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TÓM TẮT  

 Lan Nhất điểm hoàng (Dendrobium heterocarpum Lindl.) là loài hoa đẹp được sử dụng làm cảnh, đang bị 
đe dọa tuyệt chủng. Trong nghiên cứu này, ảnh hưởng của BA, NAA và TDZ đến sự hình thành PLB 
(Protocorm-like body); BA, dịch chiết (cà rốt, khoai tây, chuối) đến sự sinh trưởng và phát triển của chồi; IAA, 
IBA và NAA đến sự ra rễ in vitro, cũng như ảnh hưởng của các loại giá thể (xơ dừa, dớn, đất sạch Eco, trấu 
hun phối trộn đất sạch Eco) đến sự sống sót và sinh trưởng cây con ngoài vườn ươm đã được khảo sát. Kết quả 
nghiên cứu cho thấy, môi trường thích hợp cho sự hình thành PLB là MS bổ sung 2 mg/L BA và 1,0 mg/L 
NAA (7,11 PLB/mẫu; 68,9% mẫu tạo PLB) hoặc môi trường MS bổ sung 1 mg/L TDZ với 0,5 mg/L NAA 
(7,29 PLB/mẫu; 75,53% mẫu tạo PLB). Trên môi trường nuôi cấy MS bổ sung 1,5 mg/L BA (20,47 chồi/mẫu; 
chiều cao chồi 1,96 cm) và môi trường nuôi cấy MS bổ sung 60 g chuối chín/lít (22,40 chồi/mẫu; chiều cao 
chồi 2 cm) đều phù hợp cho sự sinh trưởng và phát triển của chồi cây. Môi trường thích hợp cho sự tạo rễ in 
vitro là: ½ MS bổ sung 0,5 mg/L NAA (4,4 rễ/chồi; chiều dài rễ 3,12 cm; 95,56% chồi ra rễ). Sau 60 ngày 
chuyển cây con in vitro ra ngoài vườn ươm, kết quả thí nghiệm cho thấy giá thể thích hợp nhất là giá thể dớn 
(5,0 rễ/mẫu; chiều dài rễ 3,4 cm; tỉ lệ sống 97,78%). Kết quả nghiên cứu nhân giống in vitro lan Nhất điểm 
hoàng góp phần bảo tồn và phát triển bền vững cũng như hướng tới việc nhân nhanh cây con phục vụ thương 
mại hóa loài lan rừng quý này. 

Từ khóa: Bảo tồn, Dendrobium heterocarpum Lindl., giá thể, in vitro, lan rừng, PLB 

MỞ ĐẦU 

 Chi lan Hoàng thảo (Dendrobium) trên thế giới có 
khoảng 1200 - 1400 loài, ở Việt Nam có 101 loài và 1 
thứ, phân bố ở các vùng núi từ Bắc vào Nam và trên 
một số đảo ven biển (Dương Đức Huyến, 2007). Tuy 
nhiên, nhiều loài lan rừng Việt Nam đang có xu 
hướng giảm đi do những ảnh hưởng bất lợi của điều 
kiện môi trường sống và sự khai thác quá mức của 
con người. Trong đó, Nhất điểm hoàng cho hoa to 
đẹp, màu vàng rơm, cánh môi màu da cam với sọc đỏ 
hay nâu; hoa có hương thơm, lâu tàn nên rất được 
khách hàng ưa chuộng và với tình trạng thu hái, buôn 
bán lan rừng trái phép phổ biến như hiện nay sẽ dẫn 
đến nguy cơ mất nguồn gen loài lan quý hiếm trong 
một tương lai gần. Theo Sách đỏ Việt Nam (2007), 
loài này được đánh giá ở mức nguy cấp (EN) nên việc 
bảo tồn, quản lý và khai thác nguồn tài nguyên này 
một cách hợp lý là cấp thiết (Nguyễn Tiến Bân, 2007). 

 Trong tự nhiên, lan nhân giống chủ yếu bằng 
hình thức sinh sản vô tính là nhân chồi, nhưng hệ số 
nhân giống thấp. Bên cạnh đó, hạt lan trong tự nhiên 
rất khó nảy mầm vì không có nội nhũ (Trần Hợp, 
1998). Hiện nay, cùng với sự phát triển của công 
nghệ sinh học, việc nhân giống in vitro được xem là 
phương pháp hữu hiệu nhất để nhân nhanh và bảo 
tồn nhiều loài lan quý hiếm (Mitra, 1986). Cho đến 
nay đã có nhiều công trình nghiên cứu vi nhân giống 
chi Dendrobium như: D. transparens L. (Sunitibala, 
Kishor, 2009); D. draconis Rchb.f. (Niramol, 2009); 
D. chrysanthum Lindl. (Koravisd, 2011); D. 
aggregatum (Vijayakumar et al., 2012); D. 
wangliangii (Dake et al., 2013); D. chrysanthum 
Wall. ex Lindl. (Rao, Barman, 2014); D. officinale 
Kimura et Migo (Nguyễn Thị Sơn et al., 2014). Tuy 
nhiên, vẫn chưa có nghiên cứu cụ thể về việc nhân 
giống in vitro loài lan Nhất điểm hoàng. Để góp 
phần vào công tác bảo tồn cũng như hướng tới việc 
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nhân nhanh cây con phục vụ thương mại hóa loài 
hoa đẹp, quý hiếm và có giá trị thẩm mĩ cao của Việt 
Nam thì nhân giống in vitro lan Nhất điểm hoàng là 
việc làm cấp thiết và có ý nghĩa. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vật liệu  

