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TÓM TẮT
Mokara là loài lan đẹp, đa dạng về màu sắc, ưa khí hậu nóng, dai sức và dễ trồng. Vì vậy, có những 

thời điểm mokara được trồng và nhân giống rộng rãi, đặc biệt bằng phương pháp nuôi cấy mô. Tuy nhiên, 
gần đây cây cấy mô mokara ít được phát triển vì tốc độ phát triển chậm kể cả trong giai đoạn nhân giống in 
vitro và chăm sóc in vivo. Trong nghiên cứu này, chitosan được thêm vào môi trường nhân giống nhằm cải 
thiện tốc độ sinh trưởng của chồi lan, từ đó giảm bớt thời gian nuôi cấy mô. Chitosan tách chiết từ vỏ tôm 
và mai mực với 3 khoảng phân tử lượng (Mw <10, 30-50 và 80-100 kDa, kí hiệu Mw10, Mw30 và Mw80) và 
3 độ deacetyl (72-75, 82-85 và 92-95%, kí hiệu D70, D80 và D90) đã được khảo sát với tiêu chí kích thích 
chồi lan tăng trưởng về chiều cao. Kết quả cho thấy chitosan tôm, Mw30, D80 sử dụng ở nồng độ 20 ppm là 
phù hợp cho kích thích tạo chồi và kéo dài chồi. Như vậy, nghiên cứu đã minh hoạ cho tác dụng kích thích 
sinh trưởng lên thực vật in vitro nói chung của chitosan và mở ra một hướng ứng dụng cho đối tượng lan 
mokara nói riêng.

Từ khoá: chitosan, lan mokara, sinh trưởng, in vitro

ABSTRACT
Mokara orchid is a tropical species and easy to plant due to its vitality and endurance. The fl owers are 

colorful and long-lasting. Thus, mokara has been intensively planted and propagated by both traditional and 
tissue culture methods. However, despite the rapid multiplication, the micropropagated mokara shoot and 
plantlets grow very slowly. In this report, chitosans extracted from shimp shell and squid pen with 3 molecular 
weight ranges (Mw <10, 30-50 and 80-100 kDa, coded as Mw10, Mw30 and Mw80; respectively) and 3 
deacetylation degrees (72-75, 82-85 and 92-95%, coded as D70, D80 and D90; respectively) were added to 
the tissue culture medium to examine the ability to promote the tissue growth. As the result, chitosan originated 
from shrimp shell with Mw30 and D80 was more suitable for the purpose of enhancing shoot development. 
Applying this type of chitosan with the concentration of 20 ppm was the best for shoot multiplication and 
elongation. Thus, chitosan could be used as an elicitor for mokara in vitro growth.

Key words:  chitosan, mokara orchid, growth, in vitro

I. GIỚI THIỆU
Mokara là chi lan hoàn toàn do con người 

tạo ra bằng cách lai giữa 3 chi Arachnis (lan 
bò cạp), Ascocentrum và Vanda, do đó có 
đặc tính nổi bật từ bố mẹ: hình dáng hoa và 
màu sắc đẹp từ giống cây Vanda, tăng trưởng 
nhanh từ giống Ascocentrum x Vanda (Lee, 
1994). Mokara là loài đơn thân, dễ trồng, 

sinh trưởng và phát triển tốt trong điều kiện 
khí hậu nóng ẩm như Khánh Hòa. Tại Khánh 
Hòa, nguồ n cung cấ p hoa lan trên đị a bà n tỉ nh 
cò n thấ p, chưa có  sự  đầ u tư về  mặ t số  lượ ng 
và  nguồ n giố ng. Vài năm gần đây, Trung tâm 
Nông nghiệp Công nghệ  cao Khánh Hò a đã  
trồ ng thử  nghiệ m hơn 40.000 cây lan Mokara 
và  cho kế t quả  tố t. Tuy nhiên số lượng giống 
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cung cấp bởi Trung tâm vẫn chưa ổn định và 
chưa đáp ứng được nhu cầu của thị trường. 
Đặc biệt cơn bão Damrey cuối năm 2017 đã 
phá huỷ nghiêm trọng hệ thống phòng nuôi 
cấy mô tại trung tâm khiến cho quá trình sản 
xuất bị gián đoạn.

