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TOM TAT

Trong nghién cu nay, nhitng cum chdi mang 3 - 4 protocorms tao thanh tir dinh sinh trwdng cla gibng Miltonia
sp. mau dé va mau trdng héng dwoc dung 1am ngudn nguyén liéu cho cac thi nghiém. Protocorms dwoc nudi cay
trén cac méi trwong MS, MS co6 bo sung nwéc dira, BA déc lap va BA két hop véi o NAA, 30 g/l sucrose, 8 g/l agar,
1 g/l than hoat tinh, pH 5,8. Sau 90 ngay nudi cAy, két qua cho thay, méi truéng % MS cé bb sung 15% nwéc diva,
1,5 mg/l BA va 0,1 mg/l aNAA 1a tbt nhat cho sw hinh thanh chdi va sinh trwéng chdi cay (25,60 chdi/mau, chiéu cao
1,95cm). Déi véi thi nghiém tao ré in vitro, sau 40 ngay nuéi cdy, méi trwong %4 MS c6 bd sung 0,1 - 1 mg/l aNAA
hodc 0,1 - 1 mg/l IBA, 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, 1 g/l than hoat tinh, pH 5,8 déu thich hop cho qua trinh tao ré in
vitro, ti 1& tao ré 100%. Sau 50 ngay chuyén cay con ra vudn wom, két qua cho thly, gia thé vun xo diva va don déu
thich hop cho qua trinh sinh trwéng cla cay con, tuy nhién gia thé vun xo dira (6 r&/mau, chidu dai ré 3,29cm, ti lé
sbng 90%) tét hon gia thé dén (5,60 ré/mau, chiéu dai ré 2,70cm, ti 1& sbng 86%).

Tu khéa: Hinh thanh protocorms, Miltonia sp., sinh truéng chdi cay, tai sinh ré.

Study on In vitro Propagation of Miltonia sp.

ABSTRACT

In the present study, 3 - 4 protocorms derived from meristem of red and white-pink Miltonia sp. were used as
material source for all in vitro culture experiments. Effect of MS medium concentration, coconut water and BA alone
or in combination with aNAA on protocorm formation and shoot growth were studied. After 90 days of culture, the
results showed that half MS medium supplemented with 15% coconut water, 1.5 mg/l BA in combination with aNAA
of 0.1 mg/l, 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, 1 g/l activated charcoal, and pH 5.8 was the best for protocorm induction and
shoot growth (25.60 shoots/explant, height of 1.95cm). Half MS medium containing 0.1 - 1 mg/l aNAA or 0.1 - 1 mg/I
IBA, 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, 1 g/l activated charcoal, and pH 5.8 was suitable for in vitro root formation after 40
days of culture and the rate of shoot formation was 100%. Coconut fiber and fern fiber were suitable substrates for
plantlet growth in the greenhouse, with coconut fiber being better in terms of number of roots/explant, root length and
survival rate comapred to fern fiber substrate.

Keywords: Miltonia sp., protocorm formation, shoot growth, root regeneration.

1. DAT VAN DE

Pa Lat - LaAm Pong c6 diéu kién tu nhién
thich hop cho su sinh trudng, phét trién cia hé
thuc vat va da tré thanh trung tAm trong hoa,
rau cua cd nuéc. Trong d6, lan Miltonia sp., mot
giong hoa nhap ndi c6 ngudn géc tu Brazil, 1a
mot gidng cdy trong cb gia tri kinh té& cao, méi
chau hoa cé gia tit vai tram ngan dong dén vai
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triéu déng bdi vi dang hoa dep, bén va phong
pht vé mau sic. Trén thé gidi da c6 nhiing céng
trinh nghién ciiu vé cay hoa Miltonia sp. nhu:
Stefanello et al. (2009) da nghién ctGu sy hinh
thanh protocorms va tai sinh cdy con ti dinh ré
va mau 14, Besson et al. (2010) da nghién ciu
anh hudng cac loai dudng va nong d6 dudng lén
su sinh trudng cta cdy va tai sinh ré in vitro.
Chapla et al. (2009) nghién cttu anh hudng, tac
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dong ctia than hoat tinh, pH va gia thé 1én su
sinh trudng cta cay in vitro. Stefanello et al.
(2009) va Yamakami et al. (2009) da nghién ctu
anh hudng, tac dong cua cac loai gia thé lén su
sinh trudng cta cdy con 6 giai doan ex vitro.
Nhung 6 nudc ta hién nay, chua cé cong bd nao
nghién cu nhin giéng in vitro, ciing nhu
nghién ciiu 6 giai doan ex vitro cua cdy hoa lan
Miltonia sp.

