Tạp chí Khoa học ĐHQGHN: Khoa học Tự nhiên và Công nghệ, Tập 33, Số 1 (2017) 48-57
54
P.T.T. Hiền, N.V. Đính / Tạp chí Khoa học ĐHQGHN: Khoa học Tự nhiên và Công nghệ, Tập 33, Số 1 (2017) 48-57
57
P.T.T. Hiền, N.V. Đính / Tạp chí Khoa học ĐHQGHN: Khoa học Tự nhiên và Công nghệ, Tập 33, Số 1 (2017) 48-57

Nhân giống lan Đai châu đỏ (Rhynchostylisgigantea L. ) 
bằng công nghệ nuôi cấy in vitro
Phan Thị Thu Hiền*, Nguyễn Văn Đính
Trường Đại học Sư phạm Hà Nội 2, Xuân Hòa, Phúc Yên, Vĩnh Phúc

Nhận ngày 28 tháng 11 năm 2016
Chỉnh sửa ngày 12 tháng 12 năm 2016; Chấp nhận đăng ngày 23 tháng 03 năm 2017
 Tóm tắt: Đai châu đỏ (Rhynchostylisgigantea L.) là loài lan quý, có nguy cơ bị tuyệt chủng do bị mất môi trường sống thích hợp và sự khai thác quá mức của con người. Việc nhân giống in vitro là phương pháp hữu hiệu để tăng cường số lượng, giúp bảo tổn nguồn gen. Hạt lan 09 tháng tuổi là mẫu cấy tối ưu được sử dụng là vật liệu khởi đầu cho nuôi cấy in vitro. Hạt nảy mầm trên môi trường MS cho tỷ lệ nảy mầm tạo protocorm đạt 84,62%. SM5 (MS bổ sung 2.0 mg l/1 BAP và  1.0 mgl IBA) tăng tỷ lệ tạo phôi soma  và số lượng phôi soma/cụm protocorm. Chồi được phát triển sau 08 tuần trên môi trường MS có bổ sung 0.5 mg/l BAP và 0,5 mg/l Kinetin. Môi trường này khi bổ sung thêm nước dừa 20%, tỷ lệ tái sinh đạt 41,41%, chiều dài chổi đạt 4,33 cm sau 08 tuần nuôi cấy. Chồi đạt chiều dài khoảng 4 cm được chuyển sang môi trường ra rễ MS có bổ sung 1,5 mg/L NAA, cho tỷ lệ ra rễ đạt 50,67%. Cây có bộ rễ hoàn chỉnh được chuyển sang bầu với giá thể nuôi là dớn và xơ dừa tỷ lệ 1:1 trong điều kiện nhà lưới nhiệt độ 25 ± 2oC, tỷ lệ cây con sống sót là 98,41%. Quy trình này hiệu quả với việc nhân nhanh một lượng cây con lớn nhằm bảo tồn nguồn giống in vitro và ex vitro ở giống lan đai châu đỏ (Rhynchostylisgigantea L.).