Lan Mokara có thể nhân giống vô tính bằng 
phương pháp cắt hom truyền thống nhưng 
hạn chế về số lượng cây con thu được. Ngoài 
ra, còn có phương pháp nhân giống bằng hạt 
nhưng khó kiểm soát chất lượng cây con. Vì 
vậy, mokara đã được nghiên cứu nhân giống 
bằng nuôi cấy mô và xây dựng qui trình hoàn 
thiện (Đặng Xuân Viên, 2011; Tạ Hữu Minh, 
2012; Trần Thị Thanh Chi, 2016; Nga và cs., 
2017). Tuy nhiên, nhược điểm của phương 
phá p này là  tốc độ phát triển của cây rất chậm. 
Ngoài ra, chỉ qua sau vài lần cấy chuyền thì 
chồi mokara đã gặp phải tình trạng thoái hoá 
giống, biểu hiện ở tốc độ sinh trưởng chậm hơn 
so với các lần trước, lá dễ bị hoá đen toàn bộ 
hoặc có các chấm đen trên bề mặt lá (quan sát 
của nhóm tác giả). Chính vì vậy, mặc dù có hoa 
đẹp và lâu tàn, mokara hiện nay ít được nhân 
giống bằng nuôi cấy mô. Hầu như chỉ còn các 
cơ sở nghiên cứu là còn các mẫu này, tại các cơ 
sở dịch vụ đều không nuôi cấy mokara.

Chitosan lần đầu tiên được thu nhận từ 
chitin bởi C. Rouget vào năm 1859 sau khi đun 
nóng chitin trong dung dịch kiềm đậm đặc. Tuy 
nhiên, mãi tới năm 1894 thì bản chất deacetyl 
hoá chitin của chitosan mới được xác nhận 
bởi F. Hoppe-Seiler và từ đó cái tên chitosan 
chính thức ra đời (Teng, 2012). Chitosan đã 
được báo cáo có khả năng khá ng virus, vi 
khuẩ n, nấ m, và một số loài côn trù ng cả ở các 
nghiên cứu in vitro và in vivo (Chirkov và cs., 
2001; Zhang và cs., 2003; Goy và cs., 2009; 
Jia và cs., 2015; Long và cs., 2017; Cuong và 
cs., 2017; Mohammedi, 2017; Trang Sĩ Trung 
và cs., 2018). Ngoài ra, chitosan còn có hoạt 
tính chống oxi hoá, kháng viêm, kháng ung thư 
(Kim, 2018) do đó có tiềm năng rất lớn trong y 
dược. Đặc biệt, chitosan còn được biết đến có 
khả năng kích thích phản ứng bảo vệ của thực 
vật khi bị xâm nhập bởi mầm bệnh. 

Một mảng ứng dụng rộng rãi của chitosan 
là bảo vệ và kích thích sinh trưởng thực vật. 

Hiệu quả của chitosan phụ thuộc rất nhiều 
bản chất chitosan cũng như hệ thống sinh học 
của cây, mầm bệnh hay cách sử dụng (ví dụ 
như phun vào đất hay lên lá, dùng một mình 
chitosan hay có kết hợp các biện pháp khác…) 
(Hadrami và cs., 2010). Do đó, để xác định 
chính xác tác dụng của chitosan lên thực vật, 
hệ thống in vitro thường được sử dụng vì các 
nhân tố được kiểm soát cố định và chỉ thay 
đổi thông số cần khảo sát. Chitosan đã được 
bổ sung trên môi trường nuôi cấy in vitro các 
cây như nho (Barka và cs., 2004), khoai tây 
(Kowalski và cs., 2006; Asghari-Zakaria và 
cs., 2009), rễ sâm Ngọc Linh (Nguyễn Thị 
Nhật Linh và cs., 2016). Đặc biệt, đối với các 
loài sinh trưởng chậm như lan thì mẫu nuôi 
cấy mô rất thích hợp cho khảo sát khả năng 
kích thích sinh trưởng của chitosan.

