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TÓM T ẮT:  Lan kim tuyến (Anoectochilus setaceus Blume) là dược liệu quý ñược sử dụng trong 
các bài thuốc cổ truyền của cộng ñồng các dân tộc thiểu số ở Việt Nam. Các loài lan kim tuyến phân 
bố rộng nhưng số lượng cá thể ngoài tự nhiên không nhiều do khả năng tái sinh chậm, ñòi hỏi ñiều kiện 
sống ngặt nghèo, ngoài ra, lan kim tuyến ñang bị khai thác quá mức do có nhiều dược tính quý. Nghiên 
cứu ñược tiến hành nhằm xây dựng quy trình nhân in vitro loài lan kim tuyến thông qua protocorm-like 
bodies (PLBs) với mục ñích góp phần bảo tồn loài lan quý hiếm. Tỷ lệ cảm ứng tạo PLBs ñạt 86,25% 
với nguồn mẫu là lát cắt ngang thể chồi. Khối lượng tươi trung bình của cụm PLBs sau 30 ngày nuôi 
cấy ñạt 0,23 gam. Các cụm PLBs ñược nuôi cấy trên môi trường phát sinh và sinh trưởng chồi 
trong 30 ngày. Các chồi hình thành ñược tách riêng và chuyển sang giai ñoạn tạo rễ. Quá trình tạo 
rễ bao gồm 2 giai ñoạn, mỗi giai ñoạn kéo dài trong 30 ngày. Sau 60 ngày, 100% chồi tạo rễ với 
trung bình 3,20±0,67 rễ/chồi, chiều cao cây trung bình ñạt 4,57±0,85 cm với 4,21±0,42 lá/cây. Hệ 
số nhân chồi của toàn bộ quy trình ñạt 29,66±4,04 chồi/cụm PLBs. 

Từ khóa: Anoectochilus setaceus, hệ số nhân chồi, protocorm-like bodies (PLBs), tạo chồi từ 
PLBs, in vitro. 

 
MỞ ĐẦU 

Lan kim tuyến, Anoectochilus setaceus 
Blume, thuộc họ Phong lan (Orchidaceae), ñược 
biết ñến nhiều do khả năng ứng dụng trong y dược. 
Theo y học cổ truyền Trung Hoa, lan kim tuyến 
ñược dùng ñể ñiều trị bệnh tiểu ñường, làm tan 
khối u, giảm lipase trong máu và chữa viêm gan 
[5].  

Lan kim tuyến là nguồn dược thảo quý, có 
giá kinh tế cao. Nhưng do số lượng ít, mọc rải 
rác và bị khai thác quá mức (với hình thức khai 
thác tận diệt) nên cây lan kim tuyến trong tự 
nhiên có nguy cơ bị tuyệt chủng nếu không có 
biện pháp bảo tồn hiệu quả. Hiện nay, lan kim 
tuyến ñược ñưa vào danh mục các loài ñang 
nguy cấp thuộc nhóm IA của Nghị ñịnh 
32/2006/CP, nghiêm cấm khai thác vì mục ñích 
thương mại và ñược xếp vào nhóm thực vật 
rừng ñang nguy cấp (EN A1 a,c,d) trong Sách 
Đỏ Việt Nam 2007 [1]. Hiện tại, ở Việt Nam ñã 
thống kê ñược 12 loài lan kim tuyến, trong ñó 
loài Anoectochilus setaceus Blume thường gặp 
nhất và có giá trị thương mại cao nhất, gấp hàng 
chục lần các loài khác [7].  

