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MỞ ĐẦU 

Hiện nay, có khoảng 750 chi với 35.000 loài lan tự nhiên và 75.000 giống lan do kết quả 

chọn lọc và lai tạo [113]. Để đa dạng hoá các dòng/giống lan thì ngoài việc tìm kiếm các giống 

tự nhiên con người còn tạo ra các dòng/giống mới thông qua lai tạo, đột biến và mỗi năm tạo 

ra hàng trăm giống lan mới để đáp ứng nhu cầu thị trường về màu sắc, hình dáng và khả 

năng kháng bệnh [55]. Phương pháp tạo giống lan đột biến phổ biến hiện nay chủ yếu là 

chiếu xạ gây đột biến (tia Gamma, tia X), sử dụng hóa chất gây đột biến (như Ethyl 

methanesulfonate (EMS), Colchicine), lai tạo truyền thống qua thụ phấn chọn lọc, và nuôi 

cấy mô kết hợp chọn lọc biến dị [94].  

Dendrobium là một trong 6 giống phong lan rừng phổ biến được ưa chuộng. Theo 

Trần Văn Bảo (1999), lan Giả hạc (Dendrobium anosmum Lindl.) là loài lan rừng ở Việt 

Nam có nhiều trên dãy núi Trường Sơn từ Nam ra Bắc [4]. Lan Giả hạc được nhiều người 

lựa chọn do có đặc điểm thân lá và mặt hoa đẹp, mùi thơm, đặc biệt là giống lan này còn có 

những dòng đột biến rất có giá trị về thẩm mỹ, được người chơi săn tìm và sưu tầm. Các giống 

lan Giả hạc thuộc chi Hoàng thảo (Dendrobium), thường có thân thòng hướng xuống, mọng 

nước. Mặt hoa của các giống thuộc chi này có nhiều biến thể khác nhau tạo nên sự độc đáo cho 

từng dòng, tất cả các điều này làm cho giá lan Giả hạc trong những năm gần đây tăng lên nhiều 

[113]. Hiện nay, các đột biến của lan Giả hạc chủ yếu là phát sinh tự nhiên do đó số lượng rất 

ít, chưa đa dạng, đồng thời mức độ ổn định di truyền của các đột biến này qua các thế hệ cũng 

chưa được kiểm chứng [10], [45]. 

Mỗi vùng miền của Việt Nam có một vài dòng/giống lan Giả hạc đặc trưng có sự khác 

biệt về hình thái thân, lá, mặt hoa và thời điểm nở. Thành phố Huế nằm giữa hai miền Bắc 

Nam, có hệ thực vật phong phú trong đó có cả một số dòng lan Giả hạc, điển hình là dòng lan 

Giả hạc tím Huế. Giả hạc tím Huế ngoài các đặc điểm chung của lan Giả hạc còn mang những 

nét đặc trưng riêng như khuôn hoa lớn, cánh sáp có viền, mùi thơm dịu, với màu tím Huế đặc 

trưng, đặc biệt thời gian nở hoa vào tháng 5-6 khác với các loại giả hạc khác là nở vào tháng 

2-3, nhưng nguồn giống còn hạn chế, chưa có những đột biến điển hình được tìm thấy, giá trị 

kinh tế chưa cao. Đồng thời, lan Giả hạc tím Huế ngoài tự nhiên hiện nay rất khan hiếm do 
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bị khai thác quá mức, việc khai thác không kiểm soát D. anosmum Lindl. nói riêng và các 

loài lan rừng khác nói chung đang xảy ra ở nhiều nơi như Tây Nguyên, Lâm Đồng, các tỉnh 

miền núi phía Bắc. Hầu hết các loài lan rừng ở Việt Nam đều có tên trong Sách đỏ Việt 

Nam và nhiều loài trong số đó đang ở mức đặc biệt nguy cấp [1]. Ngoài ra, việc thu hẹp 

môi trường sống do các tác động của thiên tai, con người và khả năng nhân giống tự nhiên 

thấp dẫn đến số lượng lan rừng ngày càng ít đi nhanh chóng [41]. Trên đây là những nguyên 

nhân chính dẫn đến sự suy giảm mức độ đa dạng sinh học các loài trong tự nhiên trong đó 

có loài lan D. anosmum Lindl. 

 Vì vậy, để góp phần phát triển dòng lan này chúng tôi thực hiện đề tài “Nghiên cứu tạo 

một số dòng lan Giả hạc tím Huế (Dendrobium anosmum Lindl.) đột biến bằng phương 

pháp thực nghiệm” nhằm tạo ra một số dòng đột biến có giá trị từ nguồn giống lan bản địa 

này, cũng như phục vụ nhu cầu của người sưu tầm lan, và góp phần bảo tồn nguồn gen của 

giống lan bản địa. 

Mục tiêu nghiên cứu 

Mục tiêu tổng quát: Tạo được dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến bằng phương pháp 

thực nghiệm. 

Mục tiêu cụ thể:  

- Tạo được vật liệu khởi đầu in-vitro từ mẫu lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.). 

- Tạo được một số dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến bằng cách sử dụng colchicine 

và dimethyl sulphate (DMS) tác động lên mô sẹo và protocorm.  

- Đánh giá được đặc điểm biến dị hình thái và di truyền của dòng đột biến. 

- Đánh giá được ảnh hưởng của một số yếu tố (môi trường dinh dưỡng, chất điều hoà 

sinh trưởng, giá thể trồng, chế độ chiếu sáng, chế phẩm vi sinh) tới sinh trưởng, phát triển 

của các dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến. 

Nội dung nghiên cứu 

- Nghiên cứu tạo vật liệu khởi đầu in-vitro từ lan Giả hạc tím Huế. 

- Nghiên cứu tạo dòng Giả hạc tím Huế đột biến bằng phương pháp thực nghiệm. 

- Đánh giá đặc điểm hình thái/di truyền của các dòng lan đột biến. 
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- Nghiên cứu xây dựng quy trình huấn luyện cây con ra vườn ươm và ảnh hưởng chế 

phẩm vi sinh vật nội sinh đến sinh trưởng của dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến. 

Phạm vi nghiên cứu 

 Nghiên cứu trên đối tượng lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.) được thu thập 

tại thành phố Huế, thực hiện nuôi cấy mô và tác động của colchicine, dimethyl sulphate tới 

đối tượng này. Nghiên cứu được thực hiện tại Viện công nghệ sinh học, Đại học Huế trong 

thời gian từ 5/2021 đến 5/2024. 

Ý nghĩa khoa học và thực tiễn 

Ý nghĩa khoa học 

- Bổ sung vào khoá phân loại loài lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.) những đặc 

điểm đặc trưng để nhận dạng. 

- Hoàn thiện quy trình nhân giống lan Giả hạc tím Huế bằng nuôi cấy in-vitro. 

- Xây dựng quy trình tạo giống lan Giả hạc tím Huế đột biến bằng phương pháp thực 

nghiệm. 

- Đánh giá các biến đổi cây đột biến bằng các chỉ thị hình thái, tế bào và phân tử từ đó 

làm cơ sở lựa chọn các dòng đột biến triển vọng. 

Ý nghĩa thực tiễn 

- Hoàn thiện quy trình nhân giống invitro và huấn luyện cây con sau nuôi cấy in-vitro 

(giá thể, ánh sáng, độ ẩm, bổ sung vi sinh) nhằm nâng cao tỷ lệ sống và rút ngắn thời gian ra 

vườn sản xuất. Cung cấp nguồn cây giống đồng đều, ổn định, giữ đặc trưng “tím Huế”, phục 

vụ bảo tồn nguồn gen địa phương và phát triển sản xuất hàng hoá/sinh vật cảnh; sẵn sàng 

chuyển giao quy trình cho vườn ươm và hộ trồng lan. 

- Cung cấp các quy trình tạo dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến  bằng hóa chất trên mô 

sẹo và hạt giống hiệu quả, có thể áp dụng cho các giống lan khác thuộc chi Dendrobium. 

- Hoàn thiện quy trình từ nhân giống tới ra cây và chăm sóc cây con cho các dòng lan giả 

hạc tím huế đột biến. 
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- Tạo ra một số dòng lan giả hạc Tím Huế đột biến có hình thái khác biệt, có nguồn gen 

ổn đinh, cung cấp nguồn vật liệu cho quá trình chọn lọc và tạo giống để phục vụ cho chọn lọc 

và tạo giống. 

- Nghiên cứu chế phẩm hữu cơ vi sinh để chăm sóc lan giả hạc tím Huế, sản phẩm này 

góp phần giảm bớt việc sử dụng phân bón hoá học và thuốc bảo vệ thực vật góp phần bảo vệ 

môi trường. 

Những điểm mới của luận án 

- Nghiên cứu là lần đầu mô tả chi tiết các đặc điểm nhận dạng lan Giả hạc tím Huế, kết 

quả bổ sung vào khoá phân loại các đặc điểm nhận dạng loài này ở khu vực TP. Huế. 

- Lần đầu tiên xây dựng quy trình tạo giống đột biến thực nghiệm trên lan Giả hạc tím 

Huế bằng hoá chất colchicine và dimethyl sulphate tại TP.Huế. 

- Đánh giá được đa dạng di truyền của các dòng lan đột biến được tạo ra. Tạo được chế 

phẩm vi sinh từ một số chủng vi sinh vật nội sinh được phân lập trên cây lan rừng và ứng dụng 

chế phẩm này vào việc chăm sóc lại cho cây lan con ở vườn ươm. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN CÁC VẤN ĐỀ NGHIÊN CỨU 
 

1. Tổng quan chi lan Hoàng Thảo (Dendrobium) và loài lan Giả hạc tím (Dendrobium 

anosmum Lindl.) 

1.1. Chi lan Hoàng Thảo (Dendrobium) 

Chi lan Hoàng Thảo (Dendrobium) là một trong những chi quan trọng nhất trong họ 

phong lan (Orchidaceae), Dendrobium bao gồm 1600 loài lan biểu sinh. Các chi này có đặc 

điểm thân giả hành dài hay thân giả có lá mềm dọc theo chiều dài thân, ở một số loài lan có 

giả hành ngắn hoặc phình to. Giả hành Dendrobium có 4 loại, đại diện điển hình là D. 

nobile, D. kingianum, D. bigibbum và D. speciosum. Kích thước lá từ 2,5 cm đến 40 cm, 

dày, rụng lá hoặc thường xanh. Hoa của chi Dendrobium có thể ra trực tiếp trên thân giả 

hành, mọc riêng lẻ hoặc thành từng cụm, hoặc là các chuỗi hoa mọc ra từ các nách lá hay 

đỉnh ngọn. Cụm hoa ở đầu hoặc cuối và được sắp xếp từ một đến vài chục hoa với kích 

thước và phạm vi màu hoa vô cùng đa dạng [84]. 

Dendrobium phân bố chủ yếu ở vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới, miền Bắc và Đông 

Úc. Đa số các loài này nằm trong Công ước quốc tế về buôn bán các loài động vật, thực vật 

hoang dã nguy cấp (CITES). Có 107 loài thuộc chi Dendrobium đã được tìm thấy ở Việt 

Nam và chúng phân bố rộng rãi trên khắp mọi miền của nước ta. Các loài thuộc chi 

Dendrobium giá trị thẩm mỹ cao được nhiều người lựa chọn [131], ngoài ra, chi lan này 

còn là những dược liệu có giá trị đối với sức khỏe con người như tác dụng loại bỏ các chất 

độc hại tích luỹ trong mô, tăng cường khả năng miễn dịch của cơ thể, giảm lượng đường 

trong máu và kéo dài tuổi thọ [163], [187]. 

1.2. Lan Giả hạc (Dendrobium anosmum Lindl.) 

1.2.1 Phân loại thực vật 

Theo hệ thống phân loại APG III năm 2009 [60], lan Giả hạc (Dendrobium anosmum 

Lindl.) được phân loại như sau: 

Giới: Plants (thực vật) 

    Ngành: Magnoliophyta (Mộc lan, thực vật có hoa, hạt kín) 
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         Lớp: Liliopsida (Một lá mầm) 

            Bộ: Asparagales (Măng tây) 

               Họ: Orchidaceae (phong lan) 

                  Chi: Dendrobium (Hoàng thảo)  

    Tên Khoa học: Dendrobium anosmum Lindl. 

    Tên tiếng Việt: Lưỡng điểm hạc; Phi điệp; Giả hạc; Giả hạc tím. 

Tên khác: Dendrobium superbum Reichb. f. in Walp., Dendrobium superbum var. 

delacourii Gagnep. & Guillaum., Dendrobium parishii auct. (Guillaum.), non Reichb.f. 

1.2.2 Phân bố 

Lan Giả hạc (D. anosmum Lindl) được phân phối rộng rãi từ Philippines đến New 

Guinea, bao gồm Borneo và nhiều hòn đảo của Indonesia, trên các bán đảo ở Malaysia, 

Thái Lan, Lào, Việt Nam và Sri Lanka [82]. Trong rừng núi chúng thường mọc ở độ cao 

dưới 750 m. Ở các khu vực Bulolo và Wau thuộc Papua New Guinea, chúng sống phổ biến 

trên cây có vỏ xù xì và gỗ mục, ở độ cao 1300 m so với mực nước biển [126]. Giống lan 

này được Lindley đặt tên từ năm 1845, thường mọc ở các quốc gia Đông Nam Á, nhưng 

nay phổ biến khắp thế giới bởi vì khá dễ trồng, nhiều hoa và hương thơm ngào ngạt [100].  