Từ khóa: Rhynchostylisgigantea L., nhân nhanh, in vitro, phôi soma, protocorm, giá thể.
1. 1. Đặt vấn đề( 
Phong Lan (Orchidaceae)  được coi là họ lớn nhất trong giới thực vật có hoa bao gồm 880 chi và hơn 25.000 loài [1]. Một trong những phương thức chủ yếu của công nghệ sinh học để bảo tồn sự đa dạng và có được nguồn giống dồi dào các giống hoa lan quý là nhân nhanh in vitro. Hạt giống hoa lan được nảy mầm nhờ nấm cộng sinh đặc hiệu, giúp tăng cường khả năng nảy mầm. Nghiên cứu của Moore (1849), Bernard (1899) [2, 3], Knudson (1922) đã phát triển các cây con từ hạt trên môi trường dinh dưỡng in vitro [4]. Sau đó, Rotor (1949) và  Morel (1960) đi tiên phong trong nuôi cấy in vitro từ phát sinh cơ quan [5, 6]. Từ đó, việc phát triển số lượng lớn cây giống dựa vào nuôi cấy in vitro bắt đầu phát triển và được thương mại hóa ở nhiều nước [7]. Bên cạnh việc sử dụng hạt làm nguyên liệu in vitro, các chồi đỉnh, chồi nách, đoạn thân, protocorm, protoplast…đều có thể tái sinh, phát triển thành cây hoàn chỉnh và nhân nhanh  [8-11]. Những công trình này đã cung cấp cho thị trường một số lượng lớn cây giống và góp phần bảo tồn các cây phong lan nhiệt đới quý hiếm. Tuy vậy, một nhược điểm dễ thấy khi nuôi cấy in vitro  là xuất hiện các biến dị soma trong quá trình nuôi cấy nguyên liệu thực vật qua nhiều thế hệ  [12, 13]. Nhiều môi trường được sử dụng: MS có bổ sung chất kích thích sinh trưởng khác nhau như BA, thidiazuron (TDZ), BAP, NAA, 3-indoleacetic acid (IAA) and gibberellic acid (GA3) [14-16]. Vật liệu ban đầu để tạo protocorm có thể là hạt, hoặc lát cắt lớp mỏng tế bào sinh dưỡng  [17-18]. Hiện nay, có rất nhiều công trình nghiên cứu in vitro thành công ở cây phong lan với nhiều loài, vật liệu và môi trường nuôi cấy, có hiệu quả khác nhau [19-23]. Ở Việt Nam, có rất nhiều công trình đã  nghiên cứu nhân giống in vitro các giống như lan hồ điệp hoa trắng nhị vàng Phalaenopsis Sogo Yukidian [24], Dendrobium, Catleya và Phalaenopsis [25]. Lan Đai Châu (Rhynchostylis gigantea) thuộc chi lan Ngọc điểm (Rhynchostylis Blume) là một loài lan thường được trồng phổ biến nhất, ra hoa vào dịp Tết cổ truyền [26, 27]. Do đó, để bảo tồn và phát triển loài lan quý hiếm này không còn phương pháp nào khác là phải tiến hành nhân giống và nuôi trồng chúng ở quy mô lớn. Bui Van Le và đồng tác giả (1999) đã nghiên cứu tìm ra quy trình nhân lan đai châu hiệu quả từ mảnh cắt lát mỏng tế bào [28]. Đặc điểm quả Lan đai châu đỏ nói riêng và các loài lan khác là hạt không có nội nhũ, vì vậy trong điều kiện tự nhiên, hạt rất khó nảy mầm và phát triển thành cây con. Phương pháp truyền thống để nhân giống lan Đai châu là phương pháp tách chồi, tuy nhiên hệ số nhân rất thấp và cây có thể bị nhiễm bệnh trong quá trình tiếp xúc với các yếu tố bất lợi ngoài môi trường và thực tế cho hệ số nhân rất thấp [29]. Nhân nhanh in vitro được coi là phương pháp hữu hiệu nhất để bảo tồn nguồn gen và cung cấp số lượng cây giống lớn trong thời gian ngắn.
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu nghiên cứu

Loài Lan đai châu đỏ (Rhynchostylis gigantea (Lindley) Ridley) thuộc họ phong lan (Orchidaceace)  được thu thập ở Vườn quốc gia Tam Đảo, Vĩnh Phúc. Sử dụng hạt sau khi thụ phấn được 09 tháng để làm vật liệu nuôi cấy khởi đầu.

2.2 Phương pháp nghiên cứu

Lựa chọn đối tượng và cách khử trùng khi vào mẫu in vitro phù hợp
Sử dụng vật liệu vào mẫu chính là hạt lấy từ quả 9 tháng tuổi của giống lan đai châu đỏ. Các vật liệu thực vật này được khử trùng bằng ba công thức khác nhau. CT1: Javen 10%, CT2: Javen 10% + cồn 70% và CT3: Javen 10% + HgCl2 0,1% + cồn 70%.

Ảnh hưởng của tổ hợp BAP và IBA  lên khả năng tạo phôi soma từ protocorm

Sử dụng tổ hợp chất kích thích sinh trưởng BAP và IBA với nồng độ khác nhau để khảo sát khả năng tạo phôi soma từ protocorm. Theo dõi hai chỉ tiêu tỷ lệ tạo phôi soma/cụm protocorm và số phôi soma/1 protocorm hình thành sau 08 tuần.

Ảnh hưởng của tổ hợp BAP và Kinetin lên khả năng tái sinh chồi

Nghiên cứu ảnh hưởng của tổ hợp BAP và kinetin lên khả năng hình thành chồi với 5 công thức môi trường khác nhau. ĐC: MS; SC1: MS +0,5 mg/l BAP + 0,1 mg/l kinetin; SC2: MS + 0,5 mg/l BAP + 0,3 mg/l kinetin; SC3: ĐC + 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l kinetin; SC4: 0,5 mg/l BAP + 0,7 mg/l kinetin.

Ảnh hưởng của nồng độ NAA lên khả năng phát sinh rễ của Lan Đai châu đỏ

Chồi sau khi được nhân với số lượng lớn được đặt trên môi trường MS có bổ sung NAA  với nồng độ khác nhau (0; 0,5,1,0; 1,5; 2,0 mg/L) để theo dõi các chỉ tiêu: tỷ lệ ra rễ, số rễ/chồi, chiều dài và hình thái rễ.