Do d6, viéc tién hanh nghién ctiu nhan
nhanh giéng hoa nay cung cadp cho ngudi dan
trong hoa phat trién kinh t& 1a van dé can thiét.
Theo phuong phap nhan giéng truyén théng
bing cach tach chiét ngoai vuén uom tao cay
giong khong dong bo, s6 lugng it khong dap tng
nhu cau tréng hoa trén qui mo cong nghiép, mét
khac, cay thudng bi nhiém bénh, sinh trudng va
phat trién kém, cho hoa khong dat chét lugng.
Ung dung ky thuat nhan giéng in vitro khic
phuc nhiing han ché& cua phuong phap nhan
giong truyén théng. Nghién ctiu nay nhiam san
xudt gidng cdy con sach bénh cung cdp cho
ngudi dan dia phuong trong hoa chau, gép phan
ting thém thu nhap cho ngusi dan dia phuong.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu

Chdi non hoa Miltonia sp. mau dé va mau
trang hong c6 chiéu dai 2 - 3cm (Hinh a, b) dudc
tach ra va tién hanh khi trung. Cac chdi non
dugc ria sach qua nudc xa phong, sau d6 khi
tring qua con 70° trong 1 phit va cudi cung khi
tring qua dung dich HgCl, 0,1% trong 10 phut.
MAau sau khi khii tring xong duge tién hanh
tach dinh sinh trudéng va cdy trén moi truong
MS (Murashige and Skoog, 1962) c6 bd sung 1
mg/l BA (6-benzyl adenin), 0,2 mg/l aNAA (o-
napthalene acetic acid), 10% nuéc dua, 1 g/l
than hoat tinh, 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, pH 5,8
(Phan Xuin Huyén va cs., 2004).

2.2. Phuong phap

Mbéi truong va diéu kién nudéi cay: Moi
truong st dung trong nghién cttu nay la moéi
truong MS, tuy theo muc dich cta cac thi
nghiém ma bé sung doc lap hay phéi hop giita

cac chat kich thich sinh trudng BA, oNAA, IBA
(indole-3-butyric), nudc dwra, than hoat tinh,
sucrose, agar, pH 5,8. Thoi gian chiéu sang 10
gid/ngay, cudng d6 anh sang 2.500 lux, nhiét do
25 + 2°C va d6 4m khong khi 13 75 - 85%.

Khao sat anh hudng cia moéi truong MS lén
su hinh thanh chéi va sinh trudng cia chéi cay:
Cac cum chdi mang 3 - 4 protocorms (Hinh c)
dugc cdy trén moéi truong 1/4 MS (gidm di 3/4
khoang da, vi lugng va vitamin), 1/2 MS (giam
di 1/2 khoang da, vi lugng va vitamin) va MS c¢6
b6 sung 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, 1 g/l than hoat
tinh, pH 5,8. Chi tiéu theo ddi 14 s6 chdi tao
thanh va chiéu cao cua chdi cay (cm). Chi tiéu
chiéu cao cdy dugc tinh 1a trung binh cta tiing
cum, sau d6 tinh trung binh cta cic cum trong
mot nghiém thiec.

Khido sat anh hudng cua nudc dira 1én su
hinh thanh chéi va sinh trudng cua chéi cay: Tu
két qua thu dugc & thi nghiém trén, chon moéi
trudng t6t nhdt sau d6 bd sung nude dua &
nhiing noéng d6 0; 5; 10 va 15%. Vat liéu nuoi
cdy 1a nhiing cum chdi mang 3 - 4 protocorms
(Hinh c). Chi tiéu theo ddi 1a s6 chdi tao thanh
va chiéu cao ctia chdi cay (cm).