Hiện nay, các loài lan kim tuyến không chỉ 
ñược nghiên cứu về hoạt tính sinh học mà còn 
về các phương pháp nuôi cấy in vitro. Nguyễn 
Quang Thạch và Phí Thị Cẩm Miện (2012) [11] 
ñã thiết lập quy trình nhân nhanh in vitro hoàn 
chỉnh loài lan kim tuyến Anoectochilus setaceus 
với nguyên liệu là chồi và mắt ñốt ngang thân 
với hệ số nhân chồi là 6,55 chồi/mẫu, tỷ lệ ra rễ 
in vitro ñạt 100% với trung bình 4,21 rễ/chồi. 
Ket et al. (2004) [4] ñưa ra quy trình nhân 
nhanh lan kim tuyến loài Anoectochilus 
formosanus bằng phương pháp tạo ña chồi với 
nguồn mẫu ban ñầu là chồi ñỉnh, hệ số nhận 
chồi ñạt 11,1 chồi/mẫu và 100% mẫu chồi ra rễ 
trên môi trường có bổ sung 0,5 g/L than hoạt 
tính. Yih jun shiau et al. (2002) [12] nghiên cứu 
bảo tồn loài lan kim tuyến Anoectochilus 
formasanus bằng phương pháp nuôi cấy hạt lai 
nhân tạo bằng phương pháp in vitro. Hạt 7 ngày 
tuổi ñược khử trùng sau ñó nuôi cấy trong ñiều 
kiện in vitro, tỷ lệ hạt sống sót, nảy mầm lên 
ñến 77,9% và ñến 90% cây sống sót, tiếp tục 
sinh trưởng trong vườn ươm. 

Ở Việt Nam, một số công trình nghiên cứu
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ñã thiết lập ñược quy trình nhân lan kim tuyến 
bằng chồi và ñốt thân [4, 8, 10], tuy nhiên, việc 
nhân nhanh lan kim tuyến thông qua cảm ứng 
tạo PLBs chưa ñược quan tâm và nghiên cứu 
nhiều. Chính vì vậy, chúng tôi thực hiện nghiên 
cứu này với mục ñích thiết lập quy trình nhân 
nhanh lan kim tuyến Anoectochilus setaceus 
thông qua cảm ứng tạo PLBs nhằm gia tăng hệ 
số nhân chồi. 

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Thực vật: thể chồi in vitro 30 ngày tuổi của 
cây lan kim tuyến, Anoectochilus setaceus 
Blume, do Phòng Công nghệ tế bào thực vật-
Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa 
học và Công nghệ Việt Nam cung cấp. 

Môi trường nuôi cấy: môi trường cơ bản 
Knudson C bao gồm các muối ña lượng, vi 
lượng theo Knudson (1946) và vitamin B5 theo 
Gamborg (1968), bổ sung các chất ñiều hoà sinh 
trưởng như kinetin, 2,4-D, GA3, α-NAA tùy 
theo từng giai ñoạn nuôi cấy. 

Thể chồi in vitro lan kim tuyến 30 ngày tuổi 
(hình 2a) ñược khử ñỉnh sinh trưởng (hình 2b) 
và chuyển vào 7 công thức môi trường cảm ứng 
tạo protocom có bổ sung 2,4-D và kinetin ở 
nồng ñộ khác nhau. Giai ñoạn cảm ứng tạo 
PLBs ñược nuôi cấy trong ñiều kiện lỏng-lắc, 
16h chiếu sáng, nhiệt ñộ phòng nuôi cấy 22oC. 
Các cụm PLBs tốt (tươi, chắc, màu xanh, không 
mọng nước, không bị biến dạng) ñược chuyển 
sang môi trường tạo chồi có sự kết hợp giữa 
BAP, kinetin, và GA3, α-NAA và tiếp tục nuôi 
cấy trong 30 ngày. Sau ñó, các chồi phát triển 
tốt, chiều cao chồi ñạt từ 2-3 cm ñược tách riêng 
và chuyển lên môi trường kích thích ra rễ. Cây 
in vitro hoàn thiện ñược ñưa ra trồng thử 
nghiệm trong vườn ươm ñể ñánh giá khả năng 
thích nghi của chồi trong ñiều kiện tự nhiên.  

