bat hoat) thanh dang tu do (c6 hoat tinh
sinh hoc) din dén su két thic sém hoat dong cua
mé phan sinh ngdn chdi: md phan sinh ngon chdi
khéng thé tiép tuc phat trién binh thuong [21,
22].

Sau 16 tuin nudi ciy tir phdi 12 tuan tudi
trén moi truong MS ¥4 bd sung GAsz 0,001 mg/L
thidy ham lwong auxin va zeatin ting rat manh
(Bang 4). Luc nay phéi xuat hién ¢ dang hinh ni
lira hay hinh kim ty thap va tiép tuc ting truong
rat nhanh. Sy gia ting manh ham luong auxin va
zeatin trong phdi kich thich sy hoat ddng cta cac
té bao trung thm mé phan sinh ngon cua phdi, va
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su tong hop auxin trong phdi (c6 thé tir phdi hay
tir moi truong di chuyén vao) di manh dé co du
auxin cho sy di chuyén hitu cuc dic biét (huéng
gdc va dén céc vi tri s& hinh thanh co quan phoi)
dé hinh thanh cac co quan phoi. Vi vay, su phat
trién ciia md phan sinh ngon chdi va ngon ré cua
phéi duogc thuc hién va phoi co thé truong thanh
dé tao cay hoan chinh. Bén canh dé, su két hop
auxin va cytokinin & mot ty 18 nhat dinh can thiét
cho su phét trién phoi binh thuong. Trong qué
trinh phat trién phoi, néu auxin c6 vai trd xac
dinh vi tri thanh 1ap ciing nhu sy phét trién sau d6
cua co quan phoi thi cytokinin c6 vai tro dic biét
quan trong trong su duy tri hoat déng cua mo
phén sinh ngon chdi [18, 23].

Vai tro cua gibberellin

Gibberellin thuong it khi dugc sir dung phdi
hop Véi cac chat diéu hoa sinh truong thyc vat
khac trong qua trinh phat sinh phdi soma. Tuy
nhién céc nha khoa hoc ciing ching minh rang
gibberellin ciing c6 vai trd trong mot sb truong
hop gilp cho su tang treong cua phoi hoac kich
thich sy ra ré va nhiing ting truéng sau cia cay,
hoic gibberellin gilp cho phdi thoat ra khoi trang
thai mién trang [24].

O P. dianthum, méi truong MS % véi GAs
di ndng do rat thap, chi 0,001 mg/L ciing cho
hiéu qua khong cé su khac biét véi mai trueong
MS ¥, v6i BA 2,0 mg/L trong sy tao protocorm
mau tring tir phdi hinh ciu (Bang 5). Ngoai ra,
mdi truong MS ¥a véi GA; 0,001 mg/L cho kha
nang tao protocorm mau xanh luc khéng cd sy
khac biét so véi méi truong MS ¥ véi BA 2,0
mg/L (Bang 6). Piéu nay cho thay GAs rat quan
trong trong qua trinh phat trién phdi cua hat lan
hai P. dianthum. O nong do cao, GAs lam giam
kha nang tao tién phdi mau trang (Bang 3), giam
kha ndng tao protocorm mau xanh luc (Bang 6).
Hiéu biét vé su nay mam ¢ Paphiopedilum néi
chung con nhiéu han ché [25] va co ché lam giam
kha ning tao phdi, tao protocorm tir hat khi bd

sung GAs nong do cao vao mdi trudng nudi ciy
dén nay con chua 18 [4].
Vai tro cua phytohormone trong si phat trién
choi