Ảnh hưởng của thành phần giá thể lên khả năng sống sót và sinh trưởng của cây

Để đánh giá khả năng sống sót của cây nuôi cấy mô ra môi trường, chúng tôi tiến hành khảo sát trên các loại giá thể khác nhau: 100% xơ dừa, 100% giớn, 50% xơ dừa, 50% giớn trên dựa vào chỉ tiêu tỷ lệ sống sót của cây con sau 01 tháng trồng trên các giá thể khác nhau.

Môi trường sử dụng trong nghiên cứu này ở pH = 5,60 -5,80 có bổ sung 30 g glucose và 7 g/L agar. Môi trường được khử trùng ở 117oC. Nuôi cấy cây ở nhiệt độ 25oC ± 2oC, chế độ sáng/tối mỗi ngày 16h/18h.

Bố trí thí nghiệm và xử lý số liệu

Các thí nghiệm được bố trí 3 lần lặp lại.Số liệu được xử lý bằng phần mềm Microsoft exel 2007 [30].
3. Kết quả nghiên cứu

3.1 Khử trùng mẫu, tạo vật liệu khởi đầu in vitro
Khi sử dụng vật liệu để tạo vật liệu khởi đầu là hạt lấy từ quả 9 tháng tuổi của giống lan đai châu đỏ, vật liệu thực vật này được khử trùng bằng ba công thức khác nhau. CT1: Javen 10%, CT2: Javen 10% + cồn 70% và CT3: Javen 10% + HgCl2 0,1% +  ethanol 70%. Đây là bước quyết định sự thành công của quy trình nhân giống đai châu đỏ, vì vật liệu phải có điều kiện sạch, khả năng tái sinh tốt thì mới có thể nhân nhanh được trong điều kiện in vitro.
Chúng tôi sử dụng  quả lan đai châu đỏ 9 tháng tuổi, đây là dạng hạt bánh tẻ, có sức sống tốt nhất để vào mẫu, vì nếu sử dụng hạt quá non (2-4 tháng tuổi) hoặc hạt quá già (12-24 tháng tuổi đều cho kết quả tái sinh kém (kết quả không trình bày ở đây). Khi sử dụng quả lan đai châu đỏ để tiến hành khử trùng ở ba công thức khác nhau, chúng tôi thu được kết quả như bảng 1.1.

Bảng 1.1. Kết quả vào mẫu quả để sử dụng hạt lan đai châu đỏ nuôi cấy in vitro

	Công thức 
khử trùng
	Lô 
thí nghiệm
	Số hạt 
ban đầu
	Số mẫu sống 
sót/sạch
	Tỷ lệ 
sống sót (%)
	Trung bình ± SD

	CT1
	1
	150
	35
	23,33
	22,80± 0,94

	
	2
	167
	39
	23,35
	

	
	3
	152
	33
	21,71
	

	CT2
	1
	134
	42
	31,34
	31,23± 0,80

	
	2
	122
	39
	31,97
	

	
	3
	158
	48
	30,38
	

	CT3
	1
	145
	123
	84,83
	84,62± 1,48

	
	2
	157
	135
	85,99
	

	
	3
	171
	142
	83,04
	

	
	
	
	
	
	


Dựa vào kết quả ở bảng 1.1 cho thấy, công thức khử trùng tốt nhất đối với nguyên liệu là hạt lan là CT3, ở công thức khử trùng này cho tỷ lệ mẫu sống sót và sạch cao nhất, đạt 84,62%. Môi trường sử dụng Javen 10% có tỷ lệ mẫu sống sót/sạch thấp nhất: tỷ lệ mẫu sạch và sống sót chỉ đạt 22,8%, còn lại là nhiễm và chết.

3.2. Ảnh hưởng của tổ hợp các BAP và IBA lên khả năng tạo phôi soma từ protocorm

Hạt sau khi tiến hành vào mẫu từ hạt trên môi trường MS, sau nuôi cấy 60 ngày các hạt đều phát triển ở dạng protocorm. Để tạo chồi từ protocorm xuất phát từ hạt có hai giai đoạn: 1. Tạo phôi soma từ dạng protocorm; 2. Tái sinh chồi từ phôi soma.