Các thí nghiệm ñược lặp lại 3 lần. Số liệu 
thống kê phân tích theo phương pháp phân tích 
phương sai ANOVA bằng phần mềm SPSS. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ảnh hưởng của kinetin và 2,4 D tới khả năng 
hình thành PLBs từ thể chồi 

PLBs ñóng vai trò quan trọng trong quá

trình nhân giống in vitro ở các loài lan nói 
chung. Các nghiên cứu trước ñây cho thấy, bản 
chất của PLBs là các thể phôi soma [11]. Một số 
con ñường phát sinh PLBs như (1) phát sinh 
PLBs trực tiếp từ các tế bào tiền phôi [2, 3] và 
(2) phát sinh PLBs thông qua tạo mô sẹo: mẫu 
thực vật ñược cảm ứng tạo mô sẹo trên các môi 
trường chứa auxin như 2,4-D, picloram… sau 
ñó, mô sẹo ñược chuyển sang nuôi cấy trên môi 
trường có hàm lượng auxin thấp ñể cảm ứng tạo 
PLBs [6, 8, 13]  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng 
bảy loại môi trường, ký hiệu Pr0-Pr6 (với nền 
môi trường chung là Knudson bổ sung 10% 
nước dừa và 10 g/L ñường saccaroza) có bổ 
sung 2,4 D và kinetin ở các nồng ñộ khác nhau, 
pH=5,5 nhằm lựa chọn môi trường phù hợp cho 
quá trình tạo PLBs từ thể chồi lan kim tuyến. 
Chúng tôi nhận thấy, các mẫu thể chồi cảm ứng 
tạo PLBs tốt khi nuôi cấy trong ñiều kiện lỏng, 
lắc.  

Kết quả thí nghiệm cho thấy, môi trường 
Pr0 (không bổ sung chất ñiều hòa sinh trưởng), 
sau 30 ngày nuôi mỗi mẫu hình thành 1-2 chồi, 
không hình thành PLBs (bảng 1).  

Trong môi trường nuôi cấy bổ sung ñồng 
thời 2 loại chất ñiều hòa sinh trưởng Pr1, Pr2, 
Pr3 (0,5 mg/L 2,4-D và kinetin ở các nồng ñộ 
khác nhau 1,5; 1,0 và 0,5 mg/L) sau 7 ngày nuôi 
cấy bắt ñầu cảm ứng hình thành PLBs. Tỷ lệ tạo 
thành PLBs cao nhất ở môi trường Pr3 
(84,25%). Sau 30 ngày nuôi cấy, trên cả 3 môi 
trường bổ sung chất ñiều khiển sinh trưởng ñều 
thu ñược các cụm PLBs có khối lượng tương 
ñương nhau: 0,151; 0,153 và 0,160 gam, các 
cụm PLBs có màu trắng sáng và phồng to. Tuy 
nhiên, khi chúng tôi cấy chuyển cụm PLBs thu 
ñược ở trên vào môi trường kéo dài chồi thì 
nhận thấy không có sự hình thành chồi. Như 
vậy, sự kết hợp giữa 2,4 D (0,5 mg/L) và kinetin 
(0,5; 1,0 và 1,5 mg/L) tuy tạo ra các cụm PLBs 
nhưng lại không kéo dài ñược chồi từ cụm 
PLBs. 

Trong khi ñó, ở các môi trường bổ sung 
kinetin ñơn lẻ với các nồng ñộ khác nhau (0,5; 
1,0; 1,5 mg/L), sự hình thành PLBs cũng như 
chất lượng PLBs có sự khác biệt rõ rệt. Môi 
trường Pr6 có sự hình thành PLBs sớm hơn (sau 
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10 ngày) so với môi trường Pr4 và Pr5 (sau 12 
ngày), nhưng lại có tỷ lệ hình thành PLBs thấp 
nhất. Môi trường Pr4 (bổ sung 0,5 mg/L 
kinetin) có tỷ lệ hình thành PLBs cao nhất, các 
cụm PLBs có khối lượng lớn nhất và chất lượng 
tốt nhất, thể hiện ở: PLBs khỏe, màu trắng xanh, 

nhiều thể chồi (hình 2c). Như vậy, việc bổ sung 
cytokinin ñơn lẻ (kinetin: 0,5 mg/L) trong môi 
trường nuôi cấy có khả năng cảm ứng tốt nhất 
tạo PLBs trực tiếp từ ñỉnh chồi Lan kim tuyến 
Anoectochilus setaceus. 