Ở Việt Nam, lan Giả hạc có ở hầu khắp các tỉnh thành trong cả nước, đặc biệt nhiều 

trên dãy Trường Sơn [2] và mang các đặc tính gen và hình thái khác nhau theo địa lí, độ 

cao, độ ẩm và nhiệt độ, cũng từ đó cây mang nặng đặc tính vùng miền thể hiện qua thân lá 

và hoa [136], [35]. 

1.2.3. Đặc điểm của lan Giả hạc 

- Thân: thân giả hành, dạng đa thân, chiều dài của thân có thể đạt tới 1,2 m, thân có 

đốt mềm mại buông rủ xuống, thân có màu xanh, mọng nước. Thân giả hành sau khi ra hoa 

sẽ dần khô lại hoặc nếu trên thân còn mắt ngủ thì tiếp tục nuôi dưỡng mắt ngủ để lên chồi 

mới. Thân giả hành ra mới sau mỗi mùa hoa, thường sẽ phát triển từ mầm gốc [86]. 

- Lá: lá có hình thoi thuôn dài, mọc cách so le, màu xanh bóng, ngả vàng và rụng trước 

khi đến mùa ra hoa 2-3 tháng thường là mùa thu - đông, có bẹ lá ôm thân, không có cuống 

lá, tùy xuất xứ có cây lá hơi tròn, có vùng lại nhỏ dài [86]. 
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- Hoa: tập hợp thành chùm hoặc đơn lẻ, phát triển từ chồi hoa ở các mắt ngủ trên giả 

hành. Hoa giả hạc thuộc loại hoa mẫu 3. Có 6 cánh hoa, trong đó có 3 cánh hoa ngoài cùng 

gọi là 3 cánh dài. Nằm kề bên trong có xen kẽ với 3 cánh dài là 3 cánh hoa. Hai cánh bên 

thường giống nhau, cánh còn lại nằm ở phía dưới của hoa, thường có màu sắc và hình dạng 

đặc biệt khác hẳn 2 cánh kia được gọi là cánh môi. Chính cánh môi quyết định giá trị thẩm 

mỹ hoa lan. Giữa hoa có một trụ nổi là bộ phận sinh dục của hoa. Trụ  chứa cả nhị và nhụy 

nên được gọi là trục - hợp - nhụy. Phần nhị nằm bên trên của trục, thường có nắp che chở, 

bên trong chứa 4 khối phấn màu vàng, có dạng thuôn hơi cong lưỡi liềm. Hoa giả hạc có 

bầu hạ, thuôn dài kéo theo cuống. Bầu hoa lan có 3 ô gọi là 3 tâm bì (hoặc đính noãn trung 

trụ) hoặc đính noãn bên. Trong bầu chứa vô số các hạt nhỏ li ti gọi là tiểu noãn nằm trên 3 

đường dọc theo chiều dài của 3 mép tâm bì. Sau khi thụ phấn, thụ tinh, các tiểu noãn sẽ 

biến đổi và phát triển thành hạt, trong khi đó bầu noãn sẽ to phát triển thành quả [77]. 

Hoa lan Giả hạc có mùi thơm dễ chịu, đường kính hoa trung bình từ 7 – 10 cm, tuy 

nhiên có một số biến thể nhỏ hoặc lớn hơn, thậm chí là không nở hoàn toàn. Trên một thân 

thường có nhiều cụm hoa, thường mỗi cụm hoa có từ 1-3 hoa, một cây có thể ra đến 50 – 

70 hoa. Màu sắc hoa đa dạng, thay đổi từ màu hồng đậm đến tím nhạt và có trải qua màu 

sắc biến đổi trung gian. Các yếu tố màu sắc của hoa có phần nhạt, đậm từ viền hoa đến 

cuống hoa. Thông thường loài hoa này sẽ nở kéo dài trong khoảng thời gian là 3 tuần, điều 

kiện thời tiết xấu sẽ bị héo và rụng sớm và ngược lại nếu trong điều kiện khí hậu thời tiết 

mát mẻ thì thời gian hoa nở kéo dài hơn [86], [117].  

- Mùi hương: hoa lan Giả hạc luôn có mùi hương, dịu nhẹ, thơm ngát, thoang thoảng 

trong khắp không khí [86]. 

- Thời điểm ra hoa: hoa thường nở rộ vào thời điểm cuối xuân - đầu hè, khoảng thời 

gian tháng 3 – tháng 6 hàng năm, hoa nở khoảng 2 – 3 tuần là bắt đầu tàn [117].  

- Quả và hạt lan: Sự tạo quả của hoa lan nói chung và lan Giả hạc nói riêng trong tự 

nhiên rất khó do cấu tạo đặc biệt của hoa và thường phải nhờ côn trùng thụ phấn. Quả lan 

thuộc loại quả nang, quả có dạng thuôn dài đến hình trụ ngắn phình ở giữa. Khi chín quả 

nở ra theo 3 đến 6 đường nứt dọc, mảnh vỏ còn dính lại với nhau ở phía đỉnh và phía gốc. 
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Ở một số loài, khi chín quả không nứt ra nên hạt chỉ ra khỏi quả khi quả bị mục nát. Bên 

trong chứa rất nhiều hạt, nhỏ li ti, phải trải qua 2 – 18 tháng hạt mới chín khi chín hạt có 

màu vàng. Hạt cấu tạo bởi một khối chưa phân hóa, trên một mạng lưới nhỏ xốp chứa đầy 

không khí, toàn bộ hạt trong một quả nặng chỉ bằng một phần mười đến một phần nghìn và 

hầu như không xác định được trọng lượng (mg), rất nhẹ nên dễ phát tán nhờ gió. Thông 

thường, cần có nấm cộng sinh hỗ trợ tạo các chất cần thiết để hạt lan nảy mầm, đặc biệt ở 

đầu các giai đoạn phát triển [41]. 

- Rễ : rễ lan Giả hạc nhỏ có đường kính 1 - 1,5 mm, bám dính, có hình trụ có nhánh 

từ bậc 1 bậc 2 cho đến bậc 3 hoặc không phân nhánh và thường rất dài, có màu xanh nhạt, 

trắng hoặc xanh - trắng. Khác với những loài đơn thân rễ mọc thẳng đứng từ thân và thường 

xen kẽ với lá thì rễ của lan Giả hạc chủ yếu mọc từ gốc căn hành [86]. 

1.2.4. Đặc điểm bộ nhiễm sắc thể (NST) của lan Giả hạc 

Số lượng nhiễm sắc thể đầu tiên của loài Dendrobium đã được Hoffman ghi lại vào 

năm 1929, số lượng nhiễm sắc thể của loài này có thể giao động từ 2n=38 đến 2n=114. Có 

sự khác biệt về kích thước nhiễm sắc thể ở các loài khác nhau, hầu hết các loài thuộc 

Dendrobium đều có nhiễm sắc thể nhỏ, nhưng một số loài như D. macrophyllum, D. 

spectabile và D. anosmum (superbum) có nhiễm sắc thể lớn gấp 3 đến 4 lần so với các loài 

khác. Số lượng nhiễm sắc thể của loài D. anosmum (superbum) là 2n = 38, kích thước lớn 

[181]. Mặc dù một số loài biểu hiện sự khác biệt đáng kể về kích thước nhiễm sắc thể trung 

bình, nhưng không thể phân biệt hay nhận dạng loài bằng thông số này [181]. D. anosmum 

là một trong những bộ nhiễm sắc thể bổ sung lớn nhất trong chi trong khi D. linguella có 

bộ nhiễm sắc thể nhỏ nhất. 

Ở một số khu vực địa lý khác nhau thì số lượng NST của các loài Dendrobium đặc 

trưng của vùng đó là khác nhau, phần lớn số NST ở các loài là 2n = 38 như ở loài D. nobile 

và D. moniliforme [79]. Một số ít loài có 2n = 40, 2n = 36 hoặc 2n = 76 hay 80. Ở loài D. 

kingianum có các mức bội thể như 2n = 38, 3n=57, 4n = 76 và 6n = 114 [98].  
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Hình 1.1. Nhiễm sắc thể của 

Dendrobium anosmum [180];  A. bộ NST 

tế bào soma (1800X); B. Phân tích 

Karyotypes bộ NST. 

 

1.2.5. Giá trị của lan Giả hạc 

1.2.5.1. Giá trị kinh tế của lan Giả hạc 

Lan Giả hạc là giống lan phổ biến được nhiều người ưa chuộng nhờ vào vẻ đẹp ấn 

tượng cùng hương thơm quyến rũ. Hoa có màu sắc rất đa dạng, tinh tế, mỗi màu sắc lại 

mang một đặc điểm hình thái khác nhau, và hoa có độ bền lâu. Vì vậy mà nó là loài hoa 

đầu tiên được đưa về trồng tại Hawai vào đầu những năm 1986 từ Philippines [98]. Mùi 

hương của lan Giả hạc rất đặc trưng và quyến rũ, hầu hết các nhà sưu tầm lan đều có giống 

lan này, việc chiêm ngưỡng vẻ đẹp và tận hưởng mùi thơm của hoa lan làm cho tâm hồn 

con người như được giao hòa cùng thiên nhiên.  

 Lan giả hạc có giá trị kinh tế cao, từ năm 1945, loài hoa này đã được sử dụng để kinh 

doanh hoa cắt cành và cây cảnh ở Hawai [98]. Hiện nay, thì loài hoa này càng ngày càng 

có giá trị ở các nước trên thế giới như Úc, Mỹ, Thái Lan, Hà Lan, Pilippines, Hawai,… Cụ 

thể giá trị hoa Lan xuất khẩu trên thế giới tăng mạnh từ hơn 193 triệu USD năm 2016 đến 

khoảng hơn 217 triệu USD năm 2018.  Đứng đầu trong ngành xuất khẩu hoa lan là Thái 

Lan, sau đó là Hà Lan, còn Việt Nam hiện đang đứng vị trí rất khiêm tốn trong thị trường 

xuất khẩu lan thế giới [185]. Kim ngạch xuất khẩu của mặt hàng hoa lan Việt Nam đạt 4 

triệu USD trong năm 2018, chủ yếu sang các thị trường Nhật Bản (72,5%) và Mỹ (11,3%). 

Nếu so với thị phần của các quốc gia khác, thì mặt hàng hoa lan xuất khẩu của Việt Nam 

chiếm tỉ trọng rất nhỏ [33]. 
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Việt Nam rất có lợi thế về các giống lan rừng quý hiếm, đa dạng về chủng loại nhưng 

việc khai thác và phát triển nguồn tài nguyên này hiện nay chưa tương xứng với tiềm năng 

[32]. Hiện nay ở Việt Nam, các mô hình, các nông trường và cơ sở phát triển lan giống số 

lượng nhiều, chất lượng cao chỉ tập trung ở một số địa phương như Đà Lạt, Thành Phố Hồ 

Chí Minh, Hà Nội còn những địa phương khác chưa thực sự khai thác được hết tiềm năng. 

Điều này do chủ yếu các cơ sở cung cấp giống lan đều tạo ra cây giống bằng phương pháp 

truyền thống, dẫn đến số lượng giống tạo ra không nhiều, không đồng đều về chất lượng để 

có thể đáp ứng nhu cầu trong nước và xuất khẩu [44]. 

 Những năm gần gân đây, các địa phương cũng đã chú trọng đẩy mạnh phát triển 

nghề trồng hoa cây cảnh, đặc biệt là tập trung vào những loại hoa mang lại hiệu quả kinh 

tế cao trong đó có hoa lan. Theo Sở NN&PTNT TPHCM, năm 2022, Thành phố đã xuất 

khẩu được 200.000 cây kim ngân, lan Mokara, Dendrobium với kim ngạch xuất khẩu 

500.000 đô la Mỹ. Thị trường xuất khẩu chủ yếu Campuchia, Mỹ, Nhật Bản, Hà Lan, 

Canada. Hiện toàn Thành phố đang có 2.325 ha trồng hoa, cây kiểng, trong đó, có 370 ha 

trồng hoa lan, chiếm gần 16% và mỗi héc-ta mang về cho nông dân mỗi năm từ 800 triệu 

đến 1 tỉ đồng [14]. Tỉnh Thừa Thiên Huế cũng có những chính sách tập trung phát triển 

nghề trồng hoa cây cảnh, trong đó có hoa lan. Đặc biệt các mô hình nông nghiệp đô thị, các 

mô hình này vừa đem lại kinh tế cho nhà vườn vừa tạo cảnh quan đẹp cho Thành phố. Năm 

2018, UBND tỉnh Thừa Thiên Huế (cũ) đã phê duyệt dự án xây dựng mô hình sản xuất một 

số loài hoa lan bản địa giá trị cao tại tỉnh Thừa Thiên Huế (cũ), trong dự án có lan Giả hạc 

tím Huế ( D. anosmum Lindl.) [34]. 

1.2.5.2. Giá trị dược liệu của lan Giả hạc 

Nhiều loài Dendrobium ngoài tác dụng trang trí cho không gian sống còn có giá trị 

chữa bệnh. D. officinale Kimura & Migo là cây thuốc quý được dùng hỗ trợ điều trị các 

bệnh lao, sốt, đau họng, đau lưng, đau dạ dày, viêm ruột,…[68]; D. anosmum Lindl. và D. 

nobile Lindl.. được dùng để chữa suy nhược cơ thể, căng thẳng, đau họng và suy nhược 

sinh lý ở nam giới [27].  
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Các loài có tầm quan trọng về mặt y học bao gồm D. nobile, D. chrysanthum, D. 

officinale, D. loddigessi, D. fimbriatum var. oculatum, D. moniliforme, và D. candidum. 