Khido sat anh hudng ctia BA Ién su hinh
thanh chéi va sinh trudng cua chéi cdy: Tu két
qua thu dugc 6 thi nghiém trén, chon moéi
trudng t6t nhat, sau d6 b6 sung BA 6 cac nong
do6 0; 0,5; 1; 1,5; 2 va 3 mg/l. Vat liéu nubi cay la
nhiing cum chdi mang 3 - 4 protocorms (Hinh c).
Chi tiéu theo ddi l1a s6 chéi tao thanh va chiéu
cao cua choéi cay (cm).

Khido sat anh hudng ciia BA va aNAA lén
su hinh thanh chéi va sinh trudng cia chéi cay:
T két qua thu duge 6 thi nghiém trén chon moéi
trudng tot nhat, sau d6 bo sung 0; 0,5; 1 va 1,5
mg/l BA két hop véi 0,1 mg/l aNAA. Vat liéu
nudi cdy la nhiing cum chdéi mang 3 - 4
protocorms (Hinh c). Chi tiéu theo dbi 1a s6 chéi
tao thanh va chiéu cao cia chdi cay (cm).

Khao sat anh hudng ciia oNAA va IBA Ién su
tai sinh ré in vitro: Cac chéi Miltonia sp. in vitro
dong déu vé chiéu cao dudc cdy trén méi trudng
1/2 MS ¢6 bé sung aNAA va IBA & cac néng d6 0;
0,1; 0,5 va 1 mg/l, 30 g/l sucrose, 8 g/l agar, 1 g/l
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than hoat tinh, pH 5,8. Chi tiéu theo déi 14 s6 ré,
chiéu dai ré (cm) va tilé tai sinh ré (%).

Khio sat anh hudng cua gia thé lén su thich
nghi va sinh trudng cua cdy con ¢ gial doan ex
vitro: Tién hanh chon nhiing cAy Miltonia sp. déng
déu vé chiéu cao, s6 ré, chiéu dai ré trong trén gia
thé vun xo dita va dén. Chi tiéu theo doi 1a s ré,
chiéu dai ré (cm) va tilé séng cta cay (%).

X 1y s6 liéu: Do1 véi cac thi nghiém 4§ giai
doan in vitro, méi nghiém thic cady 15 mau. O
giai doan ex vitro, mdi gia thé trong 100 cy con.
Céc s6 liéu dudce xti 1y bang phadn mém phan tich
thong ké SPSS (ban 15.0) theo phuong phap
Duncan’s test (Duncan, 1955) d6i véi nhiing thi
nghiém c6 t& 3 nghiém thiic tré 1én va theo
phuong phap T-test d6i véi nhiing thi nghiém c6
2 nghiém thic, mic d6 tin cay P < 0,05.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh huéng ctia méi truong MS lén su
hinh thanh chéi va sinh truéng ctia chéi cay

Kha nang hinh thanh choi va sinh trudng
chdi cay hoa Miltonia sp. sau 90 ngay nudi cdy
trén moi truong MS, 1/2 MS va 1/4 MS dugc thé
hién trén bang 1. Két qua thu dugce cho thay méi
truong 1/2 MS 1a t6t nhat cho su hinh thanh chéi
va sinh trudng cta chdi, véi chiéu cao chdi cay
dat 1,20cm, s6 chodi 1a 4,10 chéi/mau (Hinh d2).
Diéu nay cho thay, khi giam mdt phan hai néng
d0 khoang da, vi lugng va vitamin cua moi
truong MS thi thich hgp cho su hinh thanh chéi
va sinh trudng cua chdi cAy Miltonia sp. Trén
moi trudng 1/4 MS, su hinh thanh chéi va sinh
trudng chdi cay thap nhat, chiéu cao choi cay dat
0,80cm, s6 chdi/mau 1a 3,30, c6 thé do ham lugng
khoang da, vi lugng va vitamin thap nén sy tao
chdi va sinh trudng chdi cdy kém hon. Trong khi
d6, moi truong MS do ¢6 ham lugng dinh dudng
cao hon ciing khéong t6t cho su hinh thanh chdi va
sinh trudng choéi cay, chiéu cao chéi cay dat
0,99cm, s6 chbi/mau 1a 3,60. Két qua nghién ctiu
nay phu hgp v6i Chapla et al. (2009), Stefanello
et al. (2009) va Besson et al. (2010) da st dung
moi truong 1/2 MS trong nghién cttu nhan giéng
in vitro ciy hoa Miltonia sp.
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Bang 1. Anh huédng ctia méi truéng MS
1én sy hinh thanh chéi va sinh truéng
cua choi cay