 
Bảng 1. Tỷ lệ tạo thành PLBs và chất lượng PLBs trên các môi trường nghiên cứu 

Công thức 
Chất kích thích sinh 

trưởng (mg/L) 
Tỷ lệ (%) hình 

thành PLBs 
Khối lượng tươi của cụm 
PLBs (g) (sau 30 ngày) 

Pr0 0,0 0,0 0,00 0 
Pr1 0,5 1,5 73,20c 0,151*a  
Pr2 0,5 1,0 77,11bc 0,153a  
Pr3 0,5 0,5 84,25b 0,160ab  
Pr4 0,0 0,5 86,25b 0,23c 
Pr5 0,0 1,0 83,20b 0,18b  
Pr6 0,0 1,5 48,34a 0,21c 

(*). Kết quả trung bình của 3 lần lặp lại; các chữ cái khác nhau trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt ở 
mức ý nghĩa 5%. 
 
Khả năng sinh trưởng của PLBs trong môi 
trường Pr4  
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Hình 1. Tốc ñộ sinh trưởng PLBs trên môi 
trường Pr4 trong 33 ngày 

Quá trình nuôi lỏng cảm ứng tạo PLBs chịu 
ảnh hưởng của nhiều yếu tố như chế ñộ nuôi, 
thời gian nuôi. Với chế ñộ nuôi lắc cố ñịnh, thời 
gian nuôi cấy hay thời gian thu mẫu PLBs ñể 
tiến hành tái sinh cây hoàn chỉnh có ảnh hưởng 
lớn ñến chất lượng của cây con. Chúng tôi tiến 
hành theo dõi quá trình sinh trưởng của các cụm 
PLBs nuôi cấy trên môi trường Pr4 trong thời 
gian 33 ngày (hình 1). Thí nghiệm ñược lặp lại 
3 lần, mỗi lần gồm 3 bình nuôi cấy với 9,0 g 
mẫu thể chồi ñã khử ñỉnh sinh trưởng. 

Kết quả cho thấy, sự gia tăng khối lượng tập 
trung mạnh nhất ở giai ñoạn 27-30 ngày sau 
nuôi cấy, khối lượng PLBs tăng gấp ñôi so với 
giai ñoạn 9 ngày tuổi và khối lượng tươi tăng 
xấp xỉ 2,62 lần so với khối lượng mẫu cấy. Hình 
1 cho thấy, số PLBs tạo thành và phát triển khá 
ñồng ñều, ổn ñịnh qua các giai ñoạn nuôi cấy. 
Bắt ñầu từ ngày thứ 21 ñến ngày thứ 30, PLBs 
bước vào thời kỳ tăng sinh nhanh, mạnh. Sau 
nuôi cấy 29-30 ngày, một số PLBs bắt ñầu biệt 
hóa thành chồi nhỏ. 

Sau 30 ngày nuôi cấy khối lượng tươi các 
cụm PLBs thu ñược là 23,64 gam, cụm PLBs 
chắc khỏe, có màu trắng xanh (hình 2c). Giai 
ñoạn từ ngày 30-33 ngày PLBs vẫn tăng sinh 
tuy tốc ñộ tăng có chậm hơn giai ñoạn 27-30 
ngày, có hiện tượng thủy tinh thể ở một số 
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PLBs. Khi chuyển cụm PLBs này vào môi 
trường tạo chồi, những PLBs bị thủy tinh thể 
không kéo dài thành chồi. Chúng tôi ñã chuyển 
PLBs nuôi cấy 25-33 ngày vào môi trường tạo 
chồi. Kết quả chuyển PLBs 29-30 ngày sau nuôi 
cấy thời gian kéo dài chồi ngắn nhất (30 ngày), 
tỷ lệ tạo chồi 100%, chất lượng chồi tốt nhất. Vì 
vậy, chúng tôi chọn thời gian nuôi cảm ứng tạo 
PLBs là 30 ngày.  

Tái sinh cây hoàn chỉnh từ PLBs 

Các cụm PLBs 30 ngày tuổi tạo ra từ môi 
trường Pr4, có khối lượng trung bình 0,23 gam 
ñược chuyển vào nuôi cấy trên các môi trường K0 
(knudson C + 10% nước dừa + 10% dịch chiết 
khoai tây + 30 g/L saccaroza + 2,7 g/L gelrite), 
K1 (K0 + 0,5 mg/L BAP + 0,3 mg/l GA3 + 0,3 
mg/L kinetin + 0,1 mg/L NAA [8, 9] và K2 (K0 
+ 0,5 mg/L NAA). Các môi trường K0, K1, K2 
ñều có pH=5,5, nhằm ñánh giá khả năng phát 
sinh, sinh trưởng và tạo cây hoàn chỉnh từ PLBs 
lan kim tuyến.  