Thông thường, chitosan được sử dụng trong 
môi trường nuôi cấy mô hoa lan ở nồng độ 
thấp (5-25 mg/l) có tác dụng kích thích tăng 
trưởng PLB (protocorm-like body), tái sinh cây 
con trên môi trường cũng như hình thành rễ 
(Limpanavech và cs., 2008; Nge và cs., 2006; 
Pornpienpakdee và cs., 2010; Sopalun và cs., 
2010; Lê Hồng Giang và Nguyễn Bảo Toàn, 
2012; Vương Thị Hồng Loan và cs., 2016). 
Ngoài nồng độ, hoạt tính của chitosan lên thực 
vật phụ thuộc rất nhiều vào các thông số kĩ 
thuật khác như nguồn gốc, khối lượng phân tử, 
độ deacetyl (Nge và cs., 2006; Pornpienpakdee 
và cs., 2010). Đây cũng là nhận xét được rút ra 
về hoạt tính nói chung của chitosan (Trang Sĩ 
Trung và cs., 2018).

Như vậy, chitosan được biết tới như một 
polymer có hoạt tính sinh học phong phú, ứng 
dụng trong nhiều lĩnh vực trong đó có kích 
thích sự phát triển của mẫu thực vật nuôi cấy 
in vitro. Tuy nhiên hiệu quả của chitosan phụ 
thuộc rất nhiều vào vào các thông số vật lí của 
phân tử như cấu trúc/ nguồn gốc tách chiết, 
khối lượng phân tử, độ deacetyl hoá… Do đó, 
trong nghiên cứu này, chitosan tách chiết từ 
các nguồn gốc khác nhau, khối lượng phân tử 
khác nhau và độ deactyl khác nhau đã được 
thêm vào môi trường để khảo sát khả năng 
kích thích sinh trưởng của lan mokara nuôi 
cấy mô.
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II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU
1. Đối tượng nghiên cứu

Giống lan được sử dụng trong nghiên cứu 
này là Mokara bangkhuntien (mokara vàng 
nến) nuôi cấy trong Phòng thí nghiệm Nuôi 
cấy tế bào, Trường Đại học Nha Trang, chọn 
lựa các chồi khoẻ, cao từ 1,5-2,0 cm, có từ 
2-3 lá, số rễ nhỏ hơn 1 (khi cấy sang môi 
trường mới thì loại bỏ hoàn toàn các rễ cũ); 
các chitosan tách chiết từ mực và tôm với các 
thông số tuỳ theo thí nghiệm được cung cấp 
bởi Trung tâm Thí nghiệm thực hành, Trường 
Đại học Nha Trang.
2. Điều kiện phòng nuôi cây cấy mô

Các mẫu thực vật được nuôi trong điều 
kiện phòng nuôi cấy như sau: nhiệt độ 25 ± 
2ºC (được kiểm soát bởi máy điều hòa nhiệt 
độ), cường độ chiếu sáng 2000 lux (ánh sáng 
được cung cấp bởi đèn led ống), quang kì 16 
giờ sáng/8 giờ tối.
3. Nội dung nghiên cứu
3.1. Thí nghiệm 1: Ảnh hưởng của trọng lượng 
phân tử và nguồn gốc tách chiết