Chúng đã được sử dụng như các phương thuốc dân gian truyền thống để điều trị các bệnh 

khác nhau, chẳng hạn như viêm dạ dày teo mãn tính, tiểu đường và bệnh tim mạch. Các 

nghiên cứu hóa thực vật trước đây về các loài Dendrobium đã dẫn đến việc phân lập đa 

dạng các loại hợp chất, chẳng hạn như các alkaloid, bibenzyls, phenanthren, fluorenones, 

sesquiterpenoid, lignan, flavonoid, và polysaccharid. Các hợp chất này đã được báo cáo là 

có tác dụng bảo vệ thần kinh, chống ung thư, chất chống oxy hóa, chống viêm và các hoạt 

động điều hòa miễn dịch. Đặc biệt, đã có nhiều báo cáo về cơ chế hoạt động chống ung thư 

của chúng, bao gồm cả quá trình tự hủy và di chuyển tế bào [133].  

D. anosmum Lindl. được nghiên cứu chiết xuất etanolic, Glucose để điều trị giảm 

đường huyết, cung cấp phương pháp điều trị hoặc thuốc thay thế cho bệnh nhân đái tháo 

đường [76], ngoài ra còn có 4 hợp chất khác đã được tách chiết từ lan này là alkaloid, 

flavonoid, tannin, và phenol [145]. Các thử nghiệm sàng lọc hóa chất thực vật và hoạt động 

chống oxy hóa đã được thực hiện để xác định loại hợp chất và hoạt động chiết xuất là chất 

chống oxy hóa trên lan  D. anosmum var. gigantea. Môi trường dinh dưỡng có bổ sung 

hormone tăng trưởng NAA, BA được nuôi huyền phù. Sàng lọc thực vật được thực hiện 

bằng phương pháp thử nghiệm tại chỗ. Hoạt tính chống oxy hóa đã được thử nghiệm bằng 

phương pháp DPPH [145].  

1.2.6. Lan Giả hạc tím Huế 

Mỗi địa phương có những dòng Giả hạc đặc trưng, như Giả hạc Thái Nguyên [46], 

Giả hạc Hoà Bình [136], Giả hạc Phú Thọ [104], Giả hạc Quảng Trị [45], Giả hạc Di Linh 

[7], nhưng dòng lan Giả hạc đặc trưng của Huế hầu như không được để cập và ít tài liệu 

tham khảo, dựa trên tìm hiểu thì nhóm nghiên cứu đã tìm được Giả hạc tím Huế với những 

đặc điểm đặc trưng như thân, lá to, xanh mướt xen kẻ những sọc tím, hoa to, cánh sáp, màu 

tím đặc trưng của Huế, có viền trên cánh hoa, mùi thơm dịu nhẹ hơi giống mùi oải hương. 

Mặt hoa Giả hạc tím Huế là một trong những mặt hoa giả hạc đẹp, cân đối, độ bền lâu trong 

điều kiện nắng ráo (7-10 ngày), được nhiều người yêu thích và sưu tầm. Nguồn gốc của lan 
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Giả hạc tím Huế là một dòng của lan Giả hạc (D. anosmum Lindl.)  được phân bố khu vực 

thành phố Huế, trong nghiên cứu này chúng tôi đã khảo sát ở một số nhà vườn như vườn 

lan Thiên An (Thuỷ Bằng, Xuân Thuỷ), vườn lan Lộc Hồng (08 Đoàn Hữu Trưng, Phước 

Vĩnh), vườn Lan Đô Nguyễn (18 Thạch Hãn, Thuận Hoà) có nuôi trồng dòng lan Giả hạc 

này. Đã từ lâu lan Giả hạc tím Huế được người chơi lan đưa từ rừng về thuần dưỡng ở điều 

kiện nhân tạo và đã thích nghi, phát triển tốt với điều kiện khí hậu, thời tiết của thành phố 

Huế . 

 

Hình 1.2. Hoa lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.) (Nguyễn Hữu Thọ (2021), hình 

được chụp trong quá trình nghiên cứu). 

2. Tổng quan nghiên cứu các phương pháp nhân giống lan Giả hạc 

2.1. Nhân giống truyền thống 

Nhân giống thuyển thống có thể thực hiện bằng hình thức nhân giống sinh 

dưỡng hoặc gieo hạt. Nhân giống sinh dưỡng là hình thức nhân giống vô tính xảy ra ở thực 

vật trong đó một cây mới được tạo ra từ một phần của cây bố mẹ hoặc phát triển từ một cấu 

trúc sinh sản chuyên biệt. Đối với lan nhân giống bằng phương pháp này có thể thực hiện 

bằng cách tách bụi [132] các cây lan sau khi đã phát triển thành những bụi lan lớn sẽ được 

tách chiết ra trồng để hình thành những bụi lan mới, hoặc bằng thân giả, tức là sử dụng thân 

giả khoẻ mạnh, không sâu bệnh được cắt thành những đoạn ngắn có chứa những mầm ngủ 

https://mimirbook.com/vi/b1d876f4bae
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(kie), hoặc tách nhánh, ở một số loài lan thường có hiện tượng tạo cây con trên giả hành 

một cách tự nhiên, khi cây con này có rễ là có thể tách ra khỏi giả hành để trồng [132]. Ưu 

điểm của phương pháp nhân giống sinh dưỡng là cây con được tạo ra là giống hoàn toàn 

cây mẹ. Phương pháp này cho phép thực vật tránh được quá trình hình thành các cơ quan 

sinh sản hữu tính tốn năng lượng và phức tạp như  ra hoa, quả và hạt, nhân giống sinh dưỡng 

giúp cây con đạt đến giai đoạn trưởng thành nhanh hơn. Trong tự nhiên, điều đó làm tăng 

cơ hội để cây phát triển thành công và về mặt thương mại nó giúp tiết kiệm rất nhiều thời 

gian và tiền bạc vì giảm thời gian canh tác [51]. Thực hiện phương pháp này không đòi hỏi 

kỹ thuật cao, dễ thực hiện, tiết kiệm chi phí và thời gian. Nhược điểm lớn của nhân giống 

sinh dưỡng là hệ số nhân giống thấp, phương pháp làm hạn chế đa dạng di truyền của loài 

có thể dẫn đến giảm năng suất và dần bị thoái hoá giống. Các cá thể nhân giống sinh dưỡng 

giống hệt nhau về mặt di truyền và do đó tất cả đều dễ bị nhiễm virus, vi khuẩn và nấm gây 

bệnh hàng loạt [51]. 

 Hình thức nhân giống bằng gieo hạt: Trong thực tế hoa lan ít khi nhân giống hữu 

tính, vì hạt lan rất nhỏ, không có nội nhũ, kỹ thuật gieo ươm phức tạp, cần có nấm cộng 

sinh hạt mới nẩy mầm, do đó tỷ lệ nảy mầm thấp và tính phân ly lớn khi trồng bằng hạt, 

khó duy trì được đặc tính tốt của cây mẹ. Nhưng cũng chính vì mang tính di truyền phức 

tạp, phân ly lớn nên là cơ hội tốt cho các nhà tạo giống và đông đảo người trồng hoa lan 

tuyển chọn được những giống lan quý. Vì vậy nhân giống bằng hạt cũng là một trong những 

khâu quan trọng trong tạo giống lan [154]. Có hai cách nhân giống lan bằng hạt là gieo hạt 

trực tiếp lên giá thể trồng hoặc gieo hạt trong môi trường in-vitro. Ưu điểm của phương 

pháp nhân giống bằng hạt là tiết kiệm chi phí, đa dạng hóa giống cây trồng, và tăng khả 

năng chịu đựng của cây trồng, tạo ưu thế lại, nâng cao năng suất và chất lượng cây trồng. 

Nhân giống bằng hạt tạo ra cây con nhanh, cây đồng loạt, cùng kích cỡ, cùng độ tuổi, kỹ 

thuật đơn giản, cây con thích nghi tốt, bộ rễ khoẻ, tuổi thọ cao. Tuy nhiên phương pháp có 

một số nhược điểm là cây con tạo ra dễ thoái hoá giống và chất lượng giống cây không 

đồng đều vì hiện tượng phân tính. Cây giống từ hạt có thời gian phát triển lâu cho sản phẩm 

chậm hơn và khó khiểm soát được chất lượng so với các phương pháp khác [154].  
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2.2. Nhân giống in-vitro lan Giả hạc 

Nhân giống in-vitro là phương pháp nhân giống vô tính tiên tiến nhất hiện nay. Bộ 

phận để nhân giống có thể là ngọn cây, ngọn cành, nhánh, lá, hoa, rễ cây, cũng có thể là hạt 

Cây giống in-vitro có đặc điểm sạch bệnh, cây sinh trưởng và phát triển tốt, độ đồng đều 

cao. Phương pháp có hệ số nhân giống cao so với các phương pháp khác [58]. Phương pháp 

nhân giống in-vitro có các yếu tố ảnh hưởng như: 

a. Vật liệu nuôi cấy 

Việc lựa chọn vật liệu nuôi cấy quyết định đến sự thành bại của quá trình nhân giống 

in-vitro. Về nguyên tắc mọi tế bào của các mô chuyên hoá đều có tính toàn năng, nghĩa là 

đều có thể nuôi cấy thành công. Thực tế cho thấy các loại tế bào và mô khác nhau có mức 

độ nuôi cấy thành công khác nhau. Một nguyên tắc cơ bản trong nuôi cấy mô tế bào là các 

tế bào làm vật liệu nuôi cấy càng non thì khả năng nuôi cấy thành công càng cao. Như vậy, 

tế bào và mô phôi non là triển vọng nhất, rồi đến các tế bào của đỉnh sinh trưởng như: mô 

phân sinh đỉnh ngọn, đầu rễ, lá non, tượng tầng,... sau đó là các tế bào sinh dục như noãn 

bào và tế bào hạt phấn ở giai đoạn non [58]. 

Nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím đã được thực hiện thành công trên vật liệu là 

hạt. Hạt lan được gieo trên môi trường dinh dưỡng để phát triển thành các protocorm từ đó 

thực hiện những giai đoạn nhân giống in-vitro tiếp theo. Trong nghiên cứu của Đặng Thị 

Thu Hà và Phạm Thu Hà (2020) thực hiện trên hạt lan Giả hạc tím (D. anosmum Lindl) 

[13], nghiên cứu của Lê Thiên Vinh (2022) nhân giống lan Giả hạc tím đột biến cũng được 

thực hiện bằng hạt [45]. Ngoài ra lan Giả hạc tím còn được nhân giống in-vitro thành công 

bằng chồi ngủ của thân như nghiên cứu của Trần Trung Kiên và cộng sự (2021) [104]. 

b. Điều kiện vô trùng 

Đây là điều kiện cơ bản đầu tiên của quá trình nuôi cấy in-vitro. Nếu điều kiện này 

không được đảm bảo thì mẫu nuôi cấy hoặc môi trường sẽ bị nhiễm, mô nuôi cấy bị chết, 

các thí nghiệm ở giai đoạn sau sẽ bị ngừng lại. Do đó, trong toàn bộ quá trình nuôi cấy in-

vitro cần đảm bảo điều kiện vô trùng tuyệt đối. Để đảm bảo điều kiện vô trùng cần có 

phương pháp khử trùng mẫu thích hợp, phương tiện khử trùng hiện đại, buồng và bàn nuôi 
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cấy vô trùng. Chọn đúng phương pháp khử trùng sẽ cho tỷ lệ sống cao, môi trường dinh 

dưỡng thích hợp sẽ đạt tốc độ sinh trưởng nhanh [58]. 

Một số loại chất khử trùng đã được sử dụng hiệu quả để khử trùng mẫu là quả lan 

hoặc đoạn thân lan Giả hạc tím (D. anosmum Lindl) như cồn 96º và đốt trên ngọn lửa đèn 

cồn [13]; HgCl2 0,1% [42]; NaClO 2% [71]; H2O2 3% [167]. 

c. Môi trường nuôi cấy 

Mỗi loại cây có hình thái và yêu cầu dinh dưỡng riêng. Hơn nữa, nhu cầu dinh dưỡng 

cho các mô trong mỗi bộ phận của cây là khác nhau [169]. Tìm ra môi trường nuôi cấy mô 

thực vật thích hợp cho từng đối tượng cây trồng là một thách thức trong giai đoạn đầu, vì 

một môi trường thích hợp là môi trường mô phỏng được nguồn dinh dưỡng sẵn có từ tự 

nhiên, điều này sẽ giúp cho cây phát triển tốt [169]. Các thành phần cơ bản bao gồm nguyên 

tố đa lượng (N, P, K, S, Mg, Ca,...) [153], nguyên tố vi lượng (Fe, Cu, Bo, Zn, Mn, Co, I,...) 

[153], nguồn carbon (các loại đường khoảng 20-30 mg/L) [58], chất hữu cơ bổ sung (chủ 

yếu là vitamin, nước dừa, khoai tây, chuối…) [153], chất điều hòa sinh trưởng như auxin, 

cytokinin, gibberellin, acid abscisic, ethylene và các chất làm đông đặc (thường dùng agar) 

[153]. Các thành phần cơ bản phải được kết hợp ở một nồng độ cố định [169]. 