Ảnh hưởng của BAP và IBA lên khả năng tạo phôi soma từ protocorm phát sinh từ hạt 

Phôi soma được coi như một phương pháp ưu việt nhất trong hệ thống nhân giống in vitro và công nghệ chuyển gen (Phan Thị Thu Hiền et al, 2015)[31]. Phôi soma được hình thành từ protocorm được công bố đầu tiên ở Cymbidium  [32], Phalaenopsis  amabilis  var.  formosa  [33] và  Rhynchostylis gigantea [34] . Gần đây, Naing et al., 2011 đã tạo phôi soma ở Coelogyne cristata [35]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành nghiên cứu khả năng tạo phôi soma từ protocorm 60 ngày tuổi xuất phát từ hạt của giống lan đai châu đỏ, chúng tôi tiến hành khảo sát ảnh hưởng của BAP và IBA lên khả năng hình thành phôi soma ở giống lan này. Kết quả thu được như bảng 1.2, hình 1.1.
Bảng 1.2. Ảnh hưởng của BAP và IBA lên số lượng phôi soma hình thành từ protocorm 

	Kí hiệu
	Nồng độ KTST (mg/L)
	Số protocorm 
ban đầu
	Số protocorm 
tạo phôi soma
	Tỷ lệ TB (%)
	TB ± SD

	
	BAP
	IBA
	
	
	
	

	SM1
	0
	0
	31
	3
	9,68
	9,38 ± 0,29

	
	
	
	32
	3
	9,38
	

	
	
	
	33
	3
	9,09
	

	SM2
	0,5
	1
	41
	6
	14,63
	15,29 ± 0,57

	
	
	
	32
	5
	15,63
	

	
	
	
	32
	5
	15,63
	

	SM3
	1
	1
	33
	12
	36,36
	37,52 ± 1,17

	
	
	
	32
	12
	37,50
	

	
	
	
	31
	12
	38,71
	

	SM4
	1,5
	1
	35
	14
	40,00
	40,95 ± 0,86

	
	
	
	36
	15
	41,67
	

	
	
	
	34
	14
	41,18
	

	SM5
	2
	1
	31
	20
	64,52
	63,55 ± 1,01

	
	
	
	33
	21
	63,64
	

	
	
	
	32
	20
	62,50
	

	SM6
	2,5
	1
	41
	12
	29,27
	29,53 ± 0,68

	
	
	
	31
	9
	29,03
	

	
	
	
	33
	10
	30,30
	

	
	
	
	
	
	
	


Kết quả cho thấy, môi trường MS cơ bản (Đối chứng) cho tỷ lệ tạo phôi soma thấp nhất, đạt 9,38%. Tổ hợp chất kích thích sinh trưởng BAP và IBA có tác động rõ rệt lên sự hình thành phôi soma ở giống lan Đai châu đỏ, trên môi trường SM2 có bổ sung 0,5 mg/L BAP và 1 mg/L IBA, cho tỷ lệ tạo phôi soma cao xấp xỉ gấp 2 lần so với môi trường đối chứng. Môi trường có bổ sung 2 mg/L BAP và 1 mg/L IBA cho tỷ lệ tạo phôi ở các khối protocorm cao nhất, đạt xấp xỉ 63,55%. Kết quả này phù hợp với kết quả nghiên cứu của Mahendran và Narmatha Bai (2012) khi nghiên cứu quá trình tạo phôi soma của loài lan Cymbidium bicolor Lindl. [36]. Trên môi trường MS cơ bản có bổ sung 2 mg/l BAP và 1 mg/L NAA cho tỷ lệ tạo phôi soma cao nhất, số phôi tạo thành/protocorm xấp xỉ 26. Công trình này còn sử dụng môi trường này để kéo dài chồi và tạo rễ cho chồi sau tái sinh.
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	Hạt bắt đầu nảy mầm sau 02 tuần
	Protocorm hình thành


Hình 1.1. Hạt nảy mầm thành protocorm.
Để nghiên cứu hiệu quả tạo phôi soma, chúng tôi tiếp tục khảo sát  tác động của môi trường có bổ sung BAP và IBA nồng độ khác nhau lên số lượng phôi soma tạo thành/protocorm (Biểu đồ 1.1)
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Biểu đồ 1.1. Ảnh hưởng của BAP và IBA đến số lượng phôi soma hình thành từ protocorm. 
Dựa vào kết quả thể hiện ở biểu đồ 1.1 cho thấy, tổ hợp BAP và IBA tác động rõ rệt lên số lượng phôi tạo thành từ protocorm của giống lan đai châu đỏ. Cụ thể, trên môi trường SM1, không bổ sung hai chất này, chỉ cho 3,33 phôi soma/protocorm. Khi bổ sung tổ hợp hai chất kích thích sinh trưởng BAP và IBA đã cho thấy sự thay đổi rõ rệt. Môi trường SM2 cho thấy sự tạo thành phôi/protocorm đạt 7,67, gấp đôi môi trường SM1. Môi trường SM5 cho thấy sự hình thành số lượng phôi nhiều nhất, lượng phôi đạt 19,67 phôi/protocorm. 