Moi truong Chiéu cao chdi cay (cm)  Sé chdi/mau
nudi cay
MS 0,99” 3,60%°
% MS 1,20° 4,10°
Y% MS 0,85° 3,30°

Ghi chi: “Nhiing ky tu khéc nhau (a, b, c,...) trong cot thé
hién su sai khac co y nghia vdi dé tin cdy P < 0,05 trong
phép thit Duncan’s test.

Nhu vay, méi truong 1/2 MS 14 t6t nhat su
hinh thanh protocorms va sinh trudng ctia chdi
cay Miltonia sp. va két qua nay dugc st dung
cho nhiing thi nghiém tiép theo.

3.2. Anh huéng clia nuéc dita 1én sy hinh
thanh chéi va sinh truéng cta choéi cay

Sau 90 ngiy nudi cdy trén moi truong 1/2
MS bé sung céc ndng dé nuée dita khac nhau,
kha nang hinh thanh chéi va sinh trudng chéi
cy hoa Miltonia sp. dudc thé hién & bang 2. Két
qua thu dugc cho thay nuéc dita cé tac dung tot
lén qua trinh hinh thanh chéi va sinh trudng
cua chéi cay. Cac néng dd nuée dita khac nhau,
st hinh thanh chéi va sinh trudng chéi cay ciing
khac nhau (Hinh el, e2, e3, e4), nudc dvua &
nong d6 15% la t6t nhat, chiéu cao choi cay dat
1,45cm, s6 choéi/mau la 6,50. Két qua nay ciing
cho thay qui luat khi ting néng do nuéc dia thi
su hinh thanh chéi va sinh trudng ctia choi cay
cling tidng lén. Trong nuéc diia non rat giau
clorua, kali, magie, vitamin A, E, déng thdi,
chtta mét lugng mudi, dudng, protein phu hdp
cho su tao thanh chéi va sinh trudng choéi cay
(Nguyén Van Uyén, 1984). Nudc dita duge st
dung trong nuéi cay in vitro cho nhiéu loai cay
tréng, moi trudng nudi cdy cé bé sung nude dira
lam tang hiéu qua nhan giéng in vitro. Hau hét
cac giong lan déu thich hop v6i méi trusng cé bo
sung nuéc dua. Phan Xuian Huyén va cs. (2004)
da nghién cttu nhan gidng in vitro cy hoa dia
lan c¢6 bd sung vao mdi trudng nudi cdy 10%
nudc dua. Vijayakumar et al. (2012) khi nhéan
giéng in vitro cay lan Dendrobium sp. cling da
st dung 15% nudc dia.
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Bang 2. Anh huéng ctia nude dita
1én sy hinh thanh choi
va sinh trudng cua choi cay

Nong d6 nwéc Chiéu cao chdi cay sb
dtra (%) (cm) chéi/mau

0 1,217 3,90°

5 1,28% 4,60%

10 1,35% 5,80

15 1,45 6,50°

Ghi chi: “Nhiing ky tu khéac nhau (a, b, c,...) trong cot thé
hién su sai khac co y nghia vdi do tin cdy P < 0,05 trong
phép thit Duncan’s test.

Nhu vay, tit két qua thu dugc cho thay méi
trudng 1/2 MS bé sung 15% nuée dira 14 t6t nhat
cho su hinh thanh chdéi va sinh trudng choi cay
Miltonia sp. va két qua nay dudc st dung cho
nhiing thi nghiém tiép theo.