 Mẫu cấy là chồi ngủ của những cây lan rừng 
thuộc loài Nhất điểm hoàng đang được trồng tại 
Vườn Bảo tồn lan của Viện Nghiên cứu Khoa học 
Tây nguyên.  

Phương pháp nghiên cứu 

Môi trường nuôi cấy 

Môi trường được sử dụng trong các thí nghiệm 
là môi trường khoáng MS (Murashige, Skoog, 
1962) hoặc ½ MS có bổ sung thêm 30 g/l sucrose, 8 
g/l agar, 10% nước dừa và 1 g/l than hoạt tính. 
Ngoài ra, tùy theo mục đích thí nghiệm mà môi 
trường nuôi cấy sẽ bổ sung thêm dịch chiết chuối 
chín, khoai tây, cà rốt, nước dừa và các chất điều 
hòa sinh trưởng thực vật. Cách làm dịch chiết: Cà 
rốt để cả vỏ rửa sạch; chuối tiêu chín bỏ vỏ, xay 
nhỏ mịn riêng từng loại; khoai tây để cả vỏ rửa sạch 
luộc chín dùng cả nước luộc xay nhỏ mịn. Tất cả 
các môi trường nuôi cấy được điều chỉnh pH = 5,8 
và được hấp khử trùng ở nhiệt độ 121oC, áp suất 1 
atm, trong 25 min. Mẫu sau khi cấy được nuôi 
trong điều kiện nhiệt độ 25 ± 2oC, cường độ chiếu 
sáng 35 µmol.m-2.s-1 thời gian chiếu sáng 8 h (Đặng 
Thị Thắm et al., 2016).  

Phương pháp khử trùng 

 Các chồi ngủ được rửa sạch dưới vòi nước, 
ngâm trong xà phòng loãng 15 min rồi rửa sạch xà 
phòng dưới vòi nước chảy. Sau khi rửa sạch đem 
mẫu vào tủ cấy ngâm trong dung dịch Streptomycine 
2‰ trong vòng 20 phút lắc đều và rửa lại bằng nước 
cất từ 3 - 6 lần. Cuối cùng mẫu được khử trùng bằng 
HgCl2 1‰ thêm vài giọt Tween 80 trong vòng 8 min 
và rửa lại bằng nước cất vô trùng. Mẫu sau khi khử 
trùng được tiến hành cấy trên môi trường ½ MS có 
bổ sung 0,1 mg/L NAA; 1 mg/L BA (Đặng Thị 
Thắm et al., 2016).  

Khả năng tạo PLB 

 Các PLB được hình thành từ nuôi cấy chồi ngủ 

sau 30 ngày cấy vào môi trường nuôi cấy MS có bổ 
sung BA (1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg/L) kết hợp NAA (0,2; 
0,5; 1,0). Tiếp tục thực hiện thí nghiệm với môi 
trường nuôi cấy MS có bổ sung độc lập TDZ (0,05; 
0,1; 0,5; 1,0; 1,5 mg/L) và kết hợp NAA (0,5 mg/L). 

Tái sinh chồi in vitro  

 Cấy vào mỗi bình thí nghiệm 3 cụm chồi có 
chiều cao 6 mm, mỗi cụm có chứa 03 chồi được cấy 
vào môi trường nuôi cấy MS có bổ sung BA (0; 0,5; 
1; 1,5; 2; 2,5 mg/L) hoặc các dịch chiết (khoai tây, 
cà rốt, chuối). 

Hình thành cây in vitro hoàn chỉnh 

 Chọn những chồi có chiều cao khoảng 2 cm, 
tương đối đồng đều nhau được cấy trên môi trường 
nuôi cấy ½ MS có bổ sung riêng rẽ IAA, IBA, NAA 
ở các nồng độ 0; 0,3; 0,5; 1,0 mg/L. 