Chúng tôi tiến hành tái sinh cây lan kim

tuyến từ PLBs theo hai giai ñoạn. (1) Giai ñoạn 
tái sinh chồi từ PLBs và (2) Giai ñoạn sinh 
trưởng chồi và tạo rễ. 

Ở giai ñoạn (1), các cụm PLBs ñược chuyển 
lên môi trường K0 hoặc K1 ñể tái sinh chồi từ 
cụm PLBs. Sau 7-10 ngày nuôi cấy chúng tôi 
nhận thấy ñã tạo ñược chồi từ PLB (hình 2d) và 
sau 30 ngày nuôi cấy các cụm PLBs hình thành 
các chồi cao 0,5-2,5 cm, có từ 1-2 lá, chồi có 
màu trắng-xanh (hình 2e). Kết quả sau 30 ngày 
nuôi cấy trên môi trường K0 có hệ số nhân chồi 
cao hơn nuôi trong môi trường K1 (22±3,76 
chồi/cụm PLBs so với 20,14±4,14 chồi/cụm 
PLBs). Tuy nhiên, sự sai khác về hệ số nhân chồi 
giữa K0 và K1 không có ý nghĩa về mặt thống kê 
nên chúng tôi chưa chọn môi trường thích hợp 
cho giai ñoạn tái sinh chồi từ PLBs. Kết thúc giai 
ñoạn 1, với thời gian nuôi cấy tái sinh chồi 30 
ngày, nhiều chồi vẫn nhỏ, có thể chưa kéo dài hết 
chồi ở cụm PLBs, nhưng nếu tiếp tục nuôi trong 
môi trường tạo chồi thì ảnh hưởng ñến chất 
lượng cây con nên chúng tôi chọn thời gian nuôi 
cấy giai ñoạn (1) là 30 ngày. 

 

 

Hình 2. Tái sinh cây lan kim tuyến thông qua PLBs 

a: Thể chồi nguyên liệu; b: Thể chồi khử ñỉnh; c: PLBs 30 ngày sau nuôi cấy trong môi trường Pr4; d-e: Thể 
chồi tái sinh từ PLBs sau 10, 30 ngày nuôi cấy trên môi trường K1 (giai ñoạn 1); f-g: Chồi lan kim tuyến sau 
60, 90 ngày nuôi cấy trên môi trường K0 ( giai ñoạn 2); h: cây lan kim tuyến trồng thủy canh trên giá thể xơ 
dừa.  
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Bảng 2. Khả năng tạo cây hoàn chỉnh và hệ số nhân chồi của toàn qui trình nuôi cấy 

Đặc ñiểm cây con 
Công thức 

(1)-(2) 
Tỷ lệ tạo 
rễ (%) 

Số rễ TB tạo 
thành 

Hiệu suất nhân 
chồi (số chồi/cụm 

PLBs) 
Chiều cao 
cây (cm) 

Số lá/cây 

K0-K0 100 3,07c 22,50a 4,30ab 4,42b 
K0 –K2 100 3,92a 23,00ab 4,53a 4,50b 
K1-K0 100 3,20c 29,66b 4,57a 4,21b  
K1-K2 97,34 2,25b 38,33a 3,64b 3,31a 

(*). Kết quả trung bình của 3 lần lặp lại; các chữ cái khác nhau trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt ở 
mức ý nghĩa 5%. 

 
Trong giai ñoạn (2), chúng tôi tách cụm chồi 

(3-4 chồi) từ cụm chồi ñã tái sinh từ một cụm 
PLBs thu ñược ở giai ñoạn (1) chuyển sang môi 
trường K0 hoặc K2 ñể chồi tiếp tục sinh trưởng. 
Sau 30 ngày nuôi cấy ñầu tiên, chúng tôi tiến 
hành tách riêng từng chồi và chuyển sang cùng 
môi trường ñể chồi sinh trưởng và ra rễ. 