Trong thí nghiệm này, môi trường cơ bản 
là khoáng 1/2MS + 10% nước dừa + 1 g/l than 
hoạt tính (ĐC1), đây là môi trường được rút 
ra từ khảo sát trong quá trình vi nhân giống 
của nhóm tác giả. ĐC1 được bổ sung 20 ppm 
acid acetic (ĐC2) hoặc 20 ppm chitosan tách 
chiết từ mực (M) và tôm (T), độ deacetyl 82-
85%, trọng lượng phân tử trong 3 khoảng Mw 
<10, 30-50 và 80-100 kDa (M10, M30, M80 
và T10, T30, T80). Mỗi nghiệm thức được cấy 
24 chồi vào 6 bình (mỗi bình 4 mẫu); quan sát 
sinh trưởng (sự tăng chiều cao chồi, số rễ mới) 
sau 1 và 2 tháng. 
3.2. Thí nghiệm 2: Ảnh hưởng của độ deacetyl 

5 nghiệm thức được thiết kế bao gồm: môi 
trường ĐC1 và ĐC2 giống như Thí nghiệm 1, 
các nghiệm thức còn lại bổ sung lần lượt 20 
ppm chitosan (kế thừa thông số trọng lượng 
phân tử và nguồn gốc tách chiết từ Thí nghiệm 
1) có DD 72-75, 82-85 và 92-95% (D70, D80 
và D90). Mỗi nghiệm thức được cấy 24 chồi 
vào 8 bình (mỗi bình 3 mẫu). Sự phát triển của 
mẫu (sự tăng chiều cao, sự xuất hiện chồi mới, 

rễ mới) được ghi nhận sau những khoảng thời 
gian cố định.
3.3. Thí nghiệm 3: Ảnh hưởng của nồng độ 
chitosan

Môi trường sử dụng là môi trường phát sinh 
chồi (theo quan sát của nhóm tác giả): 1/2MS 
+ 10% nước dừa + 1 g/l than hoạt tính + 1,5 
mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA (ĐC1) bổ sung các 
nồng độ khác nhau (5, 20, 80, 320 ppm; tương 
ứng C5, C20, C80, C320) của chitosan (kế 
thừa thông số trọng lượng phân tử và nguồn 
gốc tách chiết từ Thí nghiệm 1, độ deacety 
từ Thí nghiệm 2) hoặc acid acetic 320 ppm 
(ĐC2). Mỗi nghiệm thức được cấy 24 chồi vào 
8 bình (mỗi bình 3 mẫu). Sự phát triển của mẫu 
(thời điểm xuất hiện chồi mới và rễ mới, số rễ 
mới, lá mới, chiều cao chồi) được ghi nhận sau 
những khoảng thời gian cố định.
4. Thu thập kết quả và xử lí số liệu

Các thông số sinh trưởng được thu thập sau 
các khoảng thời gian cố định (1 tháng, 2 tháng) 
và tính theo công thức sau:

Số rễ mới: số rễ sau khoảng thời gian nuôi 
cấy (do mẫu khi cấy vào môi trường sẽ được 
cắt hết rễ)

Số chồi mới: số chồi sau – số chồi trước + 
số chồi chết (nếu có)

Số lá mới: số lá sau – số lá trước + số lá úa/
chết (nếu có)

Sự tăng chiều cao chồi: chiều cao sau – 
chiều cao đầu, trong đó chiều cao chồi được 
tính từ điểm tiếp giáp của thân với mặt thạch 
cho đến điểm cuối cùng của lá dài nhất.

Tất cả các số liệu sau khi thu thập ứng với 
từng chỉ tiêu theo dõi được thống kê và biểu 
diễn dưới dạng: Trung bình mẫu ± sai số chuẩn 
(TB ± SE); các nghiệm thức được so sánh bằng 
phép toán Duncan (p < 0,05) thực hiện với 
phần mềm xử lí số liệu SPSS 20.0. 
III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
1. Ảnh hưởng của chitosan có trọng lượng 
phân tử và nguồn gốc tách chiết khác nhau 
lên sự phát triển mẫu lan in vitro