Khảo sát ảnh hưởng của giá thể lên sự thích nghi 
và sinh trưởng của cây con ở giai đoạn ex vitro 

 Chọn những cây Nhất điểm hoàng đồng đều về 
chiều cao, số rễ, chiều dài rễ trồng trên giá thể xơ 
dừa, dớn, đất sạch Eco, trấu hun phối trộn đất sạch 
Eco. Chỉ tiêu theo dõi là số rễ, chiều dài rễ (cm) và tỉ 
lệ sống của cây (%). 

Xử lý số liệu 

 Các thí nghiệm ở giai đoạn in vitro được bố trí 
theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại. Mỗi 
nghiệm thức được cấy 5 bình, mỗi bình 3 mẫu cấy. 
Số liệu thu thập được xử lý bằng phần mềm phân 
tích thống kê SPSS 16.0 theo phương pháp Duncan. 
Ở giai đoạn ex vitro, mỗi giá thể được trồng 45 cây 
con, số liệu được xử lý bằng phần mềm Microsorf 
Excel 2010. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ảnh hưởng của BA, NAA và TDZ lên khả năng 
tạo PLB 

Ảnh hưởng của BA kết hợp NAA đến khả năng 
hình thành PLB 

 Sau khi tiến hành vào mẫu chồi ngủ 30 ngày, 
những mẫu sạch nấm bệnh được chọn và chuyển vào 
môi trường MS có bổ sung BA và NAA với các 
nồng độ khác nhau để tiến hành thí nghiệm. Kết quả 
được thể hiện ở bảng 1. 
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Bảng 1. Ảnh hưởng của BA kết hợp NAA đến khả năng hình thành PLB sau 45 ngày nuôi cấy. 

BA NAA Số PLB / mẫu cấy % mẫu cấy tạo PLB 
0 0 2,02h 28,83g 

1 0,2 3,22g 42,23f 

1,5 0,2 3,73ef 51,10cde 

2 0,2 4,22de 48,90def 

2,5 0,2 3,89e 55,53bcd 

1 0,5 5,00c 57,77bc 

1,5 0,5 3,38fg 44,43ef 

2 0,5 4,45d 55,53bcd 

2,5 0,5 5,60b 62,23ab 

1 1 5,00c 55,53bcd 

1,5 1 4,62cd 53,3cd 

2 1 7,11a 68,9a 
2,5 1 5,00c 55,53bcd 

 
Chú thích:*: Những chữ cái khác nhau (a,b,c,…) trong cùng một cột chỉ sự khác nhau có ý nghĩa với α = 0,05 trong 
Ducan’s test. 
 
 Trong thí nghiệm này, mô phân sinh chồi phát 
triển từ một khối tròn trong suốt sau 1 tuần nuôi cấy, 
phát triển mô, hình thành PLB sau 30 ngày nuôi cấy 
đến 45 ngày nuôi cấy tạo PLB hình cầu, màu xanh 
vàng. Phương pháp nuôi cấy đỉnh chồi là kỹ thuật 
vừa tạo ra cây sạch bệnh virus vừa cho tỷ lệ nhân 
giống cao bởi vì đỉnh chồi là bộ phận đặc biệt nhất 
của cây, không chỉ được che chắn bởi những sơ khởi 
lá mà tại vị trí này, hệ thống mạch chưa liên kết tới 
nên thường không bị xâm nhiễm bởi virus. Hơn nữa, 
sự di chuyển của virus không theo kịp với tốc độ 
phân chia tế bào ở vùng mô phân sinh ngọn (Morel, 
1960). Kỹ thuật này cho phép nhân giống với một tỷ 
lệ nhân giống cao vì bộ phận đỉnh chồi còn ở giai 
đoạn non, chứa các tế bào gốc nên quá trình phân 
chia và phân hóa diễn ra mạnh. Như vậy, nhân giống 
lan từ các protocorm xuất phát từ đỉnh chồi được 
xem là ổn định về nguồn gen và sạch bệnh. 

 Kết quả trên bảng 1 cho thấy, sau 45 ngày nuôi 
cấy, các công thức thí nghiệm đều có sự khác nhau 
về giá trị của các chỉ tiêu nghiên cứu. Trong đó, trên 
nền môi trường bổ sung chất kích thích sinh trưởng 
số PLB/mẫu cấy cao hơn môi trường không bổ sung 
chất kích thích sinh trưởng (Hình 1c, 1d). Như vậy, 
khả năng tạo PLB phụ thuộc vào nồng độ tổ hợp chất 
điều hòa sinh trưởng có trong môi trường. Trên môi 
trường nuôi cấy MS bổ sung 2 mg/L BA và 1 mg/L 
NAA là môi trường tối ưu tạo PLB đối với loài D. 
heterocarpum Lindl., cho số PLB/mẫu cấy và phần 
trăm mẫu tạo PLB cao nhất (7,11 PLB/mẫu; 68,9% 
mẫu tạo PLB) ở độ tin cậy 95% (Hình 1d). Kết quả 

của chúng tôi cũng phù hợp với nghiên cứu của 
Niramol (2009) trên loài D. draconis Rchb.f. Tuy 
nhiên, Sunitibala và Kishor (2009) khi nhân giống D. 
transparens L. đã chỉ ra rằng trên môi trường nuôi 
cấy ½ MS bổ sung BA (0,5; 1; 2; 4 mg/L) kết hợp 
NAA (1 mg/L) không tạo PLB và callus, mà môi 
trường tạo PLB là ½ MS bổ sung 0,5 mg/L BA.  