Trong quá trình tiến hành thí nghiệm, chúng 
tôi nhận thấy, môi trường không bổ sung chất 
ñiều hòa sinh trưởng K0 cũng có khả năng cảm 
ứng tạo rễ ở các chồi lan kim tuyến. Do ñó, 
chúng tôi tiến hành nuôi cấy các chồi riêng biệt 
trên cả hai môi trường K0 và K2 trong giai ñoạn 
(2). Giai ñoạn (2) kéo dài trong 60 ngày. Kết quả 
theo dõi sau 90 ngày ñược thể hiện ở bảng 2. 

Kết quả cho thấy, khi tách chuyển các cụm 
chồi nuôi cấy trong hai môi trường K0 và K1 ở 
giai ñoạn (1) vào cùng một môi trường tạo rễ 
(K0 hoặc K2) ở giai ñoạn (2), hệ số tạo chồi có 
sự sai khác lớn.  

Khi chuyển các cụm chồi từ nuôi cấy trong 
môi trường K0 sang môi trường sinh trưởng và 
tạo rễ K0 không thấy có sự sai khác nhiều về 
hiệu quả tạo chồi. Nguyên nhân có thể do môi 
trường tái sinh chồi K0 (không bổ sung chất 
ñiều hòa sinh trưởng) các cytokinin ngoại sinh 
ñược cây sử dụng hết trong giai ñoạn (1), sau 30 
ngày nuôi cấy chuyển sang môi trường sinh 
trưởng chồi và tạo rễ K0 hoặc K2 (không bổ 
sung chất ñiều hòa sinh trưởng thuộc nhóm 
cytokinin) trong mẫu cấy chỉ còn cytokinin nội 
sinh, nên ở giai ñoạn này cây gần như không tạo 
thêm chồi công thức K0-K0 có hiệu suất nhân 
cây là 22,5 trong khi kết quả tương tự từ công 
thức K0-K2 là 23,00). Bên cạnh ñó, các chồi tạo 
thành có chất lượng ñồng ñều. Điều này thể 
hiện ở chiều cao chồi và số lá/cây giữa 2 công 

thức không có sai khác rõ rệt (bảng 2). Tuy 
nhiên, việc bổ sung 0,5 mg/l NAA ở môi trường 
K2 cho số lượng rễ/chồi (3,92 rễ/chồi ) cao hơn 
ở môi trường K0 (3,07 rễ/chồi). 

Khi chuyển các cụm chồi từ môi trường K1 
ở giai ñoạn (1) sang môi trường K2 hay K0 ñều 
có hiệu suất nhân cây (số cây/cụm PLBs) cao 
hơn các cụm chồi ñược chuyển từ môi trường 
K0. Hiệu suất nhân cây tăng do trong 30 ngày 
ñầu giai ñoạn (2), các cụm chồi ñược tách từ 
môi trường K1 vẫn tiếp tục tạo chồi (hình 2f). 
Hiện tượng này có thể do khi chồi sinh trưởng 
trong môi trường tái sinh chồi K1 (bổ sung chất 
ñiều hòa sinh trưởng thuộc nhóm cytokinin) khi 
chuyển sang môi trường mới ở giai ñoạn (2) các 
cụm chồi vẫn còn dư lượng chất kích thích 
cytokinin nên tiếp tục hình thành chồi nách, 
ñồng thời kéo dài hết các chồi bắt ñầu hình 
thành từ môi trường tái sinh chồi mà chưa ñếm 
ñược. Công thức K1-K2 cho hiệu suất nhân cây 
cao nhất 38,33 cây. Tuy nhiên, cây con tạo 
thành có chất lượng thấp (số rễ/cây, chiều cao 
cây, số lá/cây ít và không ñồng ñều) không ñủ 
ñiều kiện ñưa ra vườn ươm. Trong khi ñó, công 
thức K1-K0 sau 60 ngày nuôi cấy cho chất 
lượng cây con tốt hơn và ñủ tiêu chuẩn ñưa ra 
vườn ươm với hiệu suất nhân cây ñạt 29,66 
cây/cụm PLBs với 100% chồi tạo rễ và trung 
bình tạo 3,2 rễ/ chồi, các chồi ñạt chiều cao 
trung bình 4,57cm và có 4,21 lá/cây (hình 2g). 
Căn cứ vào những phân tích trên, chúng tôi 
chọn môi trường K1 (bổ sung 0,5 mg/L BAP + 
0,3 mg/L GA3 + 0,3 mg/L kinetin + 0,1 mg/L 
NAA) là môi trường tái sinh chồi và môi trường 
K0 (không bổ sung chất ñiều hòa sinh trưởng) 
là môi trường sinh trưởng và tạo rễ của chồi khi 
xây dựng quy trình nhân lan kim tuyến. 
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Nguyễn Quang Thạch và Phí Thị Cẩm Miện 
(2012) [10] ñã thiết lập quy trình nhân nhanh in 
vitro hoàn chỉnh loài lan kim tuyến 
Anoectochilus setaceus với nguyên liệu là chồi 
và mắt ñốt ngang thân với hệ số nhân chồi là 
6,55 chồi/mẫu. Trương Thị Bích Phượng, Phan 
Ngọc Khoa (2013) ñã nhân thành công lan kim 
tuyến qua nuôi cấy cụm protocorm (2,0 × 2,0 
mm) ñược hình thành từ hạt cho hệ số nhân là 
5,62 chồi/cụm protocorm với tổng thời gian 
nuôi cấy là 32 tuần [8]. Như vậy, chúng tôi 
bước ñầu ñã tạo ñược qui trình nhân nhanh lan 
kim tuyến Anoectochilus setaceus thông qua 
cảm ứng tạo PLBs với hiệu suất nhân cây cao 
29,66 chồi/cụm PLBs  