3.3. Anh huéng ctia BA 1én sy hinh thanh
chéi va sinh trudng cua chéi cay

T két qua thu duge ctia thi nghiém trén,
chon méi trudng 1/2 MS ¢6 bd sung 15% nudc
dita dé thuc hién thi nghiém nay, kha nang hinh
thanh choi va sinh trudng chéi cdy hoa Miltonia
sp. sau 90 ngay nudi cdy trén méi trudng co bd
sung céc néng d6 BA dugc thé hién trén bang 3.

Két qua thi nghiém cho thay, su hinh thanh
chdi va sinh trudng chodi cay tot nhat khi BA &
nong do6 1,5 mg/l, chiéu cao cay dat 1,85cm, s6
chéi/mau 1a 22,20 (Hinh f4). Néng d6 cia BA
tang 0 - 1,5 mg/l thi su hinh thanh chéi va sinh
trudng cta choi ciy ciing tang 1én (Hinh f1, £2,
£3), nhung khi néng do BA tang lén 2 - 3 mg/l
thi su hinh thanh choéi va sinh truéng choi cay
giam xuéng (Hinh 5, f6) va cho thay protocorms
khé phat trién thanh chéi cdy va cé biéu hién
bién di, c6 thé giai thich BA & ndéng dd cao tc
ché& protocorms phat trién thanh chéi cay. Diéu
nay cho thay, néng do6 BA ti 0 - 1,5 mg/l c6 tac
dung thic ddy cac protocorms phat trién thanh
chéi cay, nhung khi néng do6 BA tang lén 2 - 3
mg/l sé c6 tac dung kim ham cac protocorms
phat trién thanh chéi ciy. BA la chit diéu hoa
sinh trudéng thudc nhém cytokinin c6 vai tro
quan trong trong phan chia té& bao va kich thich
su hinh thanh chéi. Bsi vy, trong nuéi cdy mo

Bang 3. Anh huéng ctia BA 1én sy hinh
thanh chéi va sinh trudng cua chéi cay

Nong d6 BA

(mg/) Chiéu cao chéi cay (cm)  Sbé chbi/mau
0 1,46 6,40°
0.5 1,57 11,60°
! 174° 16,60°
1,5 1,85° 22 20¢
2 1,82° 15.70°
3 1,63% 14,40°

Ghi chi: “Nhiing ky tu khéac nhau (a, b, c,...) trong cot thé
hién su sai khac co y nghia véi dé tin cdy P < 0,05 trong
phép thit Duncan’s test.

té& bao thuc vat BA thuong dudc st dung trong
giai doan nhan nhanh. Néng d6 cia BA dudc st
dung trong nhan gidng in vitro & nhiing loai cay
khéc nhau 1a khac nhau, c6 loai cay thich hgp &
nong d6 thap, co loai cay thich hop 6 néng do
cao. Hién nay chua thady céng bé ndo st dung
BA ddc lap trong nghién cttu nhan giéng in vitro
cay hoa Miltonia sp. Tuy nhién, BA d3 dugc st
dung nghién cttu nhan giéng trén nhiéu loai cay
tréong khac nhu: Vijayakumar et al. (2012), Rao
and Barman (2014) d& nghién cttu nhan giéng
Dendrobium sp.; Susumu et al. (1995) nghién
Codonopsis

ctiu nhan gidng in vitro cay

lanceolata TRAUTV.

Nhu vay, méi truong 1/2 MS bé sung 15%
nudc dira, 1,5 mg/l BA 12 t6t nhat cho su hinh
thanh chéi va sinh trudng chéi cay.

3.4. Anh huéng ctia BA va aNAA 1én sy hinh
thanh chéi va sinh trudng cua chéi cay

T két qua thu dude ctia thi nghiém trén
chon méi trudng 1/2 MS ¢6 bd sung 15% nudc
dita dé thuc hién thi nghiém nay, kha nang hinh
thanh choi va sinh trudng chéi cAy hoa Miltonia
sp. sau 90 ngay nudi ciy trén mdi trudng cé bo
sung cac néong do BA ké&t hop 0,1 mg/l NAA dugc
thé hién trén bang 4.