Trong nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím (D. anosmum Lindl) môi trường dinh 

dưỡng được dùng phổ biến nhất là môi trường MS có bổ sung thêm một số chất hữu cơ như 

đường, nước dừa, khoai tây, chuối và agar như trong các nghiên cứu của Đặng Thị Thu Hà 

và Phạm Thu Hà (2020) [13], nghiên cứu của Lê Thiên Vinh (2022) [45], nghiên cứu của 

Trần Trung Kiên và cộng sự (2021) [104]. 

d. Các chất điều hoà sinh trưởng 

Các chất điều hoà sinh trưởng thực vật hay phytohormon (hormon thực vật) là các 

phân tử tín hiệu có bản chất hoá học khác nhau, tồn tại ở hàm lượng rất nhỏ (nồng độ µg, 

ng), được hình thành tại một nơi nhưng gây hiệu ứng sinh học mạnh tại một nơi (mô, cơ 

quan) khác cách xa nguồn, do đó nó phải di chuyển. Trong cơ thể thực vật, hormone điều 

hoà và phối hợp quá trình trao đổi chất, sinh trưởng và phát sinh hình thái thường phụ thuộc 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vitamin
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vào các tín hiệu hóa học từ một phần này đến một phần khác của cơ thể. Các chất điều hòa 

sinh trưởng thực vật rất quan trọng trong nuôi cấy mô thực vật vì chúng đóng vai trò quan 

trọng trong việc kéo dài thân, tính hướng và ưu thế ngọn. Chúng thường được phân loại 

thành các nhóm sau: auxin, cytokinin, gibberellin, acid abscisic và ethylen [153]. Tỉ lệ 

auxin/cytokinin rất quan trọng đối với sự phát sinh hình thái trong các hệ thống nuôi cấy. 

Đối với sự tạo phôi, để tạo callus và rễ trần có tỉ lệ auxin/cytokinin cao, trong khi ở trường 

hợp ngược lại sẽ dẫn đến sự sinh sản chồi và chồi nách [80].  

Trong nhân giống in-vitro các giống lan thuộc chi Dendrobium sử dụng rất nhiều 

loại chất điều hoà sinh trưởng như BA, NAA, IAA, DTZ, Kn… đều mang lại hiệu quả tốt. 

Trong nghiên cứu của Lê Thị Luận và cộng sự (2020) về nhân giống in-vitro cây lan Giả 

hạc Hawaii (D. adastra) đã sử dụng môi trường có bổ sung thêm BA hoặc Kn giai đoạn 

gieo hạt và nhân chồi, ở giai đoạn ra rễ môi trường được bổ sung NAA hoặc IBA [111]. 

Trong nghiên cứu của Nguyễn Thị Mỹ Duyên (2021) nhân giống in-vitro cây lan D. 

anosmum Lindl đã sử dụng môi trường dinh dưỡng có bổ sung BA và NAA giai đoạn gieo 

hạt và nhân chồi [11]. Một nghiên cứu khác của Nguyễn Thị Hải Yến và Nguyễn Thu 

Hường (2021) nhân giống in-vitro lan D. anosmum Lindl cũng đã bổ sung BA, NAA vào 

môi trường dinh dưỡng giai đoạn gieo hạt, giai đoạn nhân chồi là bổ sung BA, và giai đoạn 

ra rễ là bổ sung NAA [46]. Trong nghiên cứu của Lê Thiên Vinh (2022) [45], nghiên cứu 

của Trần Trung Kiên và cộng sự (2021) [104] cũng đều sử dụng các chất điều hoà sinh 

trưởng BA, NAA, IBA để bổ sung vào môi trường dinh dưỡng dùng trong nuôi cấy in-vitro 

lan Giả hạc tím. 

e. Điều kiện nuôi cấy in-vitro  

Trong nuôi cấy mô tế bào các yếu tố của môi trường vật lý được quan tâm đó là ánh 

sáng, nhiệt độ và độ ẩm. 

+ Ánh sáng: là yếu tố cần thiết cho sự phát triển và phát sinh hình thái của các mô 

nuôi cấy. Ánh sáng có ảnh hưởng tới mẫu cấy thông qua thời gian chiếu sáng, cường độ và 

chất lượng ánh sáng, vì ánh sáng là một trong những tín hiệu chính được thực vật tiếp nhận 

bởi vì nó là nguồn năng lượng cho quá trình quang hợp và các quá trình sinh hóa như sản 
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xuất các chất chuyển hóa thứ cấp [57]. Thời gian chiếu sáng thích hợp là 8 - 12 giờ/ngày. 

Cường độ ánh sáng ảnh hưởng đến quá trình phát sinh hình thái mô nuôi cấy. Cường độ 

ánh sáng cao kích thích sinh trưởng của mô sẹo trong khi cường độ thấp gây nên sự tạo 

chồi, cường độ thích hợp cho nuôi cấy mô là từ 1000 - 7000 lux [57]. Các nghiên cứu về 

thời gian chiếu sáng như của Lê Thiên Vinh (2022), đã sử dụng điều kiện chiếu sáng 8 

giờ/ngày trong nhân giống in-vitro lan D. anosmum Lindl có hiệu quả rất tốt [45]. Sorgato 

và cộng sự (2020) cho thấy ảnh hưởng tốt của ánh sáng đến loài D. nobile, D. phalaenopsis 

sau 16 giờ chiếu sáng/ngày [165].  

+ Nhiệt độ: là nhân tố có ảnh hưởng rõ rệt đến sự phân chia tế bào và các quá trình 

trao đổi chất của mô nuôi cấy, đồng thời nó có ảnh hưởng tới sự hoạt động của auxin, do 

đó làm ảnh hưởng đến khả năng ra rễ của cây mô [141]. Ở nhiệt độ trung bình thì hoạt động 

trao đổi chất tốt hơn, còn ở nhiệt độ cao lại khích thích ra nhiều tế bào không có tổ chức. 

Trong nuôi cấy mô, nhiệt độ thường được duy trì ổn định, ban ngày từ 25 - 30°C và ban 

đêm từ 17 – 20°C [141]. 

+ Độ ẩm: trong các bình nuôi cấy luôn kín do đó độ ẩm tương đối luôn bằng 100% 

nên không cần phải quan tâm nhiều đến độ ẩm khi nuôi cấy mô. 

Ngoài ra, cần phải chú ý tới độ pH của môi trường vì nó ảnh hưởng khá rõ nét đến 

khả năng hoà tan các chất khoáng trong môi trường. Sự ổn định của môi trường, khả năng 

hấp thụ chất dinh dưỡng của cây. Nếu pH thấp (< 4,5) hoặc cao (> 7,0) đều gây ức chế sinh 

trưởng, phát triển của cây trong nuôi cấy in-vitro nên việc xác định được độ pH ban đầu 

của môi trường cho quá trình sinh trưởng và phát triển của mô cấy là cần thiết. Độ pH 

thường được sử dụng trong nuôi cấy mô tế bào thực vật nói chung từ 5,6 – 6 [81]. 

3. Các yếu tố ảnh hưởng đến cây con sinh trưởng ở vườn 

3.1. Ánh sáng 

Lan Giả hạc thuộc nhóm cây ưa ẩm và ánh sáng tán xạ, vì vậy ánh sáng là yếu tố 

quan trọng đầu tiên cần được cân nhắc trong quá trình trồng và chăm sóc; ánh sáng khoảng 

từ 50-70% là phù hợp cho cây sinh trưởng, phát triển hiệu quả nhất. Thời kì sinh trưởng 

không nên để cây tiếp xúc trực tiếp với ánh sáng mặt trời dễ làm cháy lá non, cây chậm 
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phát triển. Chỉ nên cho cây tiếp xúc với ánh nắng nhẹ khi chuẩn bị ra hoa là thích hợp nhất 

[98], [99]. 

3.2. Nhiệt độ 

Lan Giả hạc chịu lạnh và nóng rất tốt. Cây có thể chịu được 38°C vào mùa nóng và 

3,3°C vào mùa lạnh. Các loài lan Giả hạc tự nhiên đều có sức sống mãnh liệt. Cây có thể 

sống trên kẽ đá, trên cây đang sinh trưởng, cây đã mục khô, thảm thực vật đã mục nát. Mỗi 

khi gặp những điều kiện sống bất lợi như trong điều kiện khô hạn thì rễ cây sẽ mọc ra nhiều 

và vươn dài ra rất nhanh để đi tìm nguồn nước; hoặc cây sẽ mọc ra nhiều cây con trên những 

đốt thân, đốt cành hoa đã già sau mỗi mùa rụng lá hoặc sau khi ra hoa [98], [99]. 

3.3. Độ ẩm 

Vườn trồng lan cần thông thoáng, độ ẩm tốt nhất để cây phát triển tốt từ 60 – 70% 

vào mùa xuân và cuối đông, độ ẩm khoảng từ 80 – 90% vào mùa hè, thu [7], đặc biệt là khi 

cây còn non và trong thời gian ra hoa của cây cần đảm bảo độ ẩm. Nếu không cung cấp đủ 

độ ẩm thì cây con sẽ teo dần và chết, đến mùa cũng có rất ít hoa. 

3.4. Nước  

Mùa xuân, hè là thời điểm lan phát triển mạnh nhất, giai đoạn này đảm bảo lượng 

nước cho lan Giả hạc phát triển, cần tưới nước cho cây từ 1 – 2 lần/ngày. Sang giai đoạn 

mùa thu, cây sẽ tăng trưởng chậm hơn vì thế nhu cầu về nước của cây cũng ít. Tần suất tưới 

nước nên giảm xuống từ 1 đến 2 lần/tuần [7]. 

Giai đoạn lan Giả hạc chuẩn bị ra hoa đó chính là vào thời điểm mùa đông, nên dừng 

hẳn việc tưới nước vào giai đoạn này. Nếu điều kiện thời tiết quá khô, không đủ độ ẩm thì 

có thể sử dụng bình phun sương từ 1 – 2 lần/tuần. 

3.5. Giá thể trồng 

Có thể dùng xơ dừa, khúc gỗ, thân cây để trồng lan hay ghép vào dớn. Ngoài ra có 

thể trồng Giả hạc trong chậu nhựa, chậu đất nung, chậu gỗ, chậu dớn,… thoát nước tốt, 

tránh tình trạng ứ đọng nước trong chậu quá lâu làm thối cây. Chọn chậu kích thước nhỏ vì 

giả hạc thích sống chật chội [49]. 
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Giá thể trồng lan Giả hạc nên được trộn thêm với một ít xơ dừa, phân trùn quế, than 

củi,… rồi đem ủ 10 – 12 ngày. Việc này giúp tăng thêm dinh dưỡng trong giá thể, tốt cho 

sự phát triển của lan. Tuy nhiên, trồng lan Giả hạc bằng cách ghép vào dớn hoặc gỗ là tốt 

nhất vì cách này gần gũi với môi trường sống ngoài thiên nhiên của lan. 

Trồng Giả hạc bằng giá thể hỗn hợp sau một thời gian trồng  2 – 3 năm cần phải thay 

giá thể trồng lan một lần, vì giá thể không còn đảm bảo cho cây phát triển. 

 Tóm lại trồng và chăm sóc lan Giả hạc phải luôn đảm bảo các điều kiện về nhiệt độ, 

ánh sáng, nước, độ ẩm để lan Giả hạc phát triển, đồng thời cũng cần đảm bảo các yêu cầu 

về dinh dưỡng, và phòng trừ sâu bệnh hại cho cây lan. Có thể dùng một số loại phân bón 

qua lá, phân chậm tan để bổ sung dinh dưỡng cho cây hoặc các loại chế phẩm vi sinh, phân 

vi sinh [49]. Đặc biệt chú ý đến công tác phòng trừ sâu bệnh hại như thối nhũn vào mùa 

mưa, sâu cắn lá,…  

4. Vi sinh vật nội sinh thực vật 

Vi sinh vật nội sinh thực vật (Endophytic bacteria) hiểu theo nghĩa đen là vi khuẩn cư 

trú bên trong cây. Sharma và cộng sự  (2020) định nghĩa vi khuẩn nội sinh là những "vi 

khuẩn cư trú trong mô thực vật sống mà không làm tổn hại đáng kể hoặc đạt được lợi ích 

khác ngoài việc đảm bảo cư trú" [158].  

Vi khuẩn nội sinh thực vật hiện diện phổ biến trong hầu hết tất cả các loài thực vật, 

chúng sống tiềm ẩn hoặc tích cực xâm chiếm nội mô thực vật một cách cục bộ hoặc hệ 

thống. Vi khuẩn nội sinh bắt nguồn từ các cộng đồng vi khuẩn biểu sinh vùng rễ và lá, cũng 

như từ hạt hoặc các vật liệu nhân giống vô tính. Nhiều nghiên cứu cho rằng vùng rễ là 

nguồn vi khuẩn nội sinh chính, từ đó chúng xâm chiếm vào bên trong mô tế bào thực vật. 

Vì vậy, vi khuẩn nội sinh thường được phát hiện ở rễ với mật độ cao ngay từ những giai 

đoạn đầu của sự phát triển [112].  

Rễ được xem là vị trí ưa thích nhất, từ đó vi khuẩn xâm nhập vào bên trong cơ thể 

thực vật. Sau khi xâm nhập được vào bên trong cây chủ, vi khuẩn nội sinh sẽ cư trú ở các 

ổ nội sinh (endophytic niche). Các ổ nội sinh sẽ bảo vệ vi khuẩn nội sinh khỏi các tác động 

xấu từ môi trường, đồng thời giúp chúng xâm chiếm và thiết lập bên trong tế bào, mô thực 
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vật. Những vi khuẩn nội sinh thường xâm chiếm khoảng gian bào và được phân lập từ tất 

cả các bộ phận của cây như rễ, thân, lá, quả và kể cả hạt [101]. 