Ảnh hưởng của TDZ kết hợp NAA đến khả năng 
hình thành PLB  

 Khả năng hình thành PLB của chồi lan D. 
heterocarpum Lindl. sau 45 ngày nuôi cấy trên môi 
trường MS bổ sung độc lập TDZ (0,05; 0,1; 0,5; 1; 
1,5 mg/L) và kết hợp NAA (0,5 mg/L) được thể hiện 
ở bảng 2. 

 Kết quả thu được ở bảng 2 cho thấy, trong môi 
trường bổ sung TDZ kết hợp NAA thì khả năng hình 
thành PLB được cảm ứng mạnh đối với mẫu cấy hơn 
môi trường bổ sung độc lập TDZ. Sau 45 ngày nuôi 
cấy, các công thức thí nghiệm đều có sự khác nhau 
về giá trị chỉ tiêu nghiên cứu. Trong đó, môi trường 
nuôi cấy MS bổ sung 1 mg/L TDZ và 0,5 mg/L 
NAA là môi trường thích hợp tạo PLB, cho số 
PLB/mẫu cấy và phần trăm mẫu tạo PLB cao nhất 
(7,29 PLB/mẫu; 75,53% mẫu tạo PLB) (Hình 1e). 
Tuy nhiên, khi nồng độ TDZ tăng lên 1,5 mg/L kết 
hợp 0,5 mg/L NAA thì có tác dụng ức chế sự hình 
thành PLB và đặc biệt mẫu có màu xanh nhạt, tạo 
thành khối không thích hợp cho sự phát triển của 
chồi cây. TDZ là chất điều hòa sinh trưởng thuộc 
nhóm cytokinin có tác dụng kích thích sự phân chia 
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tế bào và hình thành chồi trong nhân giống in vitro. 
Hiện nay, TDZ được ứng dụng rộng rãi trong nhân 
giống in vitro cây hoa lan. Trần Thị Ngọc Lan et al., 
(2014) khi nhân giống 4 loài địa lan đã bổ sung vào 
môi trường nuôi cấy 0,1 mg/L TDZ làm tăng số PLB 
được nhân lên; tuy nhiên, các PLB được tạo thành có 
chồi kéo dài và mọng nước. H’Yon Niê Bing et al., 
(2016) trong nghiên cứu nhân giống Thanh đạm 
Tuyết ngọc đã bổ sung TDZ ở các nồng độ khác 
nhau vào môi trường để nhân nhanh PLB; kết quả 
thu được tái sinh chồi trực tiếp sau đó chồi phình to 
và mọng nước. Paromik et al., (2014) cũng đã sử 
dụng TDZ trong nhân giống in vitro loài D. nobile 
Lindl., kết quả nghiên cứu cho thấy trên môi trường 

nuôi cấy bổ sung 1,5 mg/L TDZ thích hợp tạo PLB; 
khi nồng độ TDZ tăng lên 2 mg/L có cảm ứng tạo 
PLB nhưng PLB thu được hạn chế sự hình thành 
chồi. Như vậy, TDZ có tác động cảm ứng tái sinh 
mạnh đối với các loài lan; tuy nhiên, ở các đối tượng 
nghiên cứu khác nhau thì tùy thuộc nồng độ TDZ sử 
dụng mà mẫu mô có những đáp ứng thay đổi sinh 
hoá, sinh lý, hình thái khác nhau. 

 Như vậy, môi trường nuôi cấy MS bổ sung 2 
mg/L BA, 1 mg/L NAA hoặc môi trường MS bổ 
sung 1 mg/L TDZ và 0,5 mg/L NAA được chọn làm 
môi trường tạo PLB nhân giống D. heterocarpum 
Lindl.  

 
Bảng 2. Ảnh hưởng của TDZ kết hợp NAA đến sự hình thành PLB sau 45 ngày nuôi cấy.  
  