Két qua thi nghiém cho thay, su ké&t hop
gitia BA va oNAA c6 anh hudng tich cuc lén qua
trinh hinh thanh chéi va sinh trudng cta choéi
cdy. BA & néng dd 1,5 mg/l két hop véi 0,1 m/l
oNAA 1a t6t nhat, véi chiéu cao chéi cay dat
1,95cm, s6 chdi 1a 25,60 chéi/mau. Chiéu cao cia
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Bang 4. Anh hudng ctia BA va NAA
1én sy hinh thanh chéi
va sinh trudng ctia chéi cay

Nong do

Chiéu cao chdi S6

BA (mg/l)  NAA (mg/l) cay (cm) chdi/méu
0,0 0,0 1,44% 6,80°
0,5 0,1 1,71° 13,50°
1 0.1 1,86™ 19,70°
1.5 0.1 1,95° 25,60°

Ghi chi: “Nhiing ky tu khédc nhau (a, b, c,..) trong cot thé
hién su sai khac co y nghia vdi do tin cdy P < 0,05 trong
phép thit Duncan’s test.

chéi cay tang lén khi tang noéng do BA tu O -
1,6mg/l (Hinh g1, g2, g3, g4). Sy hinh thanh
chdi ciing ting lén khi ting nong BA ti 0 - 1,5
mg/l. Chéi cay c6 biéu hién xanh mugt va sinh
trudng tot. Diéu nay cho thay khi tang néng d6
BA két hop véi 0,1 mg/l oNAA da kich thich su
hinh thanh chéi ciy va su ting trudng chiéu cao
cua chdi cay, qua day ciing cho thay, su két hop
cia BA va oNAA c¢6 su tuong tac ning cao hiéu
qua trong nhan gidng in vitro ciy hoa Miltonia
sp.. Trong nhan giéng in vitro, nhiéu loai cay
trong chi phu hgp véi cac chat thudc nhém
cytokinin, nhung c6 nhiéu loai ciy trong khi két
hop cac chat diéu hoa sinh trudng gitia nhém
cytokinin va auxin thi nang cao hiéu qua trong
nhan giéng. Hién nay chua thiy cong bd nao
nghién ctu két hop gitia BA va oNAA trong
nhan giéng ciy hoa Miltonia sp., ngoai trit cong
b6 ctia Stefanello et al. (2009) nghién ctiu két

hgp gitta 2,4-D va BA 1én qua trinh hinh thanh
protocorms ciy hoa Miltonia sp. tit dinh ré va
mau 14, két qua cho thay 3 mg/l 2,4D két hop 1 -
3 mg/l BA 1a thich hgp cho su hinh thanh
protocorms. Trén nhiing d6i tugng cdy tréng
khéac, da c6 rat nhiéu nghién ctiu két hop gitia
nhém cytokinin va auxin nhu: Sunitibala and
Kishor (2009) da
Dendrobium transparens L. va chting minh BA
két hop véi aNAA t6t hon BA két hop véi IBA va
IAA; Hoang Thi Kim Héng (2011) da st dung
BA va aNAA trong nhan giéng in vitro doan
than cdy ha thu 6 d6 tao cum chdi (8,54
chéi/mau).

nghién cGu nhan giéng

Nhu vay, két qua thu duge cho thdy moi
trudng 1/2 MS c¢6 bd sung 1,5 mg/l BA va 0,1
mg/l aNAA 14 t6t nhat cho su hinh thanh choéi
va sinh trudng choi cay.

3.5. Khao sat anh hudéng cua aNAA va IBA
1én sy tai sinh ré in vitro

Kha n#ng tai sinh ré in vitro cta cac chéi
cay hoa Miltonia sp. sau 40 ngay nudi cdy trén
mdi trudng 1/2 MS c6 bé sung cac nong do aNAA
va IBA doc lap dude thé hién trén bang 5.