O lan, su phat sinh chdi thuong bat ngudn tir
cac protocorm mau xanh hoic tir protocorm mau
tring bi gay vét thwong. Trong tw nhién, chdi
ngon dang phat trién cung cp auxin cho cay. Su
hién dién cua auxin lam gia ting cudng do ho hap
theo 2 cach: tryc tiép huy dong chat duy trix tao
ngudn nguyén liéu cho ho hap té bao hay gian
tiép théng qua su hoat dong cua ethylene [18,
26]. Khi gay vét thwong lén protocorm mau
trang, chinh vét thuong d4 tao ra phan Ién auxin
cung cdp cho mau cay, do vay chi cin nudi cac
protocorm nay trén méi truong MS ¥ véi BA &
céc nong do khac nhau. Su két hop cua auxin noi
sinh va BA ngoai sinh tir moéi truong 1am gia ting
dang ké ty 18 tao chdi tir mau cdy (Bang 7). Sau
18 tuan nubi cay protocorm mau tring bi gay vét
thwong, trén méi truong bd sung BA 2,0 mg/L
cho ty 18 tao chdi va sb chdi trén mdi protocorm
1a cao nhit. Trén méi truong ddi chung cho ty 1é
tao chdi khdng c6 su khac biét so véi nghiém
thirc gay Vét thuong. Vi thé, méi truong bd sung
BA 2,0 mg/L can thiét cho sy ting truong va phat
trién cua protocorm. Mat khac, khi nudi trén ciing
moi truong MS ¥4 véi BA 2,0 mg/L, protocorm
khong gay vét thuong cho hiéu qua tao choi rat
thip so véi protocorm gay Vét thuong cho 14,4
chdi/protocorm. Piéu nay cho thay, méi truong
¢6 bd sung BA 2,0 mg/L chi c6 tac dung ting
truong chdi. Su két hop caa BA 2,0 mg/L va
auxin noi sinh tao ra tir vét thuong co tac dong rat
manh 1én sy ting trudng chdi cii va tao chdi mai
(Bang 7). Trén cac moi truong MS ¥ ¢6 bd sung
BA ¢ c4c ndng d6 khac nhau déu cho sy tao chdi
MGi va ting theo ham luong BA bd sung. O ndng
d6 BA cao c6 thé tc ché kha niang tao choi va
giam ty & séng cua mau (Bang 7). Ngoai ra,
protocorm bi gay Vét thuong va nudi trén méi
truong ddi chimg MS Y4 ciing c6 sy Xuit hién
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chdi méi, chang té auxin ndi sinh tao ra tir cac
vét thuong c6 tac dong rat manh dén sy tao choi
méi. Pidu nay c6 nghia 1a: khi can tao chdi mai
c6 thé cho mau cdy vao méi truong c6 bd sung
auxin va cytokinin & cac ndng do khac nhau hoic
bang cach gy vét thuong 1én mau. Tuy nhién,
tly ting loai cay, tly ting loai mau cidy ma c6
thé dung dang auxin va cytokinin ciing nhur nong
d6 mdi loai. Két qua nay ciing phu hop véi thi
nghiém gay vét thuong phan chdi khdng chira ré
trén cdy P. delenatii va nu6i trén cac moi truong
dinh dudng nham tao chdi méi caa Nhut va cong
su [27]. Sau thi nghiém, nhom tac gia két luan:
(1) khong c6 su xuat hién chdi méi & nhiing mau
chdi khong gay vét thuong va nudi trén cac méi
truong dinh dudng; (2) ty 16 miu séng cao nhit &
mau bi gy vét thwong va nudi cdy trén moi
truong chira 0,5 mg/L TDZ, ma khong c6 su bd
sung auxin ngoai sinh; (3) vét thwong 1a diéu kién
tién quyét cho su hinh thanh chdi méi ¢ cay con;
(4) sb lwong chdi méi tao ra ting theo ndng do
TDZ (TDZ la mét loai cytokinin tong hop); (5)
TDZ & ndng do cao c6 thé tc ché su tao chdi va
lam giam ty 1¢ séng caa mau.

Theo Davies (1995), su hién dién cua cac
chat diéu hoa sinh truong thuc vat noi sinh quyét
dinh su phat sinh hinh thai. Su hién dién va hoat
dong phdi hop cua cytokinin va auxin gidp cho
su gia tang kich thudc té bao, tac dong Ién ca 2
budc cua qué trinh phén chia (phan bao va phéan
nhan), va thuc ddy qué trinh phéat sinh chdi [23,
28, 29]. Do vay, sau 24 tuan nudi ciy phoi 12
tuan tudi, trén méi trudng MS Y4 bd sung BA 2,0
mg/L phdi hop véi IAA 0,1 mg/L ty I¢ chdi tao ra
duoc cai tién manh. Cling véi su gia ting ty Ié tao
chdi 1a sy gia ting ham luong zeatin trong choi.
Trong nudi cay in vitro, sy phat sinh chdi hay ré
chiu anh huéng boi ty 1€ auxin/cytokinin [23,
30]. Sy gia tang ham luong zeatin trong chdi lan
hai sau 24 tuan nudi ciy trén méi truong cd su
phdi hop auxin va cytokinin d& lam cho ty I¢

auxin/cytokinin thién vé cytokinin (ty 1¢ auxin/
cytokinin thap), dan dén ty I choi gia ting.

Vai trd phytohormone trong su phat trién ré
bat dinh tir khdc cit mang choi: S hinh thanh ré
xay ra khi cac khic cit mang chdi chuyén tir moi
truong MS ¥ véi BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L
sang moi truong MS ¥ véi IAA & cac nong do,
riéng r& hoac phdi hop véi BA 0,1 mg/L. Su phét
sinh hinh thai ré & lan hai ciing giéng nhu & cac
loai don tir diép noi chung trai qua 4 giai doan
[31]: tao té bao hoat hda, hinh thanh ving té bao
md phan sinh, hinh thanh so khoi ré va kéo dai
ré. O song tir diép, su hinh thanh ré gém 2 giai
doan: giai doan hoat dong cua vai té bao thuoc
tang phét sinh libe-moc hoac chu luan dé tao ra
mot nhom té bao so khoi cua ré (giai doan tao so
khoi ré) va giai doan kéo dai so khoi ré [32].
Theo cach phén chia nay, ba giai doan dau coa su
hinh thanh ré ¢ lan hai twong tng voi giai doan
tao so khai ré.