TDZ NAA Số PLB / mẫu cấy % mẫu cấy tạo PLB 

0 0 2,02f 28,83d 

0,05 0 2,22f 33,30cd 

0,1 0 3,64e 57,77ab 

0,5 0 4,35d 62,23ab 

1 0 6,65b 68,90ab 

1,5 0 7,04ab 51,31bc 

0,05 0,5 3,73e 51,10bc 

0,1 0,5 5,11c 66,70ab 

0,5 0,5 6,62b 71,10ab 

1 0,5 7,29a 75,53a 
1,5 0,5 6,80b 75,53a 

 
Chú thích:*: Những chữ cái khác nhau (a,b,c,…) trong cùng một cột chỉ sự khác nhau có ý nghĩa với α = 0,05 trong Ducan’s test. 

   
Tái sinh chồi in vitro 

Khảo sát ảnh hưởng của BA đến sự hình thành và 
phát triển của chồi cây in vitro 

 Sau 60 ngày nuôi cấy trên môi trường ½ MS bổ 
sung BA (0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 mg/L), khả năng hình 
thành và sinh trưởng chồi cây D. heterocarpum 
Lindl. được thể hiện ở bảng 3. 

 Kết quả trên bảng 3 cho thấy, sự hình thành và 
sinh trưởng chồi cây tốt nhất trên môi trường ½ MS 
bổ sung 1,5 mg/L BA, chiều cao chồi đạt 1,96 cm 
với 20,47 chồi/mẫu (Hình 1f4). Nồng độ của BA tăng 
0 - 1,5 mg/L thì sự hình thành chồi và sinh trưởng 
của chồi tăng lên (Hình 1f1, 1f2, 1f3), nhưng khi nồng 
độ BA tăng lên 2,0 - 2,5 mg/L thì sự hình thành chồi 
và sinh trưởng chồi cây giảm xuống (Hình 1f5, 1f6). 
Điều này cho thấy, nồng độ BA từ 0 - 1,5 mg/L có 
tác dụng thúc đẩy PLB phát triển thành chồi, nhưng 

khi nồng độ BA tăng lên 2,0 - 2,5 mg/L sẽ có tác dụng 
kìm hãm các PLB phát triển thành chồi cây. BA là 
chất điều hòa sinh trưởng thuộc nhóm cytokinin có vai 
trò quan trọng trong phân chia tế bào và kích thích sự 
hình thành chồi. Bởi vậy, trong nuôi cấy mô tế bào 
thực vật BA thường được sử dụng trong giai đoạn 
nhân nhanh. Vijayakumar et al., (2012) trong nghiên 
cứu nhân giống D. aggregatum cũng thu được kết quả 
môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L BA và 150 ml/l 
nước dừa là tốt nhất cho nhân chồi. Nguyễn Thanh 
Tùng et al., (2010) đã khảo sát ảnh hưởng của TDZ, 
Kinetin và tổ hợp Kinetin với NAA lên khả năng tái 
sinh chồi của D. aduncum từ PLB; kết quả thu được 
môi trường nuôi cấy MS bổ sung 3 mg/L Kinetin kết 
hợp 0,3 mg/L NAA cho tỷ lệ tái sinh chồi cao nhất. 
Nồng độ của BA được sử dụng trong nhân giống in 
vitro ở những loại cây khác nhau là khác nhau, có loại 
cây thích hợp ở nồng độ thấp, có loại cây thích hợp ở 
nồng độ cao.  
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Bảng 3. Ảnh hưởng của BA kết hợp NAA đến khả năng 
hình thành và phát triển của chồi cây in vitro.  

BA (mg/L) Chiều cao chồi (cm) Số chồi/cụm 
0 1,37d 14,60e 
0,5 1,76bc 16,40d 

1,0 1,90ab 18,07b 

1,5 1,96a 20,47a 

2,0 1,70c 18,47b 

2,5 1,65c 17,33c 
 
Chú thích:*: Những chữ cái khác nhau (a,b,c,…) trong cùng 
một cột chỉ sự khác nhau có ý nghĩa với α = 0,05 trong 
Ducan’s test. 

Ảnh hưởng của dịch chiết củ, quả lên sự hình 
thành và sinh trưởng chồi cây 

 Cấy vào mỗi bình thí nghiệm 3 cụm chồi có 
chiều cao 6 mm, mỗi cụm có chứa 3 chồi được đưa 
vào nuôi cấy trên nền môi trường MS có bổ sung các 
dịch chiết (khoai tây, chuối, cà rốt) qua đó xác định 
được ảnh hưởng của các chất bổ sung này đến sự 
hình thành và sinh trưởng chồi cây. Kết quả được thể 
hiện ở bảng 4. 