Sự bổ sung chitosan vào môi trường trong 
thời gian 1 tháng chưa thể hiện được ảnh 
hưởng rõ rệt về chiều cao chồi nhưng lại có xu 
hướng ức chế sự hình thành rễ. Tuy nhiên, sau 
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2 tháng thì đã có nghiệm thức bổ sung chitosan 
(T30) cho sự tăng chồi tốt hơn và sự ức chế 
hình thành rễ được xoá bỏ (Bảng 1). Nếu chỉ 
xét 2 nhóm nghiệm thức bổ sung chitosan là 
nhóm I (chitosan mai mực) và II (chitosan vỏ 
tôm) có thể thấy ở cả thời điểm 1 tháng và 2 
tháng, nghiệm thức cho sự tăng chồi tốt nhất 
đều thuộc nhóm II. Như vậy, nhìn chung sự bổ 
sung chitosan từ vỏ tôm kích thích tăng chiều 
cao chồi tốt hơn chitosan từ mai mực. Cụ thể 
tại thời điểm 2 tháng sau khi cấy, chitosan 
có nguồn gốc từ tôm khối lượng phân tử 30-
50 kDa thể hiện sự kéo dài chồi tốt hơn các 
chitosan khác và tốt hơn 2 đối chứng (Bảng 1).

Sự khác nhau về hoạt tính sinh học của 
chitosan có cùng khối lượng phân tử và độ 
deacetyl nhưng khác cấu trúc (α, β hay γ) đã 
được báo cáo ở các nghiên cứu trước đây trên 
cả đối tượng thực vật (Nge và cs., 2006) và 
vi sinh vật (Jung và Zhao, 2013). Chitosan có 
nguồn gốc từ tôm cua có cấu trúc α, từ mai 
mực có cấu trúc β. Cấu trúc α, do được cấu 

tạo bởi các lớp ngược chiều nhau nên rắn chắc 
hơn các dạng còn lại. Ngược lại dạng β thì 
mềm dẻo, dễ hoà tan hơn trong nước và dung 
môi (Berezina, 2016). Tuy nhiên, chính tính 
chất này khiến cho dạng β dễ bị ảnh hưởng 
bởi các hoá chất khác trong môi trường. Môi 
trường nuôi cấy mô gồm rất nhiều thành phần 
dinh dưỡng (khoáng, vitamin, đường, nước 
dừa, than hoạt tính) nên chitosan có thể đã 
liên kết với các thành phần này, đặc biệt là 
thành phần than hoạt tính có tác dụng hấp phụ 
các chất trong môi trường. Do đó, khi thêm 
chitosan vào môi trường thì chitosan có thể bị 
hấp thu một phần vào bề mặt than hoạt tính, 
chính tính chất này đã được sử dụng để tạo 
ra phức hợp hấp phụ chitosan-than hoạt tính 
(Soni và cs., 2015) và dạng β có thể bị hấp 
phụ nhiều hơn α do đó làm giảm hoạt tính hơn 
dạng α. Đây có thể là nguyên nhân khiến cho 
NT bổ sung chitosan tách chiết từ mai mực 
(dạng β) không kích thích chồi tăng chiều cao 
như NT bổ sung chitosan từ vỏ tôm (dạng α).

 Bảng 1. Ảnh hưởng của chitosan có nguồn gốc và khối lượng phân tử khác nhau lên chồi 
mokara

Nhóm Nghiệm thức
Sự tăng chiều cao (mm) Số rễ mới

1 tháng 2 tháng 1 tháng 2 tháng

Đối chứng
ĐC1 9,06ab  0,64 15,69b  0,60 1,31b  0,15 1,75ab  0,21

ĐC2 8,04a  0,46 16,42b  0,44 1,29b  0,20 1,63ab  0,16

Mai mực (I)

M10 8,05a  0,53 14,40ab  0,62 1,05ab 0,18 1,90b  0,25

M30 7,40a  0,58 13,19a  0,93 0,75a  0,14 1,88b  0,29

M80 8,17a  0,58 14,75ab  0,83 1,17ab  0,10 1,88b  0,16

Vỏ tôm (II)