Đánh giá khả năng thích nghi của chồi lan 
kim tuy ến in vitro ngoài vườn ươm 

Đánh giá khả năng sống của cây lan kim 
tuyến khi chuyển ra giá thể trồng là khâu quan 
trọng ñể ñánh giá hiệu quả của qui trình nhân 
giống in vitro. Chính vì vậy chúng tôi ñã tiến 
hành thí nghiệm chuyển 100 cây lan kim tuyến 
nuôi cấy in vitro ra trồng trong vườn ươm (có 
mái che). Trồng bằng phương pháp thủy canh 
với giá thể là sợi xơ dừa hoặc trồng trên giá thể 
là than củi + vỏ thông + rêu với tỷ lệ phối trộn 
là 3:2:1 hoặc trên giá thể rêu + than với tỷ lệ 
4:1. Thời gian trồng 6 tuần. Kết quả trồng thủy 
canh cho thấy, tỷ lệ sống sót ngoài vườn ươm 
xấp xỉ 100% (hình 2h). Trong khi ñó, trồng trên 
giá thể than củi + vỏ thông + rêu, tỷ lệ cây sống 
thấp hơn, khoảng 96%. Thấp nhất là cây trồng 
trên giá thể rêu + than, tỷ lệ cây sống chỉ 
khoảng 80%. Toàn bộ cây còn sống ñều sinh 
trưởng và phát triển bình thường, cây ra rễ và lá 
mới. Với tỷ lệ cây trồng trong vườn ươm sống 
là 80%-100% tùy môi trường ươm, toàn bộ cây 
còn sống ñều ra rễ và lá mới ñã chứng minh cây 
lan kim tuyến nuôi cấy in vitro thông qua tái 
sinh PLBs có khả năng sinh trưởng và phát triển 
tốt trong ñiều kiện vườn ươm. 

KẾT LUẬN 

Chúng tôi ñã nghiên cứu hoàn thiện quy 
trình tái sinh cây lan kim tuyến, Anoectochilus 
setaceus Blume, thông qua PLBs như sau:  

Chuẩn bị vật liệu in vitro ñể cảm ứng tạo 
PLBs: nuôi ñốt thân lan kim tuyến trong môi

trường pr4, 30 ngày ñể thu chồi. 

Cảm ứng tạo PLBs: môi trường thích hợp 
nhất ñể cảm ứng tạo PLBs là Pr4 (Knudson cơ 
bản + 0,5 mg/L kinetin + 10 g/L ñường 
saccaroza + 10% nước dừa, pH=5,5). Cắt chồi, 
bỏ ñỉnh chồi, nuôi trong môi trường pr4 sau 30 
ngày thì thu PLBs. Tỷ lệ tạo PLBs là 86,25%, 
khối lượng trung bình của cụm PLBs sau 30 
ngày nuôi cấy là 0,23 gam/cụm PLBs, PLBs thu 
ñược có chất lượng tốt.  