 Kết quả thu được ở bảng 4 cho thấy, đối với môi 
trường bổ sung dịch chiết sự hình thành và phát triển 

chồi cây tốt hơn môi trường không bổ sung dịch 
chiết (Hình 1g). Chen và Chen (1998) khi nghiên 
cứu nhân giống lan Oncidium thu được kết quả sự 
sinh trưởng của cây tốt nhất trên môi trường bổ sung 
các dịch chiết chuối, cà rốt, khoai tây, nước dừa và 
tryptophan. Các dịch chiết chuối, khoai tây, khoai sọ 
có chứa niacin và một số vitamin; kích thích sự nảy 
mầm và sinh trưởng của cây lan (Islam et al., 2000). 
Trong nghiên cứu này, khi bổ sung riêng lẻ dịch 
chiết Khoai tây, Cà rốt vào môi trường nuôi cấy chồi 
thu được có màu vàng nhạt, thân mảnh; sự hình 
thành và phát triển chồi cây tốt nhất trên môi trường 
MS bổ sung 60 g Chuối/lít môi trường cho số 
chồi/cụm nhiều nhất (22,40 chồi/cụm), chiều cao 
chồi đạt 2 cm/chồi và chồi có màu xanh đậm (Hình 
1g3). Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu của 
Nguyễn Thị Sơn et al., (2014) bổ sung 60 g Chuối/lít 
môi trường khi nhân nhanh cụm chồi lan D. 
officinale Kimura et Migo. Dịch chiết chuối khi bổ 
sung vào môi trường nuôi cấy có tác dụng kích thích 
sự hình thành và phát triển chồi từ PLB với lan 
Dendrobium (Aktar et al., 2008). Saranjeet và 
Bhutani (2012) cho rằng dịch chiết chuối làm tăng số 
lượng lá D. nobile. Như vậy, môi trường MS bổ sung 
60 g Chuối/lít môi trường là tối ưu cho nhân nhanh 
cụm chồi loài D. heterocarpum Lindl. 

Bảng 4. Ảnh hưởng của dịch chiết củ, quả đến sự hình thành và sinh trưởng chồi cây sau 60 ngày nuôi cấy. 

 Chiều cao chồi (cm) Số chồi/cụm 
Đối chứng (ĐC) 
ĐC + 60g khoai tây/L môi trường  
ĐC + 60g chuối/L môi trường 
ĐC + 60g cà rốt/L môi trường 

1,30d 

1,67b 

2,00a 

1,50c 

14,40d 

18,60b 

22,40a 

15,13c 

Chú thích:*: Những chữ cái khác nhau (a,b,c,…) trong cùng một cột chỉ sự khác nhau có ý nghĩa với α = 0,05 trong Ducan’s test. 

Bảng 5. Ảnh hưởng của IAA, IBA, NAA lên sự ra rễ của loài D. heterocarpum Lindl. 

IAA IBA NAA Tỷ lệ chồi ra rễ (%) Số rễ / chồi Chiều dài rễ (cm) 

0 0 0 48,89 1,27 e* 1,28 f 

0,3 0 0 55,56 1,4 e 1,50 ef 

0,5 0 0 60 1,8 de 1,66 ef 

1,0 0 0 57,78 1,6 e 1,82 de 

0 0,3 0 60 2,2 cd 1,90 de 

0 0,5 0 71,11 2,8 c 2,12 cd 

0 1,0 0 68,89 2,6 c 1,73 de 

0 0 0,3 80 3,8 ab 2,68 b 

0 0 0,5 95,56 4,4 a 3,12 a 
0 0 1,0 82,22 3,6 b 2,43 bc 

Chú thích:*: Những chữ cái khác nhau (a,b,c,…) trong cùng một cột chỉ sự khác nhau có ý nghĩa với α = 0,05 trong Ducan’s test. 
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Khảo sát ảnh hưởng của các chất điều hòa sinh 
trưởng (IAA, IBA, NAA) đến khả năng tái sinh rễ 
in vitro 

 Các chồi cây D. heterocarpum Lindl. đồng đều 
về chiều cao được cấy trên môi trường ½ MS bổ 
sung độc lập các chất kích thích sinh trưởng IAA, 
IBA, NAA ở nồng độ 0,5; 1,0 và 1,5 mg/L, khả năng 
tái sinh rễ in vitro của các chồi lan D. heterocarpum 
Lindl. sau 60 ngày nuôi cấy thể hiện trên bảng 5.  