T10 7,80a  0,61 14,90ab  0,70 0,85ab  0,18 1,70ab  0,16

T30 8,50ab  0,90 18,00c  0,75 0,92ab  0,15 1,17a  0,11

T80 10,6b  0,63 12,90a  0,60 0,7a  0,11 1,30ab  0,13

Giá trị = TB  SE, các chữ cái khác nhau trong cùng 1 cột biểu thị sự khác nhau về mặt thống kê (α = 0,05; phép thử Duncan). 
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Ngoài ảnh hưởng của nguồn gốc/ cấu trúc, 
các nghiên cứu sử dụng chitosan có các dải 
Mặt khác nhau trên thực vật cũng đã được báo 
cáo nhưng kết quả đạt được rất đa dạng. Có 
nghiên cứu chỉ ra rằng chitosan khối lượng 
phân tử nhỏ thì tốt hơn (Nge và cs., 2006; 
Pornpienpakdee và cs., 2010) nhưng cũng 
có báo cáo chỉ ra ưu thế của chitosan khối 
lượng phân tử trung bình và cao (Salachna 
và Zawadzińska, 2014). Điều này có thể giải 
thích do khác biệt trong kiểu gen, giai đoạn 
phát triển của thực vật, trạng thái mẫu. Ngoài 
ra, chitosan là một polymer sinh học rất nhạy 
cảm với các yếu tố vật lí, hoá chất tách chiết 
và rất khó để kiểm soát các thông số, tính chất 
của nó (Szymań ska và Winnicka, 2015). Báo 
cáo này cũng chưa tìm được xu hướng/qui 

luật chung trong việc tăng/giảm khối lượng 
phân tử của chitosan ảnh hưởng như thế nào 
lên mẫu cấy.
3.2. Ảnh hưởng của chitosan có độ deacetyl 
khác nhau lên sự phát triển mẫu lan in vitro

Chitosan đã được chứng minh là một phân tử 
tự nhiên gây ra nhiều phản ứng sinh học ở thực 
vật, phụ thuộc vào cấu trúc và nồng độ, loài và 
giai đoạn phát triển của cây. Ngoài ra, tính chất 
của chitosan phụ thuộc rất lớn vào độ deacetyl 
hóa (Trang Sĩ Trung và cs., 2018). Kết quả trong 
Bảng 2 cho thấy bổ sung chitosan có các độ 
deacetyl khác nhau (từ 70% trở lên) vào môi 
trường nuôi cấy không làm tăng chiều cao chồi. 
Tuy nhiên, ở các NT bổ sung chitosan D80 và 
D90 đều có sự xuất hiện chồi mới đạt tỉ lệ 67% 
tại thời điểm 2 tháng sau khi nuôi cấy (Bảng 2). 

 Bảng 2. Ảnh hưởng của chitosan có độ deacetyl khác nhau lên sự sinh trưởng của chồi lan

 NT Sự tăng chiều cao chồi (mm) Số rễ mới Số chồi mới phát sinh (%)

ĐC1 12,00ab± 2,45 1,80a ± 0,20 0

ĐC2 10,67ab
 
± 3,00 2,00a ± 0,52 0

D70 8,00a
 
± 1,15 2,17a ± 0,31 0

D80 14,33b ± 0,61 1,50a ± 0,22 66,67

D90 10,40ab
 
± 1,17 2,20a ± 0,37 66,67

Giá trị = TB  SE, các chữ cái khác nhau trong cùng 1 cột biểu thị sự khác nhau về mặt thống kê (α = 0,05; phép thử Duncan). Số liệu được 
lấy sau 2 tháng nuôi cấy. 

Hình 1. Ảnh hưởng của chitosan có độ deacetyl khác nhau lên hình thái chồi lan mokara
Từ trái sang phải lần lượt là các nghiệm thức tương ứng ĐC1, ĐC2, D70, D80 và D90. 