Tái sinh cây hoàn chỉnh từ PLBs: tái sinh 
cây lan kim tuyến từ PLBs theo hai giai ñoạn. 
(1) Giai ñoạn tái sinh chồi từ PLBs. (2) Giai 
ñoạn sinh trưởng chồi và tạo rễ. 

(1) Giai ñoạn tái sinh chồi từ PLBs: chồi 
ñược tái sinh trên môi trường Knudson C bổ 
sung 10% nước dừa,10% dịch chiết khoai tây, 
30 g/L ñường saccaroza, 0,5 mg/L BAP, 0,3 
mg/l GA3, 0,3 mg/L kinetin, 0,1 mg/L NAA và 
2,7 g/L gelrite, pH=5,5. 

(2) Giai ñoạn sinh trưởng chồi và tạo rễ: 
Các chồi sinh trưởng và tạo rễ hình thành cây 
hoàn chỉnh trên môi trường knudson C cơ bản 
bổ sung 10% nước dừa, 10% dịch chiết khoai 
tây, 2,7 g/L gelrite và 30 g/L ñường saccaroza, 
pH=5,5.  

Bước ñầu cho thấy, phương pháp trồng thủy 
canh trên giá thể xơ dừa phù hợp cho giai ñoạn 
tập huấn cây trong vườn ươm. Cây lan kim 
tuyến sinh trưởng ổn ñịnh, phát triển tốt, ra rễ 
và lá mới cho tỷ lệ sống sót cao. Bằng phương 
thức phát triển cây thông qua giai ñoạn cảm ứng 
tạo PLBs trong một thời gian ngắn (120 ngày) 
có thể nhân nhanh loài Lan kim tuyến, 
Anoectochilus setaceus, với hiệu suất nhân cao 
(29,66 chồi/cụm PLBs 0,23 gam). Cây giống 
thu ñược từ quy trình có tỷ lệ sống cao (80%-
100%), cây con sinh trưởng bình thường khi 
chuyển ra vườn ươm. 

Lời cảm ơn: Công trình ñược thực hiện trong 
khuôn khổ ñề tài cấp nhà nước “Nghiên cứu 
phát triển công nghệ chiếu sáng LED phục vụ 
nông nghiệp Tây Nguyên” thuộc chương trình 
Tây Nguyên 3 “Khoa học và công nghệ phục vụ 
phát triển kinh tế-xã hội vùng Tây Nguyên"-
TN3/C09. Các thí nghiệm ñược tiến hành có sử 
dụng trang thiết bị của Phòng thí nghiệm trọng 
ñiểm Công nghệ gen, Viện Công nghệ sinh học. 
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SUMMARY 
 

Anoectochilus setaceus Blume is one of the rare medicinal orchids in Vietnam. Anoectochilus setaceus 
has various functions in traditional medicine, such as anti-tumor, lipase decreasing, anti-diabetes, anti-
hepatitis... Nowadays, lan kim tuyen individuals in the nature is limited because of its slowly growth, special 
condition requirements and especially, been excessively exploited, that can result in the extinction. In order to 
preserve plant biodiversity, develop and expand lan kim tuyen cultivation, a rapid micropropagation protocol 
through PLBs-protocorm like bodies is established. Detached apical shoots were used as explants for PLBs 
initiation. After 30 days-culture, 86.25% of the explants regenerated to PLBs with fresh weight approximately 
0.23 gram per clump. Shoots were quickly regenerated from the derived PLBs by transplanting onto shoot 
regenerating medium in next 30 days. Single intact shoot separated from shoot clump was transferred to 
elongating and rooting formation medium. After 120 days of culturing process, micropropagation productivity 
achieves about 29.66 plantlets per PLBs. 

Keywords: Anoectochilus setaceus, micropropagation, PLBs, protocorm-like bodies. 
 
Ngày nhận bài: 18-12-2014 

 
 

 
 