 IAA, IBA, NAA đều là các auxin có tác dụng 
kích thích sự hình thành và kéo dài rễ. Do các chất 
này gây ra sự giảm độ pH trong thành tế bào nên 
hoạt hóa các enzym phân hủy các polysaccharide là 
pectin methylesterase liên kết giữa các sợi cellulose 
làm chúng lỏng lẻo. Vách tế bào mềm và trở nên 
lỏng lẻo hơn làm tế bào kéo dài ra. Tùy theo loại 
auxin mà tác dụng kéo dài cũng khác nhau. Kết quả 
trên Bảng 5 cho thấy, trong môi trường không bổ 
sung chất kích thích sinh trưởng cũng có sự xuất 
hiện rễ. Tuy nhiên, khi bổ sung chất kích thích sinh 
trưởng vào môi trường nuôi cấy sẽ rút ngắn được 
thời gian tạo rễ và tỷ lệ ra rễ cao hơn. Ở các nghiệm 
thức bổ sung IBA (0,3; 0,5; 1,0 mg/L) cho tỷ lệ ra rễ 
lần lượt là 60; 71,11; 68,89%; trong đó bổ sung 0,5 
mg/L IBA cho số rễ cao nhất đạt 2,8 rễ/chồi, chiều 
dài rễ là 2,12 cm với 71,11% chồi ra rễ tuy nhiên rễ 
mảnh, yếu (Hình 1h5,1h6,1h7). Các nghiệm thức bổ 
sung IAA cho tỷ lệ ra rễ, số rễ và chiều dài rễ thấp 
hơn so với IBA và NAA khi cùng nồng độ (Hình 
1h2,1h3,1h4). NAA là chất kích thích sinh trưởng phù 
hợp cho sự ra rễ, khi bổ sung NAA (0,3; 0,5; 1 
mg/L) vào môi trường nuôi cấy có tỷ lệ ra rễ cao trên 
80%, rễ phát triển mạnh; đặc biệt nghiệm thức bổ 
sung 0,5 mg/L NAA có tỷ lệ ra rễ 95,56%, số lượng 
rễ đạt 4,40 rễ/chồi, chiều dài rễ là 3,12 cm, rễ khỏe 
và rễ phát triển đồng đều hơn so với các nghiệm thức 
bổ sung 0,3 mg/L, 0,5 mg/L NAA (Hình 1h8; 1h9; 
1h10). Kết quả này phù hợp với kết quả nghiên cứu 
của Koravisd (2011), môi trường bổ sung NAA 
thuận lợi nhất cho sự ra rễ của chồi lan D.

chrysanthum Lindl. với 4,8 rễ/chồi. Dake et al., 
(2013) sử dụng môi trường ½ MS bổ sung 0,5 mg/L 
NAA tạo rễ in vitro cây D. wangliangii. Như vậy, 
môi trường ½ MS có bổ sung 0,5 mg/L NAA thích 
hợp cho quá trình tái sinh rễ in vitro cây D. 
heterocarpum Lindl. 

Khảo sát ảnh hưởng của giá thể đến tỷ lệ sống và 
chất lượng cây con D. heterocarpum Lindl. 

 Khả năng thích nghi và sinh trưởng của cây cấy 
mô D. heterocarpum Lindl. ở giai đoạn vườn ươm 
sau 60 ngày trồng và chăm sóc trên giá thể bột xơ 
dừa, đất sạch Eco, trấu hun phối trộn đất sạch Eco và 
dớn được thể hiện trên bảng 4.  

 Qua kết quả trên bảng 6 cho thấy, các loại giá 
thể khác nhau cũng có ảnh hưởng khác nhau đến tỷ 
lệ sống của cây con. Trên giá thể bột xơ dừa, cây con 
có tỷ lệ sống thấp nhất (73,33%) lá xanh nhạt, chưa 
ra rễ mới (Hình 1i1). Giá thể trấu hun phối trộn đất 
sạch Eco, cây con có tỷ lệ sống cao hơn (77,78%) 
tuy nhiên nhận thấy cây con yếu, chưa có rễ mới 
(Hình 1i2). Giá thể là đất sạch Eco cây con cho tỷ lệ 
sống (80,00%) ở công thức này đã hình thành rễ mới 
nhưng cây con sinh trưởng chậm (Hình 1i3). Trên giá 
thể dớn cây con có tỷ lệ sống cao nhất (97,78%) số 
rễ nhiều nhất (5 rễ/cây) và chiều dài rễ dài nhất (4,5 
cm) với chất lượng cây con tốt nhất lá xanh đậm, 
hình thành nhiều rễ mới (Hình 1i4). Giai đoạn 
chuyển cây con ra vườn ươm rất quan trọng quyết 
định sự thành công trong vi nhân giống. Cây in vitro 
nuôi cấy trên môi trường thạch và độ ẩm bão hòa, do 
vậy, khi chuyển cây con ra giai đoạn vườn ươm 
trồng trên giá thể mới chưa thích nghi và độ ẩm thấp 
nên cây con thường bị chết. Nguyễn Thị Tâm et al., 
(2007) khi trồng cây con in vitro D. hybrid trên giá 
thể rêu ngoại, xơ dừa cho tỉ lệ sống (57,89% - 
67,67%), Nguyễn Thanh Tùng et al., (2010) trồng 
cây con D. aduncum trên giá thể rêu nước và dương 
xỉ (1:1) sau 30 ngày tỉ lệ sống đạt 90% cây sinh 
trưởng tốt, hình thành nhiều rễ mới. 