Số liệu được lấy sau 2 tháng nuôi cấy.
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Trong một nghiên cứu sử dụng cả oligomer 
(30-110 kDa) và polymer (400-530 kDa) 
chitosan tách từ vỏ ghẹ có độ deacetyl 75-80, 
80-90 và trên 90% (tương ứng O-70, O-80, 
O-90 và P-70, P-80, P-90) thì cả O-80 và P-80 
đều cho tác dụng tốt nhất lên sự phát triển chồi 
cũng như hình thành cây con. Ngược lại, với 
mục đích nhân PLB thì lại cần sử dụng P70 hoặc 
P90 (Pornpienpakdee và cs., 2010). Cũng loại 
chitosan O-80 trước đó đã được báo cáo kích 
thích ra hoa nhiều và sớm ở lan Dendrobium 
Eiskul (Limpanavech, 2008) trong dải nồng độ 
từ 1-100ppm. Trong khi nếu sử dụng chitosan 
có độ deacetyl 70, 90% thì còn phụ thuộc 
nồng độ và dạng chitosan (O hay P). Như vậy, 
chitosan khối lượng phân tử trung bình và độ 
deacetyl 80% thích hợp cho thực vật ở trạng 
thái chồi và cây. Trong nghiên cứu này, cả D80 
và D90 đều thể hiện sự phát sinh chồi mới tốt 
nhưng chỉ có D80 là cho tăng chiều cao nhỉnh 
hơn, vì vậy mẫu này đã được lựa chọn để khảo 
sát trong các thí nghiệm tiếp theo.
3.3. Ảnh hưởng của chitosan lên khả năng tăng 
chiều cao và phát sinh chồi của mẫu in vitro

Chitosan được thêm vào môi trường cấy 
chuyền chồi nhằm khảo sát khả năng kích thích 
tăng chiều cao và hình thành chồi mới trong 
quá trình cấy chuyền các chồi nhỏ. Sau 2 tháng 
theo dõi cho thấy ưu thế của NT bổ sung 5 và 
20 ppm khi chồi mới hình thành sớm và nhiều 
(Hình 2). Mặt khác, nếu xét về hình thái của 
chồi thì nồng độ 5 ppm có chiều cao chồi nhỉnh 
hơn một chút so với 2 ĐC, số lá mới thì tương 
đương (Bảng 3, Hình 3). Còn 20 ppm thể hiện 

rõ ưu thế trong việc kích thích chồi tăng chiều 
cao nhanh nhất và chồi có nhiều lá mới nhất 
(chỉ tính riêng chồi chính). Các nghiệm thức 
80 và 320ppm không phát sinh chồi mới nhưng 
chồi cũ cũng không được cải thiện về chỉ số 
chiều cao hay số lá mới (Bảng 3). Về chỉ tiêu 
của rễ thì NT ĐC1 có thời điểm xuất hiện rễ 
sớm nhất, tuy nhiên số rễ không nhiều hơn các 
NT còn lại tại thời điểm 2 tháng.

Nồng độ tương tự cũng đã được ghi nhận 
trong các nghiên cứu trên các đối tượng lan khác, 
mặc dù chitosan sử dụng là khác nhau. Nồng độ 
10-20 mg/l đã được báo cáo là kích thích tăng 
trưởng tốt PLB (protocorm-like body) và tái sinh 
cây con lan Dendrobium (Limpanavech và cs., 
2003; Nge và cs., 2006; Pornpienpakdee và cs., 
2010). Đối với lan Grammatophyllum thì nồng 
độ 15 mg/l trong môi trường lỏng, 25 mg/l trên 
môi trường thạch làm tăng tốc độ phát triển của 
mẫu PLB đáng kể (7 lần và 4 lần; tương ứng) 
(Sopalun và cs., 2010). Đối với lan hồ điệp, bổ 
sung chitosan 5-25 mg/l có hiệu quả cho sự tăng 
sinh PLB và sinh trưởng của cụm chồi với số 
chồi, chiều cao chồi gia tăng tương đối. Ngoài 
ra, nồng độ chitosan 15-25 mg/l cải thiện đáng 
kể chiều cao và sự hình thành rễ mới của cây con 
ở thời điểm 70 ngày sau khi cấy (Lê Hồng Giang 
và Nguyễn Bảo Toàn, 2012; Vương Thị Hồng 
Loan và cs., 2016). Trong nghiên cứu này, cho 
tới thời điểm 2 tháng sau khi cấy, chitosan được 
bổ sung với nồng độ 20 ppm cho tỉ lệ phát sinh 
chồi nhiều nhất cũng như kích thích chồi chính 
tăng trưởng về chiều cao và phát sinh lá mới tốt 
hơn các nghiệm thức còn lại (Hình 2, Bảng 3).