Vai trò của vi khuẩn nội sinh thực vật đã được ghi nhận trong nhiều nghiên cứu của 

các tác giả trong và ngoài nước. Cơ chế của những tác động có lợi của vi khuẩn nội sinh 

đối với cây chủ tương tự như của các vi khuẩn vùng rễ có khả năng thúc đẩy sinh trưởng 

thực vật. Điều này là do hầu hết các vi khuẩn nội sinh được phân lập từ nội mô các loài 

thực vật khỏe mạnh và có thể được xem như nội sinh không bắt buộc và có khả năng sống 

bên ngoài mô thực vật như những vi khuẩn vùng rễ [101].  

Vi khuẩn nội sinh thực vật thúc đẩy sinh trưởng của cây chủ một cách trực tiếp thông 

qua tăng cường tổng hợp kích thích tố sinh trưởng thực vật auxin (IAA), tăng hàm lượng 

các chất khoáng, giúp cố định đạm sinh học, phân giải lân khó tan, hoặc gián tiếp thông qua 

tăng khả năng đối kháng với các tác nhân gây bệnh, giảm sự thay đổi của thời tiết gây tổn 

hại cho cây [168]. Ngoài ra, chúng còn có thể giúp loại bỏ các chất gây ô nhiễm [168]. 

Trong một số trường hợp chúng có thể đẩy mạnh tốc độ nẩy mầm của hạt, thúc đẩy sự hình 

thành cây con trong điều kiện bất lợi. Ngoài ra, vi khuẩn nội sinh còn có thể ngăn chặn 

mầm bệnh phát triển bằng cách tổng hợp các chất nội sinh trung gian, qua đó tiếp tục tổng 

hợp các chất chuyển hóa và các hợp chất hữu cơ mới. Vi khuẩn nội sinh cũng có một số tác 

dụng có lợi khác như sản sinh siderophore, giúp phần nào thoả mãn nhu cầu về sắt của cây 

chủ, giúp cây phòng chống lây nhiễm các mầm bệnh [168]. Như vậy, có thể thấy rằng tiềm 

năng ứng dụng của vi khuẩn nội sinh trong sản xuất nông nghệp bền vững là rất lớn.  

Một số nghiên cứu đã gợi ý rằng vi sinh vật nội sinh phân phập từ lan có khả năng hỗ 

trợ thực vật phát triển hiệu quả do có khả năng phân giải lân, khả năng tổng hợp chất kích 

thích sinh trưởng và đặc biệt là khả năng kháng lại một số tác nhân gây bệnh [168]. Như 

vậy, vi sinh vật nội sinh trong lan có thể coi là một trong những đối tượng tiềm năng trong 

việc nuôi trồng lan an toàn, tuy nhiên hiện nay ở Việt Nam chưa có nghiên cứu nào tập 

trung vào hướng khai thác nguồn vi sinh vật nội sinh của lan, đặc biệt là định hướng sử 

dụng vi sinh vật nội sinh trong hỗ trợ sinh trưởng, phát triển của các dòng lan đột biến có 

giá trị kinh tế cao. 
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5. Tạo giống bằng phương pháp gây đột biến 

5.1. Khái niệm 

Đột biến là những biến đổi bất thường trong vật chất di truyền ở cấp độ phân tử 

(DNA, gen) hoặc cấp độ tế bào (nhiễm sắc thể) có thể là những thay đổi về cấu trúc hoặc 

số lượng của vật chất di truyền, dẫn đến sự biến đổi đột ngột của một hoặc một số tính 

trạng, những biến đổi này có tính chất bền vững và có thể di truyền cho các thế hệ tiếp theo. 

[6], [29]. 

Mục đích của gây đột biến là làm thay đổi vật chất di truyền để tạo ra giống đột biến 

có phẩm chất và năng suất tốt. Các giống đột biến tạo ra có những thay đổi về hình thái, 

màu sắc, thân, lá, hoa; các tính trạng về giảm chiều cao, đột biến diệp lục tố, kháng sâu 

bệnh, tăng cường độ quang hợp và chín sớm, tạo ra những kiểu hình khác lạ và có lợi cho 

nhu cầu con người [123]. 

5.2. Sơ lược về tạo đột biến bằng tác nhân hoá học 

Cơ sở khoa học của việc tạo đột biến liên quan đến cơ chế sao chép DNA và cách 

thức các yếu tố môi trường có thể tương tác với DNA để gây ra thay đổi. Ở cấp độ tế bào 

các đột biến ảnh hưởng trực tiếp đến nhiễm sắc thể (NST) về cấu trúc hoặc số lượng, cơ sở 

của những thay đổi này liên quan đến các bất thường trong quá trình nhân đôi, phân ly và 

tổ hợp của NST [6]. 

Các chất hoá học gây đột biến làm tổn hại trực tiếp hoặc gián tiếp đến vật chất di 

truyền của sinh vật. Các chất này có thể tác động trực tiếp lên DNA, gây tổn thương trực 

tiếp lên DNA và thường dẫn đến lỗi trong quá trình sao chép. Tuy nhiên, một số chất hoá 

học lại có thể tác động lên cơ chế sao chép và phân chia nhiễm sắc thể. Nhiều chất gây đột 

biến không tự chúng gây đột biến, nhưng có thể tạo thành các chất chuyển hóa gây đột biến 

thông qua các quá trình tế bào, ví dụ thông qua hoạt động của hệ thống cytochrome 

P450 và các oxygenase khác như cyclooxygenase [105].  

Hiện nay, những hoá chất gây đột biến được sử dụng phổ biến để tạo ra những biến 

đổi trong vật chất di truyền như colchicine, acenaphthene, oryzalin, dimethyl sulphate 

(DMS), 2 Aminopurine (2-AP), ethylene imine (EI), diethyl sulfate (DES), ethyl 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cytochrome_P450
https://en.wikipedia.org/wiki/Cytochrome_P450
https://en.wikipedia.org/wiki/Oxygenase
https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclooxygenase
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nitrosourethane (ENU), ethyl methane sulfonate (EMS),  methyl methane 

sulfonate (MMS), 5-bromodeoxyuridine (BrdU),  axit nitrous , hydroxyl amin và natri 

azide [78]. Trong số đó colchicine là hoá chất được dùng phổ biến nhất trong tạo đột biến 

đa bội ở thực vật, nó mang lại hiệu quả đa bội cao, hòa tan trong nước, bền nhiệt, có thể 

hấp khử trùng và dễ dàng áp dụng cho các mô thực vật [78]. Đối với dimethyl sulphate 

(DMS) là một methyl hóa mạnh, có khả năng gây biến đổi trong cấu di truyền, gây ra đột 

biến điểm, DMS thường được sử dụng trong nghiên cứu đột biến gen để tìm hiểu chức năng 

của gen hoặc cải thiện các đặc tính sinh học, chẳng hạn như nâng cao hiệu quả sản xuất của 

cây trồng [91]. 

5.3. Gây đột biến bằng dimethyl sulphate (C2H6O4S) 

       Dimethyl sulphate là di-este của metanol và acid sulfuric, 

chất lỏng dầu không màu, có mùi giống hành tây nhẹ. DMS là 

một chất alkyl hóa đơn chức phản ứng với DNA thông qua 

phản ứng thay thế hai phân tử (SN2), tạo thành một phức hợp chuyển tiếp với nucleophile 

mạnh, đặc biệt là nitrogen bazơ như vị trí N7 của guanin và vị trí N3 của adenin. Nó phản 

ứng ít với các trung tâm nucleophilic yếu hơn trong DNA, chẳng hạn như vị trí O6 của 

guanin [91]. Do đó, N7-metylguanin và N3 - methyladenine là các sản phẩm bổ sung DNA 

chính được hình thành khi dimethyl sulphate phản ứng với DNA trong ống nghiệm hoặc 

in-vivo, O6 -methylguanine được hình thành ở mức rất thấp. Trong số các chất bổ sung, chỉ 

có O6-methylguanine là được thiết lập chắc chắn là sai khớp trực tiếp, dẫn đến đột biến 

chuyển tiếp GC → AT [161]. dimethyl sulphate 

5.4. Gây đột biến bằng colchicine (C22H25NO6) 

Colchicine là chất mà thường được sử dụng để gây ra đa bội trong 

thực vật và cho kết quả tốt nhất. Colchicine được áp dụng rất có 

hiệu quả đối với cả hai nhóm thực vật một và hai lá mầm. Về cơ 

bản, colchicine ngăn chặn sự hình thành vi ống trong quá trình phân 

chia tế bào, do đó các nhiễm sắc thể không tách ra như bình thường. 

Kết quả cuối cùng là một tế bào có số lượng nhiễm sắc thể gấp đôi 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mesylate
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/methyl-methanesulfonate
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/methyl-methanesulfonate
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitrous-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydroxylamine
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bình thường. Nếu tế bào này phân chia một lần nữa trong tương lai, thì số lượng nhiễm sắc 

thể nhân đôi sẽ được truyền cho các tế bào con và tạo ra cây đa bội, có những cây đa bội 

không thể phát triển và sinh sản nhưng cũng có những cây đa bội có thể có lá và hoa lớn 

hơn cây lưỡng bội. Các bộ phận của cây thường được sử dụng làm vật liệu xử lý như: rễ, 

hoa, chồi nách, mô sẹo, protocorm,…[37].  

6. Một số phương pháp phân tích đa dạng di truyền ở thực vật 

Đa dạng di truyền là sự đang dạng về thành phần gen giữa các cá thể trong cùng một 

loài và giữa các loài khác nhau, là sự đa dạng về gen có thể di truyền trong một quần thể 

hoặc giữa các quần thể. Để đánh giá đa dạng di truyền có một số phương pháp như dựa vào 

chỉ thị hình thái, chỉ thị sinh lý-sinh hoá và quan trọng nhất là dựa vào các chỉ thị phân tử 

DNA như chỉ thị RFLP, AFLP, RAPD, SSR  hay ISSR [63]. Ngoài ra một số trình tự gen 

như vùng ITS, vùng rbcL,vùng trnL, vùng matK. 

6.1. Phân tích đa dạng hình thái 

Hình thái thực vật là hình dáng bên ngoài của thực vật. Nó được áp dụng cho bất kỳ 

loài nào và bao gồm các chi tiết về các đặc điểm sinh dưỡng và sinh sản để tạo thành một 

hệ thống thông tin của loại thực vật đó, có thể được sử dụng để so sánh chung các loài thực 

vật có cấu trúc tương tự hoặc so sánh chi tiết trong một loài để xác định giống (cây trồng) 

hoặc xác định loài thực vật [184]. Các đặc điểm hình thái được quan sát và sử dụng làm chỉ 

thị để phân loại hay nhận diện loài gồm có [72]: 

Hình dạng và kích thước: hình dạng và kích thước của thực vật có thể khác nhau đáng 

kể, từ rêu nhỏ đến cây khổng lồ, tùy thuộc vào loài và môi trường sống của nó. 

Cấu trúc của lá: cấu trúc của lá có thể khác nhau rất nhiều về hình dạng, kích thước, 

màu sắc và tùy theo chúng là lá đơn, lá kép hay lá kim (hình kim), lá có xẻ thuỳ hay không,... 

Loại thực vật và môi trường sống của nó thường xác định cấu trúc của lá. 

Cấu trúc của hoa: hoa là bộ phận sinh sản của thực vật có hoa và có cấu trúc, màu 

sắc, hương thơm, giới tính (đơn tính hoặc lưỡng tính) của chúng có thể khác biệt và đa dạng 

tùy thuộc vào loài thực vật. 
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Quả: quả là bầu nhụy trưởng thành của hoa, thường chứa hạt và có thể thay đổi về 

hình dạng, kích thước, màu sắc và mùi vị. Cấu trúc của quả tuỳ loài mà cũng khác nhau có 

quả hạch, quả mọng, quả phức, quả tụ, quả đơn, quả giả. 

Hệ thống rễ: hệ thống rễ của cây hỗ trợ hấp thụ nước và chất dinh dưỡng từ đất và 

giúp neo cây vào đất. Rễ thực vật có 2 dạng chính là rễ chùm và rễ cọc, được phân ra các 

loại rễ khác nhau bao gồm rễ cái, rễ xơ và rễ bất định. Ngoài ra còn có một số loại rễ đặc 

biệt như rễ củ, rễ thở, rễ móc, rễ giác mút. 

Thân cây: thân cây thực hiện nhiều chức năng khác nhau như dẫn nước, khoáng chất 

và thức ăn, chất dinh dưỡng (nhờ mạch dẫn libe và mạch gỗ) và đóng vai trò là nơi dự trữ 

thức ăn dự trữ. Thực vật có 2 dạng thân chính là thân thảo và thân gỗ. Thực vật cũng có các 

dạng biến dổi của thân như thân củ, thân rễ, thân leo, thân bò. 

Cùng với nhau, những đặc điểm hình thái phân biệt này tạo nên cấu trúc của thực vật 

và đóng vai trò quan trọng trong việc xác định và phân loại loài. 

6.2. Phân tích đa dạng di truyền dựa vào chỉ thị sinh lý – sinh hoá 

Phân tích đa dạng di truyền thực vật dựa trên dấu hiệu sinh lý và sinh hóa là một cách 

tiếp cận toàn diện để hiểu được sự biến đổi di truyền trong một loài hoặc giữa các loài.  