Két qua thi nghiém cho thay, cac chdi cay &
cac noéng @6 ciia oNAA va IBA (0 - 1 mg/l) déu ra
ré 100%, tuy nhién 6 nhiing néng d6 khac nhau
thi sy tai sinh ré khac nhau (Hinh h1, h2, h3,
h4; Hinh 11, 12, 13, i4). Anh huéng ciua IBA 1én
chéi cay tai sinh ré nhiéu hon aNAA, cu thé 6
néng d6 1 mg/l IBA tao ra 6,10 r&/mau, trong

Bang 5. Anh huwéng ctia oNAA va IBA 1én sy tai sinh ré in vitro

Nong d6 aNAA (mg/l)  Nbng dd IBA (mg/l) Tilétao ré (%) S6 ré/méau Chiéu dai r& (cm)
0 100 1,807 2,40°
0,1 100 3,10° 2,27°
0,5 100 4,00 2,13
1 100 4,90° 1,85°
0,1 100 3,20° 2,11°
0,5 100 4,90° 1,95%
1 100 6,10° 1,79°

Ghi chi: “Nhiing ky tu khdc nhau (a, b, c,...) trong cot thé hién su sai khac c6 y nghia véi dé tin cay P < 0,05 trong phép thit

Duncan’s test.
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khi d6, aNAA c6 cting nong d6 nhung chi tao ra
4,90 ré/miu. Két qua nay ciing cho thay qui
luat, khi tdng nong d6 aNAA va IBA thi so ré
tang 1én, nhung chiéu dai ré giam di. Néng d6
aNAA va IBA 0 mg/l cho thay tat ca cac choi cay
déu tai sinh ré in vitro, két qua nay tuong dong
v6i két qua cua Chapla et al. (2009), Besson et
al. (2010) va Stefanello et al. (2010) khi nghién
ctiu tai sinh ré in vitro cAy Miltonia flavescens
Lindl. khong st dung chat kich thich sinh
truéng thudéc nhém auxin. Hién nay chua thiy
cong bo nao nghién ctiu anh hudng cua oNAA va
IBA lén qua trinh tai sinh ré in vitro cAy hoa
Miltonia sp., nhung da c6 nhiéu nghién ctiu
cong bd st dung aNAA va IBA trong qui trinh
tai sinh ré in vitro cAy hoa déng tién nhu nghién
ctiu ciia Nguyén Thi Thu Hang va cs. (2013).

Nhu vay, két qua thu dudc ctia thi nghiém
cho thdy, méi truong 1/2 MS c6 bé sung 0,1 - 1
mg/l aNAA hosc 0,1 - 1 mg/l IBA déu thich hop
cho qua trinh tai sinh ré in vitro cidy hoa
Miltonia sp.

3.6. Khao sat anh hudng cta gia thé lén su
thich nghi va sinh trudéng cta ciy con &
giai doan ex vitro

Kha nang thich nghi va sinh trudng cta cay
cdy mo6 Miltonia sp. ¢ giai doan vudn uom sau
50 ngay tréng va chim séc trén gia thé vun xo
dita va dén duge thé hién trén Bang 6. K&t qua
thi nghiém cho thay, ty 1é song clia cay trén gia
thé vun xo dita dat 90%, ti 1é séng cla cay trén
gi4 thé dén 1a 86%. Qua trinh chuyén cay con ra
vuon uom la giai doan quan trong quyét su dinh
thanh céng trong vi nhan gidng, cidy in vitro
nudi cdy trén moéi trudng thach va d6 4m bio
hoa, do vay, khi chuyén ciy con ra giai doan
vuon uom tréng trén gia thé méi chua thich
nghi va d6 4m th&p nén cay con thudng bi chét.
Cay con trong trén gia thé vun xo dita c6 s6 ré
nhiéu hon nhung khong c6 ¥ nghia vé mét théng
ké sinh hoc va chiéu dai ré dai hon nhiing cay
con trong trén gia thé dén (Hinh k1, k2). Diéu
nay cho thdy, gia thé vun xo dita x6p, min va gii
4m t6t nén thich hop cho su sinh trudng cia ciy