Hình 2. Tỉ lệ hình thành chồi mới theo thời gian nuôi cấy trên môi trường bổ sung chitosan
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Hình 3. Ảnh hưởng của nồng độ chitosan lên hình thái chồi lan mokara
Từ trái sang phải: ĐC1 (môi trường nền, không bổ sung acid và chitosan), ĐC2 (bổ sung 320 ppm acid 

acetic), C5, C20, C80 và C320 (môi trường có bổ sung chitosan nồng độ 5, 20, 80 và 320 ppm). 
Hình ảnh được chụp sau 2 tháng nuôi cấy.

KẾT LUẬN
Chitosan tách chiết từ tôm, có khối lượng 

phân tử trong khoảng 30-50KDa, độ deacetyl 
82-85% thích hợp để kích thích kéo dài chồi 
lan mokara nuôi cấy mô với nồng độ bổ sung 
là 20 ppm. Đây là cơ sở để ứng dụng chitosan 
trong nuôi cấy mô thực vật nói chung và lan 
mokara nói riêng. Để ứng dụng hiệu quả, cần 
khảo sát thêm ảnh hưởng chitosan lên các giai 
đoạn khác nhau của qui trình vi nhân giống 

cũng như quan sát kết quả trong thời gian dài 
hơn (trên 2 tháng) cho đến khi thu nhận được 
cây con đủ tiêu chuẩn đưa ra vườn ươm.
LỜI CẢM ƠN

Nghiên cứu này được thực hiện dưới sự 
tài trợ kinh phí từ đề tài cấp Trường mã số 
TR2018-13-09. Ngoài ra, nhóm tác giả xin 
chân thành cảm ơn nhóm nghiên cứu Chitin-
Chitosan (Trường Đại học Nha Trang) đã cung 
cấp chitosan cho các thí nghiệm.

Bảng 3. Ảnh hưởng của chitosan lên chiều cao và lá mới của chồi lan mokara

 Số lá mới (chồi 
chính)

Sự tăng chiều cao 
chồi chính (mm)

Ngày phát sinh rễ 
mới Số rễ

ĐC1 5,50bc ± 0,65 12,50ab ± 1,26 6,50a ± 0,29 1,75ab ± 0,25

ĐC2 4,00ab ± 1,50 11,67ab ± 1,67 10,33b ± 0,67 1,00a ± 0,00

C5 5,50bc ± 0,50 14,50bc ± 0,50 10,25b ± 1,49 2,25b ± 0,48

C20 5,80c ± 0,58 17,20c ± 0,80 8,80ab ± 0,97 2,00ab ± 0,45

C80 3,67a ± 0,33 9,67a ± 1,74 9,83b ± 0,48 1,17a ± 0,17

C320 4,40abc ± 0,24 14,20bc ± 0,92 8,00ab ± 1,05 1,20a ± 0,20

Giá trị = TB  SE, các chữ cái khác nhau trong cùng 1 cột biểu thị sự khác nhau về mặt thống kê (α = 0,05; phép thử Duncan). Số liệu được 
lấy sau 2 tháng nuôi cấy. 
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