3.3. Ảnh hưởng của BAP và Kinetin lên khả năng hình thành chồi từ phôi soma

Từ dạng phôi soma của giống lan đai châu đỏ, chúng tôi tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của tổ hợp BAP và kinetin lên khả năng hình thành chồi với 5 công thức môi trường khác nhau.

Bảng 1.3. Ảnh hưởng của BAP và Kinetin lên khả năng tái sinh chồi từ phôi soma của giống Lan Đai châu đỏ
	Kí hiệu
	Chất KTST (mg/L)
	Số cụm phôi 
ban đầu
	Số cụm phôi 
tái sinh
	Tỷ lệ 
tái sinh (%)
	Trung bình  
(%) ± SD

	
	BAP
	Kinetin
	
	
	
	

	ĐC
	0
	0
	31
	2
	6,45
	6,25 ± 0,20

	
	
	
	33
	2
	6,06
	

	
	
	
	32
	2
	6,25
	


	SC1
	0,5
	0,1
	31
	6
	19,35
	20,39 ± 0,95

	
	
	
	34
	7
	20,59
	

	
	
	
	33
	7
	21,21
	

	SC2
	0,5
	0,3
	32
	10
	31,25
	30,99 ± 0,60

	
	
	
	33
	10
	30,30
	

	
	
	
	35
	11
	31,43
	

	SC3
	0,5
	0,5
	34
	14
	41,18
	41,41 ± 0,92

	
	
	
	33
	14
	42,42
	

	
	
	
	32
	13
	40,63
	

	SC4
	0,5
	0,7
	34
	12
	35,29
	37,40 ± 2,05

	
	
	
	32
	12
	37,50
	

	
	
	
	33
	13
	39,39
	

	SC5
	0,5
	1
	31
	10
	32,26
	31,27 ± 0,98

	
	
	
	32
	10
	31,25
	

	
	
	
	33
	10
	30,30
	

	
	
	
	
	
	
	


Dựa vào kết quả thu được ở bảng  1.3 cho thấy, trên môi trường MS, tỷ lệ tái sinh đạt thấp, xấp xỉ 6,25%.  BAP và Kinetin là hai nhóm chất kích thích sinh trưởng thuộc nhóm xytokinin, có tác dụng tăng cường sự phân bào, giúp các tế bào thực vật tăng sinh nhanh hơn, tạo điều kiện thuận lợi cho tái sinh (Hình 1.2).

Khi bổ sung vào môi trường nuôi cấy BAP và kinetin với nồng độ khác nhau, hiệu quả tái sinh đã có sự thay đổi rõ rệt, ở môi trường SC1, sự tái sinh đã tăng lên 20,39%. 
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Hình 1.2. Quá trình tái sinh của giống lan đai châu đỏ từ phôi soma. 
A: Qúa trình diệp lục hóa của phôi soma, B: Chồi bắt đầu hình thành.

Tỷ lệ tái sinh đạt cao nhất ở môi trường SC3 có bổ sung 0,5 mg/L BAP và 0,5 mg/L Kinetin, tỷ lệ tái sinh đạt xấp xỉ 41,41%. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Ngô Xuân Bình (2010) [37], ông cũng đã chứng minh được khi bổ sung BAP và Kinetin sẽ kích thích được quá trình tái sinh của các protocorm phát triển từ hạt của các giống lan đai châu in vitro, tỷ lệ tái sinh đạt 40%, tương đương với kết quả của chúng tôi trong thí nghiệm này (hình 1.2).

3.4. Ảnh hưởng của nồng độ NAA lên khả năng phát sinh rễ của Lan Đai châu đỏ

Đối  với  nuôi  cấy  mô  và  tế  bào  thực  vật, auxin được  sử dụng để kích  thích phân  chia  tế bào và phân hóa rễ. Những auxin  thường dùng rộng rãi trong nuôi cấy mô và tế bào thực vật là  αNAA,  IAA…  [38].
Bảng 1.4. Ảnh hưởng của nồng độ NAA lên khả năng phát sinh rễ của Lan Đai châu đỏ

	Kí hiệu
	Nồng độ 
NAA (mg/L)
	 Tỷ lệ 
ra rễ TB %
	Số rễ/chồi (%)
	Chiều dài 
rễ TB (%)
	Hình thái rễ