Các dấu hiệu sinh lý là những đặc điểm thường liên quan đến phản ứng của thực vật 

với các yếu tố môi trường, nó có thể bao gồm các đặc điểm như khả năng chịu hạn, chịu 

mặn, hiệu quả quang hợp, trao đổi chất và hấp thu dinh dưỡng. Vì những đặc điểm này 

thường liên quan trực tiếp với khả năng tồn tại và khả năng sống sót của thực vật nên chúng 

cung cấp manh mối về cấu trúc di truyền của thực vật có thể chịu trách nhiệm cho những 

phản ứng này [121]. 

Tương tự, các dấu hiệu sinh hóa như protein và enzyme có thể cung cấp thông tin 

quan trọng về sự đa dạng di truyền của thực vật. Một số dấu hiệu này liên quan đến việc 

kiểm tra các protein hoặc enzyme cụ thể khác nhau giữa các cá nhân, thường là do đột biến 

gen. Phân tích isozyme là một kỹ thuật phổ biến được sử dụng để phân tích những khác 

biệt này ở mức độ protein. Các enzyme, được mã hóa trực tiếp bởi các gen, có thể biểu hiện 
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các biến thể (allozyme) do sự khác biệt trong các gen cơ bản. Những allozyme này sau đó 

được sử dụng làm chất đánh dấu để đánh giá các biến thể và tính đa dạng di truyền [89]. 

Bằng cách xem xét cả các dấu hiệu sinh lý và sinh hóa, các nhà nghiên cứu có thể thu 

thập được sự hiểu biết toàn diện hơn về sự đa dạng di truyền của thực vật. Sự đa dạng này 

đóng một vai trò quan trọng trong sự tồn tại lâu dài và khả năng thích ứng của các loài thực 

vật, đặc biệt là trước sự thay đổi môi trường. Việc giải mã sự đa dạng này có thể giúp đưa 

ra các quyết định bảo tồn và nỗ lực nhân giống nhằm tạo ra các giống cây trồng có phẩm 

chất và năng suất cao [121]. 

Việc lựa chọn các dấu hiệu sinh lý và sinh hóa sẽ phụ thuộc vào mục tiêu nghiên cứu, 

loài thực vật được nghiên cứu và nguồn tài nguyên sẵn có. 

6.3. Phân tích đa dạng di truyền dựa vào chỉ thị phân tử RAPD 

Đa dạng di truyền thể hiện sự khác biệt ở cấp độ gen hoặc DNA giữa các cá thể của 

cùng một loài. Thông tin đa dạng di truyền rất quan trọng, vì nó giúp cho công tác bảo tồn, 

quản lý, và sử dụng hợp lý các nguồn lợi gen. 

Ngày nay, những chỉ thị phân tử như SSR, RAPD, ISSR,… là các chỉ thị phân tử 

được sử dụng rộng rãi trong kỹ thuật sinh học phân tử để nhận diện sự biến đổi di truyền ở 

thực vật. Cách tiếp cận phân tử để xác định kiểu gen thực vật có hiệu quả hơn so với các 

chỉ thị hình thái học truyền thống vì nó cho phép truy cập trực tiếp tới hệ gen thực vật, 

chúng không bị ảnh hưởng bởi môi trường và có thể phát hiện được trong tất cả các giai 

đoạn phát triển. Hiện nay kỹ thuật RAPD được sử dụng nhiều trong nghiên cứu đa dạng di 

truyền ở thực vật [26]. 

RAPD là một phương pháp tạo ra các chuỗi DNA đa hình là kết quả của sự khuếch 

đại ngẫu nhiên nhiều vị trí của khuôn mẫu DNA đích. RAPD sử dụng các đoạn mồi đơn 

ngẫu nhiên có 8-10 nucleotide có tỷ lệ GC cao (60-80%) và nhiệt độ bắt cặp thấp (36-40ºC), 

kỹ thuật này thường tạo ra 3-20 sản phẩm khuếch đại cho mỗi mồi. Các vùng được khuếch 

đại bằng kỹ thuật này thường nằm rải rác trong genome, phần lớn chúng là các trình tự 

nucleotide lặp lại [26], [53]. 
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Sự khác nhau về mặt di truyền được đánh giá dựa trên có hay không xuất hiện của 

mỗi sản phẩm khuếch đại do sự thay đổi trong trình tự DNA tại mỗi locus. Đa hình RAPD 

được tìm thấy khi có sự thay đổi ở vị trí gắn mồi hoặc xuất hiện đột biến thêm, mất đoạn 

giữa các vị trí gắn. Về nguyên tắc, khi mẫu hoàn toàn giống nhau, sau khi thực hiện phản 

ứng RAPD ở cùng điều kiện sẽ tạo ra số lượng các đoạn như nhau và chiều dài các đoạn 

tương ứng bằng nhau. Khi có đột biến làm xuất hiện hay mất đi một vị trí bắt cặp ngẫu 

nhiên sẽ tạo ra số lượng và chiều dài các đoạn DNA khác nhau giữa các cá thể, vì vậy kỹ 

thuật RAPD có thể phát hiện đột biến [26]. 

RAPD sử dụng cho nhiều mục đích, từ các nghiên cứu ở cấp độ cá thể như nhận dạng 

di truyền đến các nghiên cứu liên quan đến các loài có quan hệ họ hàng gần như đa dạng di 

truyền. RAPD cũng đã được áp dụng trong các nghiên cứu lập bản đồ gen, di truyền quần 

thể, di truyền tiến hóa phân tử và nhân giống cây trồng và vật nuôi [26]. 

Ưu điểm kỹ thuật RAPD là dễ thực hiện, không yêu cầu biết trước trình tự bộ gen đối 

tượng cần nghiên cứu. Thao tác đơn giản, chất lượng DNA khuôn không cần độ tinh sạch 

quá cao, lượng DNA khuôn mẫu không cần nhiều và không sử dụng chất phóng xạ. Thời 

gian thực hiện nhanh, nhân bản cao, chi phí thực hiện thấp [15], [26].  

Nhược điểm của phương pháp là vì có tính trội (dominant) do đó khó phân biệt được 

những gen lặn hay cá thể đồng hợp hoặc dị hợp tử. Có tính chất ngẫu nhiên nên sản phẩm 

PCR không thống nhất, cần có thiết bị điện toán để xử lý số liệu. Phương pháp có độ tin 

cậy tuỳ thuộc vào kỹ thuật cá nhân, độ chính xác không cao, không ổn định (mức độ lặp lại 

giống nhau thấp), phụ thuộc nhiều vào điều kiện phản ứng đặc biệt là nhiệt độ gắn mồi. 

Khả năng nhân bản trong phản ứng PCR cao nhưng khả năng xuất hiện đa hình thấp, khả 

năng nhận diện chỉ thị phân tử thấp, khó xác định trong trường hợp mẫu vật có sự hiện diện 

của nhiều loại sinh vật khác nhau [15], [26]. 

RAPD là kỹ thuật nhạy với những thay đổi nhỏ trong hệ gen, chỉ cần một nucleotide 

thay đổi tại vị trí bắt cặp cũng có thể tạo ra sự xuất hiện/mất band [26], [53]. Với mục tiêu 

của đề tài là phát hiện sự khác biệt di truyền giữa các dòng đột biến thực nghiệm, đặc biệt 
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là biến dị nhỏ trong hệ gen, phương pháp RAPD là phù hợp và được nhiều nghiên cứu trên 

Dendrobium sử dụng [56], [96]. 

7. Một số kết quả nghiên cứu có liên quan đến đề tài  

7.1. Nhân giống bằng phương pháp nuôi cấy mô 

Ngoài nước 

Trên thế giới, hoa lan được giới nhà khoa học quan tâm từ rất sớm bắt đầu từ trong 

thế chiến thứ II. Lan Giả hạc được thử nghiệm nhân giống bằng phương pháp gieo hạt in-

vitro  bởi các nhà khoa học đến từ trường đại học Haiwai từ năm 1972 -1978. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy nhân giống bằng phương pháp nuôi cấy mô nhanh hơn, dễ hơn, và rẻ 

hơn so với phương pháp nhân giống tự nhiên [98].  

Một nghiên cứu khác về môi trường nuôi cấy, tác giả thử nghiệm nuôi cấy hạt lan Giả 

hạc trên bốn môi trường khác nhau bao gồm Hyponex, Murashige và Skoog (MS), OKF1 

và Knudson C (KC). Kết quả cho thấy là hạt nảy mầm tốt nhất trên môi trường nuôi 

cấy MS với thời gian nảy mầm là 50 ngày, trong khi trên những môi trường khác là 

dài hơn với 59 ngày. Cây con trên môi trường MS cũng sinh trưởng và phát triển về 

thân, lá, rễ tốt hơn các môi trường khác [48]. 

Sự nảy mầm của hạt lan D. antentum trong ống nghiệm xuất hiện tốt trên môi trường 

Growmore 10 - 55 - 10 bổ sung 10% nước dừa (GCw) và môi trường Growmore 10-55-10 

bổ sung 50 g/L chiết xuất hành lá [137]. Trong nghiên cứu của Bhowmik & Rahman (2020), 

sự nảy mầm của hạt in-vitro  và sự phát triển của cây con D. transparens Wall ex Lindl. đã 

được đánh giá trên môi trường thạch KC; MS; PM và MVW có ba nguồn carbohydrate 

khác nhau. sucrose, glucose và lactose. Môi trường PM được chứng minh là tốt nhất cho sự 

nảy mầm sớm và hình thành PLB, sau đó là môi trường MS [59]. Việc nhân giống đại trà 

có thể được tiến hành thông qua các phương pháp công nghệ sinh học sử dụng kỹ thuật in-

vitro  thông thường với việc bổ sung chất điều hòa sinh trưởng đã nhân giống thành công 

với lan D. lineale (Rolfe.) and Vanda tricolor (Lindl.) [157]. 

Nhiều giống lan thuộc Dendrobium có nguy cơ tuyệt chủng đã được nghiên cứu và 

nhân giống thành công nhờ phương pháp nuôi cấy mô. Maharjan và cộng sự (2020), đã 
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nhân giống in-vitro thành công loài lan D. chryseum Rolfe có nguy cơ tuyệt chủng từ 

protocorms trên môi trường ½ Ms có bổ sung một số kích thích sinh trưởng Kn, BA, GA3, 

IAA, IBA, và NAA ở các nồng độ 0,5 – 2 mg/L vào giai đoạn khác nhau [119]. Tối ưu 

hóa được quy trình nhân giống in-vitro cây D. heterocarpum Wall. ex. Lindl. và đánh giá 

độ chính xác di truyền dòng vô tính của các cây tái sinh: Một số loài lan có tầm quan trọng 

trong dược liệu đang có nguy cơ mất đi. Môi trường dinh dưỡng phù hợp nhân giống là MS 

có bổ sung kích thích sinh trưởng Kn, NAA, tỷ lệ này mầm đạt 95%, khả năng tái sinh chồi 

cao 18 chồi/mẫu, tỷ lệ sống của cây con khi trồng trên giá thể hỗn hợp xơ dừa: giăm gỗ (1:1 

w/w) đạt 87% [116]. Lan D. lineale được đưa vào phụ lục II CITES do D. lineale có tiềm 

năng lớn làm hoa cắt cành và là cây đầu dòng của các loài lan lai. Nuôi cấy in-vitro  được 

sử dụng để nhân giống lan này hàng loạt nhằm mục đích nhân giống thương mại cũng như 

bảo tồn. Môi trường nuôi cấy bổ sung các chất hữu cơ có thể làm tăng sự phát triển của cây 

con kết quả cho thấy khả năng ra rễ đạt 3 rễ/chồi, dài 3,96 mm/rễ, chiều dài của lá đạt 10,58 

mm và có hàm lượng diệp lục đạt 1,58 mg/g [130].  

Các chất điều hoà sinh trưởng thực vật luôn ảnh hưởng rất lớn đến các quá trính nhân 

giống in-vitro. Việc tìm ra loại PGR và liều lượng dùng cho mỗi giai đoạn vi nhân giống 

để phù hợp từng loại cây luôn là những vấn đề được các nhà khoa học nghiên cứu. Harahap 

và cộng sự (2020) đã nghiên cứu tác động của PGR trong các giai đoạn nhân giống in-vitro  

của lan thuộc chi Dendrobium nhận thấy môi trường bổ sung BA (0, 1, 2, 3 mg/L) và nước 

dừa (0%, 5%, 10%) là phù hợp với cây lan thuộc chi Dendrobium. Bổ sung chất hữu cơ 

như nước dừa, khoai tây, chuối,… vào môi trường nuôi cấy cũng rất hiệu quả cho sự phát 

triển của lan D. anosmum Lindl. [83]. 

Ngoài các nghiên cứu với mục đích nhân giống thì có nhiều nghiên cứu về giá thể phù 

hợp để trồng những loại lan này ở vườn ươm. Những giá thể thường được sử dụng là vỏ 

dừa, xơ dừa, gạch vụn, than củi, trấu hun, bản dớn, vỏ thông, bản gỗ,… Trong nghiên cứu 

của Lakshanthi & Seran (2019) đã ghi nhận về tỷ lệ sống, chiều dài chồi, số lá/cây, chiều 

rộng lá, số rễ/cây, chiều dài rễ dài nhất sau khi cấy sang điều kiện  ex-vitro  tốt nhất ở 
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nghiệm thức trồng trên vỏ dừa: gạch vụn: than củi: đá dăm theo tỷ lệ 1:1:1:1 cho tỷ lệ sống 

hơn 90% ở 4 tuần sau khi cấy sang điều kiện  ex-vitro  [110]. 