 

Bảng 6. Ảnh hưởng của giá thể đến tỷ lệ sống cây con sau 60 trồng ngoài vườn ươm. 

Giá thể Số rễ Chiều dài rễ (cm) Tỷ lệ sống (%) 

Bột xơ dừa 3,0 3,2 73,33 

Trấu hun phối trộn đất sạch Eco (1:1) 3,0 3,7 77,78 

Đất sạch Eco 3,5 3,4 80,00 

Dớn 5,0 4,5 97,78 
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Hình 1. Nhân giống in vitro D. heterocarpum Lindl. a. Cây D. heterocarpum Lindl.; b. Sau khi vào mẫu 30 ngày; c. Nghiệm 
thức đối chứng thí nghiệm tạo PLB; d: tạo PLB khi bổ sung 2mg/L BA và 1 mg/L NAA; e. tạo PLB khi bổ sung 1 mg/L TDZ 
và 0,5 mg/L NAA; f. Ảnh hưởng của BA và NAA đến sự hình thành và sinh trưởng chồi in vitro; g. Ảnh hưởng của dịch chiết 
cà rốt, chuối, khoai tây đến sự hình thành và sinh trưởng chồi in vitro; h. Ảnh hưởng của IAA, IBA và NAA đến sự hình 
thành rễ; i. Cây con ngoài vườn ươm sau 2 tháng trên các giá thể bột xơ dừa, trấu hun phối trộn đất sạch Eco (1:1), đất 
sạch Eco và dớn. 
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KẾT LUẬN 

 Kết quả nghiên cứu cho thấy, môi trường thích 
hợp cho sự hình thành PLB là MS bổ sung 2 mg/L 
BA và 1 mg/L NAA hoặc môi trường MS bổ sung 1 
mg/L TDZ với 0,5 mg/L NAA. Môi trường nuôi cấy 
MS bổ sung 1,5 mg/L BA và môi trường nuôi cấy 
MS bổ sung 60 g chuối/L đều phù hợp cho sự sinh 
trưởng và phát triển của chồi cây. Môi trường thích 
hợp cho sự tạo rễ in vitro là: ½ MS bổ sung 0,5 mg/L 
NAA (4,4 rễ/chồi; chiều dài rễ 3,12 cm; 95,56% chồi 
ra rễ). Giá thể thích hợp chuyển cây con in vitro ra 
ngoài vườn ươm là giá thể dớn. 

Lời cảm ơn: Nhóm tác giả xin chân thành cảm ơn 
Viện Nghiên cứu Khoa học Tây Nguyên, Viện Hàn 
lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam, Chương trình 
Tây Nguyên 2016-2020 mã số TN18/T08 đã hỗ trợ 
kinh phí cho nghiên cứu này. 
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Dang Thi Tham, H’Yon Nie Bing, Nguyen Thi Thanh Hang, Dinh Van Khiem, Nong Van Duy, Tran 
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SUMMARY 

 Dendrobium heterocarpum Lindl. is an endangered species which is currently used as ornamental pot plant 
for its beautiful flowers. An increase in collection for trade or any other purposes may lead to a dramatic 
decrease in the population of this species, thus becoming rare or endangered species in the near future. In this 
study, effects of plant growth regulators (BA, NAA, IAA, IBA, TDZ) and natural supplements (carrot, potato, 
and banana extracts) on protocorm like bodies (PLBs) formation; growth and development of shoot; and root 
regeneration of D. heterocarpum Lindl. as well as type of substrates on acclimatization and growth of seedlings 
were investigated. The results showed that PLBs formation was optimal on MS medium supplemented with 2.0 
mg/L BA and 1.0 mg/L NAA (7.11 PLBs/explant; PLBs formation percentage of 68.9%) or MS medium 
supplemented with 1 mg/L TDZ and 0.5 mg/L NAA (7.29 PLBs/explant; PLBs formation percentage of 
75.53%). For subculture, MS medium supplemented 1.5 mg/L BA and 60 g/L banana extract (22.40 
shoots/explant; shoot length of 2 cm) was the most suitable for shoot regeneration and growth. Additionally, 
root formation was the most suitable on ½ MS medium supplemented with 1 mg/L NAA (4.4 roots/shoot; root 
length of 3.12 cm; root formation of 95.56%). Finally, the sufficiently rooted plantlets were transferred to 
greenhouse for hardening. After 60 days, coconut fiber substrate was the most suitable for seedling growth and 
development (with survival rate of 97.78%, root number of 5 and shoot length of 3.4 cm). The results of 
propagation in vitro Dendrobium heterocarpum Lindl. contribute to conservation and sustainable development 
as well as towards the rapid multiplication of seedlings for commercial commercialization of this wild orchid 
species. 

Keywords: conservation, Dendrobium heterocarpum Lindl., in vitro, substrate, PLBs, wild orchid 