	ĐC
	0
	11,00 ± 1,00
	1,33 ± 0,58
	1,33 ± 0,58
	Nhỏ, yếu

	RP1
	0,5
	21,17 ±1,61
	1,33 ± 0,58
	2,33 ± 0,58
	Nhỏ, yếu

	RP2
	1
	37,33 ± 2,52
	3,00 ± 0
	2,50 ± 0,10
	Nhỏ, có lông tơ

	RP3
	1,5
	50,67 ± 1,15
	3,67 ± 0,58
	3,30 ±  0,61
	Mập, xanh, nhiều lông tơ

	RP4
	2
	42,33 ± 0,58
	2,33 ± 0,58
	2,77 ± 0,21
	Mâp, xanh

	
	
	
	
	
	


Dựa vào kết quả bảng 1.4 cho thấy, chất kích thích sinh trường NAA có ảnh hưởng rõ rệt lên khả năng tạo rễ của giống lan đai châu đỏ. Trên môi trường  đối chứng không bổ sung NAA, cây lan đai châu đỏ có phản ứng ra rễ nhưng tỷ lệ rất thấp, chỉ đạt xấp xỉ 11%, số rễ/chồi đạt 1,33, chiều dài xấp xỉ 1 cm.
Trên môi trường RP1, có bổ sung 0,5 mg/L NAA cho thấy khả năng tạo rễ của giống lan đạt 21,17%. Khi tăng nồng độ NAA lên 1,5 mg/L, cho thấy khả năng tạo rễ của giống lan đai châu đỏ in vitro đạt cao nhất, khoảng 50,67%, số rễ/chồi đạt 3,67 rễ, chiều dài trung bình đạt 3,3 cm, rễ mập, xanh, có nhiều lông tơ. Khi nồng độ NAA tăng lên 2 mg/L, tỷ lệ tạo rễ giảm chỉ còn 42,33%, chiều dài và số lượng rễ cũng giảm (Hình 1.3).  Có hiện tượng này do nồng độ auxin tăng, làm ức chế quá trình ra rễ. Một số tác giả khác lại sử dụng chất IBA nồng độ 2 mg/L để tạo rễ cho loài lan Coelogyne cristata Lindl., cho số rễ đạt khá cao -15 rễ/cụm chồi  [39].
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Hình 1.3. Qúa trình tạo rễ của giống lan đai châu đỏ in vitro trên môi trường khác nhau. A: Đối chứng, B: ra rễ trên môi trường RP1, C: ra rễ trên môi trường RP2, D: ra rễ trên môi trường RP3, E: ra rễ trên môi trường RP4.

3.5. Ảnh hưởng của thành phần giá thể lên khả năng sống sót và sinh trưởng của cây
Để tăng được khả năng thích ứng của cây con với điều kiện bên ngoài, chúng tôi tiến hành huấn luyện cây con bằng cách đưa cây con trong ống nghiệm ra điều kiện vườn ươm trong 2 tuần  trước khi tiến hành ra cây. Phương pháp này cũng phù hợp với Chen và Zeng khi cho ra cây 1 số giống lan  [40, 41].

Cây sau nuôi cấy in vitro, cây concó bộ rễ hoàn chỉnh được chuyển ra vườn ươm.Tùy vào đặc tính của mỗi giá thể, cho tỷ lệ sống sót khác nhau. Giá thể xơ dừa có tác dụng giữ ẩm rất tốt, cho tỷ lệ sống sót ở giống lan này đạt 47,92%, tuy vậy, hàm lượng chất dinh dưỡng ở giá thể này thấp. 

Giá thể giớn cho kết quả sống sót cao hơn, tỷ lệ sống của các cây con đạt 53,99%. Giá thể này có hàm lượng dinh dưỡng cao hơn so với xơ dừa tuy nhiên độ tơi xốp của giá thể này thấp (Bảng 1.5).
Bảng 1.5 Ảnh hưởng của thành phần giá thể lên khả năng sống sót và sinh trưởng của cây Lan Đai châu đỏ

	Loại giá thể
	Số mẫu
ra cây
	Số mẫu
sống sót
	Tỷ lệ
sống sót
	Tỷ lệ sống
TB % ± SD

	100 % xơ dừa
	32
	15
	46,88
	47,92±0,90

	
	33
	16
	48,48
	

	
	31
	15
	48,39
	

	100 % giớn
	32
	18
	56,25
	53,99±1,96

	
	34
	18
	52,94
	

	
	36
	19
	52,78
	

	50% giớn,
50% xơ dừa
	38
	38
	100,00
	98,41±1,38

	
	43
	42
	97,67
	

	
	41
	40
	97,56
	

	
	