O P. dianthum ty 18 chdi tao duoc ré sau 12
tuan cy chuyén cao nhat trén méi truong MS Ya
véi 1AA 2,0 mg/L phéi hop véi BA 0,1 mg/L va
khong c6 su khac biét vé ty 16 mau chdi tao dugc
ré trén cac moi truong MS ¥ hoic MS Y4 Voi
IAA & ndng d6 0,5 va 1,0 mg/L hoic MS ¥4 véi
IAA 0,5 mg/L va BA 0,1 mg/L (Bang 8). Thong
huong, mau cho sb luong ré/chdi cang nhiéu thi
chiéu dai r& s& giam. Tuy nhién, & nong do IAA
thich hop s& cho sb lugng ré/chdi va chiéu dai ré
tang. Trong nghién ciru nay, moi truong MS Y4
bo sung IAA 2,0 mg/L phdi hop véi BA 0,1
mg/L cho s6 ré va chiéu dai ré cao nhat (Bang
10). Su phdi hop dong thoi nay gidp ré phat trién
sém hon va nhiéu hon so voi cac xir ly con lai.

Su hién dién cua cac chat diéu hoa sinh
treéng thuc vat noi sinh, dic biét la auxin va
cytokinin, dong vai trd cam ung su hoat héa té
bao dé hinh thanh mé phan sinh ngon ré [18, 33].
Diéu nay thé hién rd qua sy hién dién cua I1AA va
zeatin & ham luong cao khi ¢6 sy xuit hién chdi
sau 44 tuan nudi ciy tir phdi 12 tuan tudi, gidp
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cho mau cdy d& dang dap Gng véi chat diéu hoa
sinh truong thuc vat ngoai sinh, dan t6i su tao ré
& CAC MAu Cay.
KET LUAN

Sy nay mam cua hat lan hai can diéu kién ti
hoan toan ¢ 22 + 1 °C.

GA; & ndng d6 0,001 mg/L kich thich manh
su tao tién phai tir hat.

Sy tao chdi va cay con lan hai c6 thé dién ra
theo 2 cach:

Hat — tién phdi mau trang — protocorm mau
trang — protocorm mau vang — protocorm mau
xanh — choi — cay con.

Hat — tién phoi mau tring (gay vét thuong) —
chdi — cay con.

Trong d6, phuwong phap gy tén thuong cho
hiéu qua tao chdi cao hon va méi truong MS ¥
b sung BA 2,0 mg/L cho hiéu qua cao nhat.

Mai truong MS ¥4 ¢6 bd sung 1AA 2,0 mg/L
phdi hop véi BA 0,1 mg/L cho hiéu qua tao ré tbt
nhét tir chdi lan hai in vitro.

Effect of plant growth regulators on the
seed germination of the lady’s slipper
orchid Paphiopedilum dianthum

e Pham Van Giao
e Bui Trang Viet
University of Science, VNU-HCM

ABSTRACT

The environment has a strong influence
to the germination of seeds. In this study,
seeds of lady’s slipper orchid at 200 days old
were cold treatment (at 5 + 1 °C) and
cultivated on ¥4 MS medium combined with
different concentrations of GAs; in the
darkness. In these conditions, seeds began
swollen on the second day, and after one
week, seeds were transparent coat. The
embryos appeared maximum at the fourth
week but not yet rupturing the seed coat.

The combination of cold treatment and 0.001
mg/L GAs stimulated the growth of embryo
from the seed. Buds were found on % MS
medium supplemented with 0.1 mg/L 1AA
and 2.0 mg/L BA. The combination of 2.0
mg/L IAA with 0.1 mg/L BA strongly induced
rooting from the shoots. Especially, making
wounds on the surface allowed white
protocorms to form seedlings and roots on
the % MS medium combined with 2.0 mg/L
BA.

Key words: plant growth regulators, seed germination, Paphiopedilum dianthum, Protocorm,

shooting and rooting,embryo formation.
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1 mm

2 mm
800 um

4 mm

Hinh 1. Hat lan hai P. dianthum ldc bat dau nubi ciy.
Hinh 2. Lat cat doc hat lan hai P. dianthum Ic bét dau nudi ciy.

Hinh 3. Hat lan hai trudc khi nhuom veéi thude thar 1K1 1 %.

Hinh 4. Hat lan hai sau khi nhuém véi thudc thir 1,K1 1 %.