Những nghiên cứu trên thế giới từ trước đến nay đối với các giống lan vẫn tập trung 

chủ yếu về di truyền, nhân giống để bảo tồn những loại lan có nguy cơ mất đi, hay những 

loài lan có giá trị cao về dược liệu, kinh tế. Còn ít nghiên cứu về các yếu tố tác động đến 

sinh trưởng phát triển ở các giai đoạn của cây khi trồng ngoài vườn hoặc khi đưa vào môi 

trường tự nhiên để trồng bảo tồn. Thời gian các nghiên cứu chưa đủ dài để theo dõi hết chu 

kỳ sinh trưởng của lan. Ngoài ra các nghiên cứu cũng chưa đánh giá đúng thực chất các giá 

trị mà cây lan mang lại đặc biệt là các dòng lan đột biến, các giống lai tạo. Phân bố của các 

nghiên cứu về lan cũng chưa đồng đều chủ yếu tập trung ở Mỹ, Trung Quốc, Úc, Anh, 

Brazil [183].  

Trong nước 

Hiện nay, hầu hết các loại lan Giả hạc rừng của Việt Nam đã bị khai thác cạn kiệt nên 

để duy trì và phát triển những giống lan này đã đặt ra yêu cầu phải tìm ra những phương 

pháp nhân giống nhanh, hiệu quả. Để đáp ứng nhu cầu này đã có nhiều nghiên cứu nhân 

giống trong phòng thí nghiệm bằng phương pháp nuôi cấy in-vitro về các loại lan tại Việt 

Nam được thực hiện [18]. Nhóm nghiên cứu Phan Văn Hoài Luân và cộng sự (2024), đã 

nhân giống in-vitro thành công lan Giả hạc trên môi trường MS có bổ sung hormone thực 

vật IBA và BA [28]. 

Kết quả nghiên cứu của Nguyễn Thị Diễm và cộng sự (2021) đã đưa ra một số biện 

pháp kỹ thuật trồng và chăm sóc cây lan Giả hạc Di Linh (D. anosmum DL.) từ cây con in-

vitro. Qua nghiên cứu này cho thấy, giá thể phù hợp nhất cho cây con Giả hạc Di Linh gieo 

hạt in-vitro ra bầu ươm là giá thể xơ dừa và trấu hun (tỷ lệ 1:1), cây con có tỉ lệ sống 100%, 

với số lá mới đạt 43,33%. Nhóm phân bón hoá học và nhóm phân bón hữu cơ là hai nhóm 

phân hiệu quả cho cây ra bầu ươm [7]. Một nghiên cứu khác của Nguyễn Thị Hải và cộng 

sự (2022) đã nhân giống in-vitro thành công lan từ hạt D. anosmum Lindl ở Hoà Bình trên 

môi trường MS có bổ sung kích thích sinh trưởng Kn, NAA, BA; Môi trường MS + 1,0 

mg/L Kn + 0,5 mg/L NAA + 30 g sucrose + 8,0 g agar mỗi lít, pH 5,7–5,8 là môi trường 
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tối ưu để tăng chiều dài chồi. Môi trường MS + 1,0 g than hoạt tính + 30 g sucrose + 8,0 g 

agar/L, pH 5,7–5,8 là môi trường thích hợp nhất cho sự phát triển của chồi sau 6 tuần nuôi 

cấy, chiều dài chồi trung bình là 1,09 cm, số lượng trung bình của chồi là 1,09 cm, số lá là 

6,13, số rễ trung bình là 3,17 và chiều dài rễ trung bình là 1,11 cm, cao hơn lần lượt khoảng 

3,3, 4,17, 3,41 và 1,67 lần so với đối chứng (không có than hoạt tính) [136]. Một số dòng 

đột biến của D. anosmum cũng được nghiên cứu và nhân giống thành công bằng phương 

pháp nhân giống in-vitro, như Giả hạc 5 cánh trắng Phú Thọ từ chồi ngủ của thân [174], 

hoặc từ hạt của lan D. anosmum Lindl. ở Quảng Trị [45], hay ở An Giang [11]. 

Ngoài ra một số nghiên cứu về những nhân tố ảnh hưởng đến quá trình sinh trưởng, 

phát triển của cây lan như ánh sáng, giá thể, phân bón,…Trong nghiên cứu của Đào Quốc 

Hưng và cộng sự, (2021) thể protocorm (PLB) D. anosmum Di Linh Taly được nghiên cứu 

bằng nuôi cấy in-vitro dưới đèn FL (đèn huỳnh quang) và dưới đi-ốt phát quang có sự kết 

hợp màu xanh và đỏ (LED BR 30:35). Tỷ lệ chồi tạo PLB ở đèn LED 30B:35R là 38 – 

42%, gấp 3,8 – 4,2 lần so với đèn FL (10%). Số lượng rễ trên mỗi chồi dưới đèn LED 

30B:35R là 3,67 – 5,16, nhiều hơn đáng kể so với đèn FL (1,95 rễ trên mỗi chồi). Chiều dài 

gốc dưới đèn LED 30B:35R là 3,42 – 4,14 mm trong khi dưới đèn FL là 2,97 mm. Các cây 

con in-vitro  đều thích nghi tốt trong môi trường nhà kính. LED 30B:35R có thể thúc đẩy 

đáng kể sự sinh trưởng và phát triển của chồi và rễ D. anosmum Di Linh Taly, tăng hiệu 

quả chi phí trong vi nhân giống [20]. Hay nghiên cứu tối ưu các điều kiện nhân giống cho 

lan D. thyrsiflorum từ môi trường dinh dưỡng, kích thích sinh trưởng, giá thể trồng [138]. 

Một nghiên cứu khác về ảnh hưởng của hormone và phân bón đến sự ra hoa sớm của cây 

giống lai D. anosmum trong điều kiện ex-vitro  [135]. Nghiên cứu của Trương Thị Bích 

Phượng và cộng sự (2022) về tác dụng của chiết xuất vi khuẩn lam đối với quá trình nhân 

giống in-vitro của D. anosmum Lindl., kết quả nhân giống in-vitro cho thấy dịch chiết vi 

khuẩn lam có tác dụng tăng cường khả năng nhân chồi và ra rễ của cây lan D. anosmum 

Lindl. [36].  

Mặc dù đã có một số nghiên cứu về nhân giống in-vitro các loại lan. Tuy nhiên, các 

nghiên cứu cũng chỉ dừng lại ở việc hoàn thiện quy trình nhân giống, chưa đi sâu vào nghiên 
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cứu di truyền, nghiên cứu các tính trạng biến dị cũng như tạo dòng biến dị từ việc tạo đột 

biến thực nghiệm. 

7.2. Tạo giống đột biến bằng phương pháp thực nghiệm 

 Hơn 3500 giống đột biến thuộc hơn 240 loài thực vật bao gồm ngũ cốc, đậu, hạt 

có dầu, rau, trái cây, sợi và hoa cây cảnh đã được phát triển và tung ra vào năm 2022 là 

bằng chứng cho thấy việc sử dụng thành công kỹ thuật đột biến trong chọn tạo giống 

thực vật [102]. Đối với hoa lan, nhiều giống thương mại đã được chọn thông qua gây đột 

biến bằng colchicine, Huy và cộng sự (2019) đã nghiên cứu ảnh hưởng của colchicine trên 

trên chồi non in-vitro của loài Paphiopedilum villosum. Nghiên cứu đã cho tỷ lệ cảm ứng 

đa bội đạt 19,88% ở nghiệm thức xử lý colchicine 50 μM xử lý 6 ngày. Trong số các cây 

con đa bội thu được, các cây tứ bội chiếm 88,24% [92].  

 Nghiên cứu của Bunnag & Hongthongkham (2015) thực hiện nhằm tìm ra điều kiện 

tối ưu để tạo đa bội thể in-vitro cho lan D. draconis Rchb.f., thí nghiệm thực hiện trên 

protocorm ở môi trường MS chứa nồng độ colchicine khác nhau (0-0,1%, v/v) và duy trì 

trong bóng tối trong 1, 2, 3 hoặc 4 ngày ở 25 ±2°C. Kết quả các cây đa bội thu được có lá 

dày hơn, màu xanh đậm với các tế bào bảo vệ lớn hơn khi so với các cây lưỡng bội. Tuy 

nhiên, số lượng tế bào bảo vệ trên một đơn vị diện tích được quan sát thấy đối với các cây 

đa bội được tạo ra thấp hơn so với số lượng được tìm thấy ở các cây lưỡng bội, điều này có 

thể là do sự gia tăng kích thước của các tế bào bảo vệ [62]. 

Sabzehzari và cộng sự (2019) đã đánh giá các đặc điểm hình thái, giải phẩu, tế bào, 

hoá sinh trên loài Plantago psyllium sau khi xử lý colchicine ở nồng độ 0,1, 0,3 và 0,5% 

(w/v) trong thời gian 6, 12, và 24 giờ. Kết quả xác định bộ nhiễm sắc thế ở thể tứ bội (2n = 

4x = 24), ở thể lưỡng bội nguyên vẹn (2n = 2x = 12). Kích thước của thể tứ bội lớn hơn thể 

lưỡng bội về số cành, hạt và hạt phấn, độ dày của lá và chiều cao cây. Khí khổng của thể 

tứ bội lớn hơn với mật độ thấp hơn so với thể lưỡng bội. Số lượng lục lạp trong các tế bào 

bảo vệ, cùng với hàm lượng chất diệp lục và caroten đều cao hơn ở các thể tứ bội, nghiên 
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cứu cũng cho thấy rằng quá trình tứ bội hóa cải thiện hàm lượng chất nhầy của hạt cho mục 

đích thương mại [155]. 

 Ngoài ra còn có nhiều nghiên cứu về lĩnh vực tạo giống cây trồng nhờ thực hiện các 

biện pháp gây đột biến để tạo ra những sai khác về kiểu hình như trên đối tượng lan 

Phalaenopsis [125], Cymbidium [170] hay trên Dendrobium [159]. 

Trong nông nghiệp, đa bội hóa cung cấp các giống cây trồng được cải thiện về mặt 

kinh tế. Hơn nữa, đột biến thể đa bội làm tăng tần số; do đó, nó đẩy nhanh việc tạo ra cây 

đa bội sử dụng trong các chương trình nhân giống. Đây là lý do nó sử dụng trong việc phát 

triển nhiều loại cây trồng có lợi ích kinh tế, như trường hợp hoa lan trên thị trường hoa. Thể 

đa bội ở cây cảnh chủ yếu liên quan đến hoa có kích thước lớn hơn, hương thơm và màu 

sắc đậm hơn khi so sánh với cây lưỡng bội tự nhiên. Do đó, các chương trình nhân giống 

nhằm mục đích thu được những bông hoa có kích thước lớn hơn, độ bền cao, màu sắc đậm, 

và khả năng chống lại mầm bệnh. Hơn nữa, lai giống phong lan với cảm ứng đa bội đã được 

sử dụng để tạo ra các giống lai cải tiến [176]. 

Trong tạo giống cây trồng đột biến ngoài tạo giống cây đa bội thì các nhà nghiên 

cứu còn chỉnh sửa, thay đổi cấu trúc di truyền của cây trồng, nhằm tạo ra nhiều biến dị, tìm 

kiếm các đặc điểm có lợi cho con người. Phương pháp dễ thực hiện, ít chi phí có hiệu quả 

cao và ít gây ảnh hưởng đến sức sống của cây trồng nhất là gây đột biến điểm thay thế cặp 

cặp base nitơ [91] bằng phương pháp hoá học được sử dụng nhiều. 

Tạo giống đột biến bằng xử lý dimethyl sulphate (DMS) được các nhà nghiên cứu 

tiến hành thành công trên nhiều đồi tượng cây trồng vì chất này có khả năng tạo ra đột biến 

điểm thay thế cặp base nitơ. Trong nghiên cứu của Mostafa (2015) sử dụng trên cây Xà cừ 

(Khaya senegalensis) để tạo ra các giống mới có đặc tính tốt hơn. Ông đã sử dụng hạt cây 

Xà cừ ngâm trong dung dịch DMS đã tạo ra các cây có biến đổi về số cành và lá, chiều cao 

cây, màu sắc thân cây, màu sắc cuống lá. Nghiên cứu cũng tạo ra những cây Xà cừ có tốc 

độ tăng trưởng nhanh [126]. Một nghiên cứu khác Mostafa và Alhamd (2016) trên cây hoa 

Huỳnh liên (Tecoma stans) đã dùng hạt để ngâm trong dung dịch DMS nhằm tạo đột biến. 

https://ascidatabase.com/author.php?author=Gehan&mid=G.&last=Mostafa
https://ascidatabase.com/author.php?author=Gehan&mid=G.&last=Mostafa
https://ascidatabase.com/author.php?author=Gehan&mid=G.&last=Mostafa
https://ascidatabase.com/author.php?author=Gehan&mid=G.&last=Mostafa
https://ascidatabase.com/author.php?author=Gehan&mid=G.&last=Mostafa
https://ascidatabase.com/author.php?author=Mona&mid=F.%20Abou&last=Alhamd
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Kết quả tạo ra được những cây Huỳnh liên biến đổi về số lượng, màu sắc hoa, hình dạng, 

kích thước lá và chiều cao cây [127]. 