	
	
	


Khi kết hợp 2 thành phần 50% giớn: 50% xơ dừa, cho tỷ lệ sống sót cao nhất đạt 98,41%. Hiệu quả cao do sự kết hợp cả giớn và xơ dừa, giúp môi trường ra cây vừa có hàm lượng dinh dưỡng và độ ẩm, độ xốp phù hợp (Hình 1.4). 
Phạm Thị Kim Hạnh và đồng tác giả đã thực hiện ra cây giống lan đai châu sau khi nuôi cấy bằng kĩ thuật bioreactor, thành phần giá thể có sử dụng than củi, bọt núi lửa, dớn và xơ dừa, cho tỷ lệ sống sót cao nhất, đạt xấp xỉ 100%, tuy vậy có hiện tượng bị thối mềm lá, vàng lá  [42]. Đinh Thị Dinh và đồng tác giả đã tiến hành nghiên cứu một số biện pháp kĩ thuật để tăng khả năng sinh trưởng của hoa lan đai châu có sử dụng giá thể than hoa, vỏ cây, rong biển, tỷ lệ 1:1:1, tưới nước ngày 1 lần, giúp cây có sức sống và chống chịu tốt, tỷ lệ sống sót và sạch bệnh đạt 100% [43].
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Hình 1.4. Các cá thể sống sót trên giá thể sau 8 tuần.
4. Kết luận 

Đã thực hiện vào mẫu thành công vật liệu quả (hạt) của giống lan đai châu đỏ. Đã xác định được vật liệu khởi đầu hiệu quả nhất  hạt của quả lan đai châu đỏ 09 tháng tuổi. Phương pháp khử trùng tốt nhất với công thức khử trùng bao gồm CT3 gồm Javen 10% + HgCl2 0,1% + ethanol 70%:  tỷ lệ mẫu sạch và sống sót đạt cao nhất, đạt 41,41%. 
Môi trường thích hợp để tạo phôi soma từ protocorm là môi trường MS cơ bản có bổ sung 2 mg/L BAP và 1 mg/L IBA. Trên môi trường này, tỷ lệ tạo phôi soma từ protocorm đạt xấp xỉ 63,55%, số phôi soma hình thành/protocorm đạt 19,67 phôi.
Môi trường thích hợp cho sự hình thành, phát triển chồi từ phôi soma là MS cơ bản có bổ sung  0,5 mg/L BAP và 0,5 mg/L kinetin, trên môi trường này, tỷ lệ tái sinh chồi đạt 41,41%. 
Nồng độ NAA 1,5 mg/L tốt nhất để ra rễ in vitro cây lan đai châu đỏ, tỷ lệ ra rễ đạt 50,67%, số rễ trung bình 3,67, chiều dài rễ đạt 3,3 cm, rễ mập, xanh, có nhiều lông tơ. 
Giá thể thích hợp nhất được bố trí trong thí nghiệm này là 50% giớn: 50% xơ dừa, cho tỷ lệ sống sót của cây con đạt 83,62%. Cây phát triển khỏe, không có sâu bệnh.
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In vitro propagation of (Rhynchostylisgigantea L. ) orchid
Phan Thi Thu Hien, Nguyen Van Dinh
Faculty of Biology, Ha Noi Pedagogical University 2, Xuan Hoa, Phuc Yen, Vinh Phuc

Abstract: Rhynchostylisgigantea L. Orchid is an endangered tropical epiphytic orchid that is threatened with extinction due to over-collection and the loss of suitable habitats. In vitro propagation is a useful way to mass produce plants for re-establishment in the wild and for commercial propagation. Seeds collected 9 months after pollination were the optimum stage for in vitro culture. Seed germination reached 84,62 MS medium. Protocorms cultured on MS medium supplemented  with  auxin and cytokinin  induced  direct  somatic embryogenesis. The  best  response  was observed  in  protocorms  cultured  SM5- MS  medium  supplemented  with  BAP  at  2.0  mg/L  and  IBA at 1.0mg/L. Complete plantlets were formed after 08 weeks culture on MS medium  supplemented  with  0.5 mg/l BAP and 0,5 mg/l Kinetin. MS medium supplemented with 0.5 mg/l BAP and 0,5 mg/l Kinetin and 20% CW was suitable for the regeneration in which the shoots proliferation ratio was 41,41%, the height of shoot was 4,33 cm after 08 weeks cultured. The shoot have 4 cm in height  is subcultured on MS medium containing 1.5 mg/l NAA that was suitable for rooting 50,67%.. Plantlets with well-developed leaves and roots were transplanted to pots filled with Sphagnum sp dry and coir cartridge shell (1:1), also perlite individually and transferred to the greenhouse. Upon ex vitro transfer, 98,41% of plants survived in culture room condition (25 ± 2oC). This protocol is an efficient means for the large-scale propagation and in vitro and in vivo germplasm conservation of  Rhynchostylisgigantea L. orchid.
Keywords: Rhynchostylisgigantea L., propagation, in vitro, embryos soma, protocorm, potting medium
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Hình 18. Kết quả mô phỏng với tốc độ học 0.0003 bằng ngôn ngữ C
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Hình 1. Sơ đồ vị trí địa lý đảo Quan Lạn 