Hinh 5. Tién phoi lan hai sau 4 tuan nudi cy, méi truong MS %, bd sung GA; 0,001 mg/L, trong tdi.
Hinh 6. Tién phdi lan hai sau 4 tuan nudi cay, méi truong MS ¥4, GAs 0,001 mg/L, ngoai sang.

Hinh 7. Phéi lan hai sau 4 tuan tudi, moi truong MS ¥ ¢6 bo sung GA; 0,001 mg/L, trong tdi.

Hinh 8. Lat cat doc phoi lan hi 4 tuan tudi, moi trudng MS ¥ ¢6 bd sung GAs 0,001 mg/L, trong tdi.
Hinh 9. Phéi lan hai sau 8 tuan nudi cay, trén moi truong MS % ¢6 bd sung GAz 0,001 mg/L, trong tHi.
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Hinh 10. L&t cit doc phdi lan hai sau 8 tuan nudi cay, méi truong MS ¥ ¢ bd sung GAs 0,001 mg/L,
trong tHi.

Hinh 11. Protocorm mau trang (c6 ngudn gdc tir phdi 12 tuan tudi) sau 4 tuan nudi cay, trén méi truong
MS ¥ ¢6 bd sung BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 12. L4t cit doc protocorm mau tring (c6 ngudn gdc tir phdi 12 tuan tudi) sau 4 tuan nudi cdy, trén
moi truong MS ¥4 ¢6 bd sung BA 2,0 mg/L va I1AA 0,1 mg/L.

Hinh 13. Protocorm mau vang (c6 tir phdi 12 tuan tudi) sau 8 tuan nudi ciy trén moi trudng MS Y4, Véi
BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 14. Protocorm mau xanh luc sau 16 tuan nudi cdy trén méi trudng MS ¥ c6 bd sung BA 2,0 mg/L
va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 15. L4t cat doc protocorm mau xanh luc sau 16 tuan nudi ciy trén méi trudng MS % bd sung BA
2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 16. Chdi lan hai sau 24 tuan nudi cdy trén méi truong MS %, BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mgl/L.

Hinh 17. M& phan sinh ngon chdi lan hai sau 24 tuan nudi cdy, méi truong MS ¥4 c6 bd sung BA 2,0
mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 18. Protocorm mau tring sau khi gay vét thuong, ¢ 4 tuan nudi cdy trén méi trudng MS ¥4 c6 bd
sung BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 19. Chdi lan hai xuit hién trén cac vét cit sau 18 tuan nudi ciy, trén méi trudng MS ¥ ¢6 bo sung
BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 20. Cum chdi lan hai duoc tao ra tir protocorm mau tring bi gay vét thwong sau 24 tudn nudi cay,
trén moi truong MS ¥ ¢6 bd sung BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 21. Cay con lan hai véi su xuét hién day du chdi, ré sau 38 tuan nudi ciy, trén méi truong MS Vs
c6 bo sung BA 2,0 mg/L va IAA 0,1 mg/L.

Hinh 22. Long r& xuat hién trén chdi lan hai sau 40 tuan nudi ciy, méi trudng MS ¥4 c6 bd sung BA 2,0
mg/L, IAA 0,1 mg/L.

Hinh 23. Léng r& lan hai duéi kinh hién vi soi néi sau 40 tuan nudi ciy, méi truong MS ¥ ¢6 bd sung
BA 2,0 mg/L, IAA 0,1 mg/L.

Hinh 24. Cay con lan hai (tir chdi 40 tuan tudi) sau 4 tuan nudi ciy trén méi truong MS Y4 c6 bd sung
BA 0,1 mg/L va IAA 2,0 mg/L.

Hinh 25. R& lan hai sau 4 tuan nudi cy, trén méi trudng MS ¥4 ¢6 bd sung BA 0,1 mg/L va IAA 2,0
mg/L.

Hinh 26. Cum chdi lan hai (c6 ngudn gdc tir cay con 4 tuan tudi) sau 12 tuan nudi ciy trén moi trudng
MS ¥ ¢6 bd sung BA 0,1 mg/L va IAA 2,0 mg/L.

Hinh 27. Chdi lan hai duoc tach tir cum chdi sau 14 tuan nudi cay trén moi truong MS ¥4 ¢ bd sung BA
0,1 mg/L va IAA 2,0 mg/L.

Hinh 28. Cay lan hai khoe manh (c6 ngudn gc tir chdi 14 tuan tudi) sau 8 tuan nudi cay trén méi truong
MS ¥ ¢6 bd sung BA 0,1 mg/L va IAA 2,0 mg/L.

Hinh 29. Cay con lan hai ngoai vudn wom (c6 ngudn gbc tir chdi 14 tuan tudi) sau 28 tuan nudi cy trén
mdi truong MS ¥4 ¢6 bd sung BA 0,1 mg/L va IAA 2,0 mg/L.
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