Bang 6. Anh huéng chia gia thé 1én
su thich nghi va sinh trudng cua cay
con § giai doan ex vitro

Giathé  Séré/mAu  Chidudaird cm) "(-"02)0”9
Vun xo dira 6,00% 3,29° %
Don 5,60° 2,70 86

Ghi chu: *Nhiing ky tu khac nhau (a, b,...) trong cot thé hién
su sai khéc c6 ¥ nghia véi do tin cay P < 0,05 trong phép thi
T-test.

con trong giai doan dau 6 diéu kién vuon uom.
Két qua nay ciing tuong duong véi két qua cua
Stefanello et al. (2009) tréng cAy Miltonia
flavescens Lindl. in vitro trén gia thé dén, vun
x0 dita, vé thong sau 30 ngay chim séc ti 1& séng
cua cay dat 80 - 100%. Yamamoto et al. (2009)
va Yamakami et al. (2009) st dung gia thé dén,
vun x0 diia, vo théng, trau, than cti, réu nudc,
vun ba mia dudng khi chuyén cay con Miltonia
sp. ra giai doan vudn uom.

Nhu vay, gia thé vun xo dita va gia thé dén
déu thich hgp chuyén cdy con Miltonia sp. ra
giai doan vudn uom, nhung gia thé vun x¢ dia
t6t hon gia thé dén.

4. KET LUAN

T cac két qua thu dude cho thay, moi
truong 1/2 MS b6 sung 15% nude dia, 1,5 mg/l
BA, 0,1 mg/l NAA, 30 g/l sucrose, 1 g/l than hoat
tinh, 8 g/l agar, pH 5,8 1a t6t nh4at cho su hinh
thanh chdi va sinh trudng cua chdi cidy hoa
Miltonia sp. (chiéu cao chéi cay dat 1,95cm, s6
chdi/mAau 1a 25,60). Méi trudng 1/2 MS bd sung
0,1 - 1 mg/l NAA hoéc 0,1 - 1 mg/l IBA, 30 g/l
sucrose, 1 g/l than hoat tinh, 8 g/l agar, pH 5,8
déu thich hgp cho su tao ré in vitro ciy hoa
Miltonia sp., v6i ti 1& tai sinh ré 100%. Khi
chuyén cay con Miltonia sp. ra trong 6 diéu kién
vuon uom thi gia thé vun xo dua va gia thé dén
déu thich hop cho sy sinh trudng ctia ciy 6 giai
doan ex vitro, nhung gia thé vun xd dita tot hon,
vé6i ti 1é sdng dat 90%, s6 lugng 6 ré/cay, chiéu
dai ré 3,29cm.
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Hinh 1. Nhan giéng in vitro cAy hoa Miltonia sp.

Ghi chi: a. Miltonia sp. mau dé; b. Miltonia sp. mau trdng hong; c. Protocorms; d1, d2 va d3. Chéi cay trén méi truong MS, 1/2
MS va 1/4 MS; el, e2, e3 va e4. Chéi cdy trén méi truong 0, 5, 10 va 15% nudc dira; f1, £2, £3, f4, 5 va 6. Chéi cay trén moéi
truong 0, 0,5, 1, 1,5, 2 va 3 mg/l BA; g1, g2, g3 va g4. Chéi cy trén moéi truong 0, 0,5, 1, va 1,5 mg/l BA két hop véi 0,1 mg/l
aNAA; h1, h2, h3 va h4. Tai sinh ré in vitro trén méi truong 0, 0,1, 0,5 va 1 mg/l aNAA; i1, i2, i3, i4. T4i sinh ré in vitro trén
moi truong 0, 0,1, 0,5 va 1 mg/l IBA; j. Cay Miltonia sp. hai thang tuéi trong tai vuon uom; k1, k2. Cdy Miltonia sp. hai thiang
tudi trong trén gii thé vun xo dira va gid thé don; 1. Cdy Miltonia sp. ba thang tuéi trong vao chau nhd.
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