�





Đảo Quan Lạn thuộc cụm đảo vịnh Bái Tử Long, có tọa độ địa lý 20053’04’’ vĩ độ bắc, 107030’42’’ kinh độ đông. Đảo gồm hai xã Quan Lạn, Minh Châu với 5 thôn và một phần diện tích đảo thuộc địa phận vườn quốc gia Bái Tử Long (hình 1). 


Đảo có diện tích 118,638 km2, kéo dài theo phương đông bắc – tây nam, từ chân dãy núi Vân Đồn tới núi Gót, cách trung tâm huyện Vân Đồn khoảng 40km về phía đông nam. Đảo có vị trí quan trọng về mặt an ninh - quốc phòng và phát triển kinh tế biển. Đảo như một vòng cung ôm lấy rìa phía đông của vịnh Bái Tử Long, đây là tuyến đảo phía ngoài cùng của vịnh Bắc Bộ. Chính điều này khiến đảo Quan Lạn trở thành bức bình phong vững vàng ngăn sóng biển, che chắn cho Vân Đồn, giúp Vân Đồn trở thành nơi neo đậu tàu thuyền thuận tiện và an toàn. 











* Tác giả liên hệ – ĐT: 0988081161


 Email: � HYPERLINK "mailto:phamquangtuan@hus.edu.vn" �phamquangtuan@hus.edu.vn�












































( Tác giả liên hệ. ĐT: 84-914838607.


   Email: hienphandt87@gmail.com
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�Phần đặt vấn đề, cũng như tính cấp thiết của việc nghiên cứu, cần làm nổi bật tính đặc thù của đảo, với tiềm năng tài nguyên du lịch quan trọng, nhưng chưa được người dân biết nhiều, chưa khai thác sử dụng hợp lý,…. Do vậy cần nghiên cứu; 


Cũng cần khái quát cơ sở tài liệu và phương pháp nghiên cứu đã tiến hành để có được kết quả.


�Cần nói rõ là không gian nghiên cứu không phải chỉ là phần đảo nổi, mà là phần đất ngập nước xung quanh, nơi phân bố các hệ sinh thái điển hình.


�Bản đồ không in màu nên cần đánh số các thôn mới đọc được;


Trên bản đồ không thấy khu vực nào thuộc VQG Bái Tử Long?


�Cần làm rõ hơn về tài nguyên du lịch tự nhiên ở Quan Lạn, do đảo nhỏ nên thậm chí phải mô tả chi tiết một số bãi biển (bãi tắm), nước xung quanh, nơi phân bố các hệ sinh thái điển hình.ần đảo nổi, mà là phần đất ngập lịch cho Quan Lạnbiết nhiều, chưa khai t


�Khi phân tích tiềm năng du lịch cũng cần liên hệ với tài nguyên du lịch của khu vực kế cận (Vườn QG Bái Tử Long,..) mới làm rõ được tiềm năng thực tế


�Cần tham khảo bản đồ địa chất để thể hiện cụ thể hơn


�Không cần trích dẫn nguồn ở dưới nếu đã có ý này


�Ở phần phân tích tài nguyên làm rõ hơn các giá trị của các dạng tài nguyên này thì tốt


�Ở phần trên nói tới cách Vân Đồn, nên thống nhất


�Ý tưởng là tốt; trong bài báo cần thể hiện rõ hơn mang tính giải pháp: Nhằm quảng bá và quản lý du lịch cho Quan Lạn, cần xây dựng Webgis với các nội dung:


�Kết luận viết còn dài, mang tính mô tả, lại chưa phản ánh hết các kết quả: Cần làm nổi bật:


1. Tiềm năng nổi bật về du lịch sinh thái của đảo là ….;


2. Các điều kiện thuận lợi và khó khăn lớn nhất hỗ trợ cho phát triển DLST ở đảo;


3. Thực trạng phát triển DLST (viết ngắn gọn);


4. Cơ sở dữ liệu cho phát triển DLST và giải pháp nổi trội khác 
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