Sử dụng DMS đã tạo ra những biến đổi của cây trồng về hình thái như chiều cao cây, 

kích thước hoa, màu sắc hoa, lá, số lượng lá, hoa hay các biến đổi về tốc độ sinh trưởng, 

thời gian nở hoa, hàm lượng diệp lục…đều có những biến đổi theo hướng tốt và có triển 

vọng để phát giống cho thương mại như cây hoa Hướng dương (Helianthus annuus)[175], 

cây Muồng hoàng yến (Enna occidentalis (L.) Link) [171], cây rau Sam ( Portulaca 

oleracea L.) [140]. 

Tuy DMS có hiệu quả trong gây đột biến trên nhiều loại cây trồng nhưng trên cây 

hoa lan đặc biệt là các loài của chi lan Dendrobium vẫn chưa có nhiều nghiên cứu về tác 

động của nó. Vì vậy trong nghiên cứu này chúng tôi thử nghiệm tác động của DMS lên cây 

lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum) ở các nồng độ và thời gian xử lý khác nhau, để đánh giá 

khă năng tạo ra biến dị.  

Phương pháp gây đột biến thực nghiệm kết hợp với nuôi cấy mô, đồng thời kết hợp 

với phân tích DNA để chọn lọc các dòng đột biến, đây là phương pháp tối ưu trong công 

tác tạo chọn giống hiện nay [67], vì phương pháp có nhiều lợi thế rõ ràng như: (a) sử dụng 

hiệu quả các chất gây đột biến bằng hóa chất và vật lý ở liều thấp; (b) tỷ lệ đột biến cao; và 

(c) đơn giản, nhanh chóng và hiệu quả trong việc nhân giống vô tính in-vitro của cá thể đột 

biến cung cấp nguyên liệu đầy đủ để sàng lọc thêm cũng như giảm sự hình thành thể khảm 

(cá thể có nhiều hơn một hệ gen). Tiêu biểu như nghiên cứu của Srivastava và cộng sự 

(2018), đã phát triển quy trình tạo đột biến in-vitro ở lan Aerides crispa Lindl, kết quả đã 

lựa chọn được các dòng có hình thái độc đáo [166]. 

7.3. Phân tích đa dạng di truyền bằng chỉ thị phân tử  

Vì chu kỳ sinh trưởng của lan rất dài nên việc chọn lọc các đột biến qua khảo sát 

hình thái gặp nhiều khó khăn và tốn thời gian. Vì vậy, phân tích di truyền sau xử lý đột 

biến rất hữu ích để phân lập nhanh các dòng đột biến, trong đó kỹ thuật RAPD rất phổ biến 

để xác định các biến dị di truyền của các dòng đột biến khi so sánh với các cấy đối chứng 
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không xử lý đột biến. Trên lan, RAPD được sử dụng để phân tích đa dạng di truyền ở nhiều 

loài Dendrobium [56]. Ngoài ra các chỉ thị phân tử AFLP, ISSR, SSR, cũng được sử dụng 

để đánh giá, phân tích đa dạng di truyền. 

Chỉ thị phân tử RAPD rất hiệu quả trong việc phân tích bộ gen, điều tra mức độ đa 

dạng di truyền từ đó cung cấp các dữ liệu quan trọng để bảo tồn và phát triển các giống cây 

trồng có nguy cơ tuyệt chủng. Trong nghiên cứu của Phuong và cộng sự, (2022) đã phân 

tích 20 mẫu lan Ngọc điểm bằng chỉ thị RAPD để phân tích các giống lai của Coelogyne 

pandurate, C. rumphii đã đánh giá được các biến dị di truyền khác với cây bố mẹ [85] làm 

cơ sở phân loại và bảo tồn. Việc phân tích đa dạng, và tính ổn định di truyền sẽ chính xác 

hơn khi có sự kết hợp của 2 chỉ thỉ thị phân tử, trong nghiên cứu của Joshi và cộng sự 

(2023) về vi nhân giống và đánh giá tính ổn định di truyền của D. transparens Wall. Ex 

Lindl. sử dụng chỉ thị RAPD và ISSR đã cho kết qua rất tốt [96], hay khả năng ứng dụng 

chỉ thị SCoT và ISSR trong việc đánh giá đa dạng di truyền lan Crepidium acuminatum (D. 

Don) Szlach [172]. 

D. anosmum Lindl. phân bố ở nhiều vùng địa lý khác nhau và nó có những đặc điểm 

đặc trưng nên mức độ da dạng của lan này rất cao. Đã có những nghiên cứu sử dụng chỉ thị 

phân tử như RAPD, SSR, ITS,… để phân loại và xác định mức độ đa dạng loài. Như nghiên 

cứu mối quan hệ di truyền của D. anosmum Lindl. var. và loài semialba dựa trên phân tích 

trình tự gen lục lạp matK, rbcL [142]. Trong công bố của Lê Thị Ngọc Điệp và cộng sự 

(2020), vùng ITS cho tiềm năng cao hơn so với matK trong nhận diện lan Dendrobium với 

tỉ lệ nhận diện 100%, do đó, vùng ITS xem là tiềm năng trong nhận diện nhóm 

lan Dendrobium [8]. 

Ngoài ứng dụng trên các loại hoa lan, chỉ thị phân tử RAPD còn được áp dụng trên 

nhiều loài thực vật khác để phân tích đa dạng di truyền như trên cây chuối [90]; cây nghệ 

tây [124]; cây Maerua oblongifolia (Forssk.) A. Rich [128], cây mướp hương (Luffa 

cylindrica (L.) Roem) [16]. 
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng, địa điểm và thời gian nghiên cứu 

Lan Giả hạc tím Huế (Dendrobium anosmum Lindl.) được thu thập tại Thành phố 

Huế, đã được Bảo tàng thiên nhiên Duyên hải miền Trung giám định là loài lan Giả hạc tím 

với tên khoa học là Dendrobium anosmum Lindl. ở văn bản số 01/BT-NCKH, với mẫu hiệu 

VNCC-MAG-001 (Phụ lục 1).  

Các thí nghiệm của nghiên cứu được thực hiện tại Phòng thí nghiệm tế bào, Viện 

Công nghệ Sinh học, Đại học Huế. 

Nghiên cứu được thực hiện trong thời gian từ tháng 5/2021 đến tháng 5/2024. 

2.2. Vật liệu nghiên cứu 

2.2.1. Vật liệu thực vật 

 Quả lan đã chín sinh lý và những đoạn thân có chứa chồi ngủ của cây lan Giả hạc 

tím Huế ban đầu được lựa chọn. Các mẫu thu thập đều khoẻ mạnh, sạch bệnh dùng cho 

nuôi cấy in-vitro tạo vật liệu khởi đầu cho nghiên cứu. 

Vật liệu ban đầu sử dụng cho các thí nghiệm xử lý hoá chất đột biến là mô sẹo sơ 

cấp được tạo ra từ nuôi cấy đoạn thân có chồi ngủ và protocorm phát triển từ hạt. 

 

Hình 2.1. Mẫu lan Giả hạc tím Huế A. Quả lan; B. Đoạn thân có chứa chồi ngủ. 

(Nguyễn Hữu Thọ (2021), hình chụp trong thời gian lấy mẫu nghiên cứu) 
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2.2.2. Hoá chất thí nghiệm 

Các hoá chất đa lượng, vi lượng, vitamin xuất xứ từ các hãng Duchefa Biochemie (Hà 

Lan); Merck (Đức) và Trung Quốc. Các chất điều hoà sinh trưởng sử dụng trong thí nghiệm 

là TDZ, NAA, BA, IAA. Sử dụng dung dịch NaOH 1N để hoà tan PGRs với nồng độ 1 

mg/mL. Các dung dịch stock sau khi pha bảo quản ở điều kiện 2-8ºC. 

Dung dịch colchicine (Colchicine dạng bột, độ tinh khiết > 97,0%, Duchefa 

Biochemie (Hà Lan)) hoặc Dimethyl sulphate (DMS) ( DMS dạng dung dịch, độ tinh khiết 

≥ 99,5 %, Duchefa Biochemie (Hà Lan)) được hoà tan trong cồn (90%), sau đó dung dịch 

này được điều chỉnh đến nồng độ mong muốn (10.000 ppm) bằng cách thêm nước cất vô 

trùng và lọc qua màng lọc khử trùng (0,22 μm). Dung dịch này được thêm trực tiếp vào môi 

trường MS lỏng đã hấp tiệt trùng để đạt nồng độ thí nghiệm. 

Hoá chất dùng để tách chiết DNA gồm có: Nitrogen, CTAB, Phenol, Chloroform, 

Isoamyl ahcohol, Isopropanol, ethanol, enzyme RNase. 

Hoá chất dùng để chạy PCR-RAPD: Nước cất đã khử ion, dung dịch đệm, dNTP, Tag 

DNA polymerase, các mồi RAPD (Bảng 2.1). 

Hoá chất để chạy điện di sản phẩm PCR: Agarose, dung dịch TBE (Tris – Boric acid 

-EDTA), Ethidium bromide, loading dye, thang DNA chuẩn (marker 1kp). 

Bảng 2.1. Kí hiệu và trình tự của 63 mồi RAPD sử dụng trong nghiên cứu 

TT Ký hiệu mồi Trình tự (5’-3’) TT Ký hiệu mồi Trình tự (5’-3’) 

1 P1 GTCCACACGG 33 OPA-13 CAGCACCCAC 

2 P2 TCGGCGGTTC 34 OPA-14 TCTGTGCTGG 

3 P3 GGTGACGCAG 35 OPA-15 TTCCGAACCC 

4 P4 GTGGCATCTC 36 OPN-02 ACCAGGGGCA 

5 P5 GGACTGGAGT 37 OPN-03 GGTACTCCCC 

6 P6 AGAGCCGTCA 38 OPN-04 GACCGACCCA 

7 P9 ACCCCCGAAG 39 OPN-06 GAGACGCACA 

8 P10 CACAGACACC 40 OPN-10 ACAACTGGGG 

9 P11 GTAGACCCGT 41 OPK-12 TGGCCCTCAC 

10 P12 AAGCGACCTG 42 OPK-13 GGTTGTACCC 

11 P14 ACCGCGAAGG 43 OPK-16 GAGCGTCGAA 

12 P15 GGCACTGAGG 44 OPG-10 AGGGCCGTCT 

13 P16 GGACCCAACC 45 OPG-17 ACGACCGACA 
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14 P17 CAGCTCACGA 46 OPG-18 GGCTCATGTG 

15 P18 GTCGCCGTCA 47 OPBH-16 CTGCGGGTTG 

16 P20 GGTGACGCAG 48 OPBH-19 GTCGTCCGGA 

17 OPB-01 GTTTCGCTCC 49 OPF-01 ACGGATCCTG 

18 OPB-02 TGATCCCTGG 50 OPF-04 GGTGATCAGG 

19 OPB-03 CATCCCCCTG 51 OPF-05 CCGAATTCCC 

20 OPB-04 GGACTGGAGT 52 OPF-06 GGGAATTCG G 

21 OPB-05 TGCGCCCTTC 53 OPD-02 GGACCCAACC 

22 OPB-06 TGCTCTGCCC 54 OPD-07 TTGGCACGGG 

23 OPB-08 GTCCACACGG 55 OPD-11 ACCCGGTCAC 

24 OPB-10 CTGCTGGGAC 56 OPD-16 AGGGCGTAAG 

25 OPB-17 AGGGAACGAG 57 OPH-14 ACCGTGGGTG 

26 OPB-18 CCACAGCAGT 58 OPH-20 GGGAGACATC 

27 OPB-20 GGACCCTTAC 59 OPV-08 GGACGGCGTT 

28 OPA-01 CAGGCCCTTC 60 OPO-04 AAGTCCGCTC 

29 OPA-03 AGTCAGCCAC 61 OPAT-14 GTGCCGCACT 

30 OPA-04 AATCGGGCTG 62 OPC-13 GGGGGTCTTT 

31 OPA-07 GAAACGGGTG 63 OPAO-02 AATCCGCTGG 

32 OPA-08 GTGACGTAGG    

(Nguồn: các primer RAPD bảng 2.1 đều được cung cấp bởi hãng Operon Technologies) 

2.2.3. Điều kiện phòng và môi trường nuôi cấy 

2.2.3.1. Điều kiện phòng nuôi cấy 

Phòng nuôi sáng: Phòng nuôi mẫu đảm bảo kín, có hệ thống quạt thông khí có màng 

lọc khí, các điều kiện nhiệt độ, ánh sáng, độ ẩm, thời gian chiếu sáng, cường độ ánh sáng 

có thể điều chỉnh để phù hợp với từng thí nghiệm. Phòng nuôi có nhiệt độ được cài đặt 25 

± 2°C, ánh sáng 1000 lux, độ ẩm được điều chỉnh từ 50-60% và các thông số này được 

kiểm soát nhờ nhiệt kế, quang kế  và ẩm kế. 

Sử dụng đèn huỳnh quang chiếu sáng với mật độ thông lượng photon quang hợp trong 

khoảng 13,5 - 27 μmol s-1m-2, thời gian chiếu sáng được điều chỉnh 8 giờ/ ngày. 

 Phòng nuôi tối:  Phòng cần tất cả các điều kiện như phòng sáng chỉ khác là không 

cần lắp đèn chiếu sáng cho cây, cửa sổ cần được che kín bằng vải đen. 

2.2.3.2. Môi trường nuôi cấy 
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 Môi trường nuôi cấy in-vitro: Các môi trường được sử dụng trong nghiên cứu là môi 

trường ½ Murashige and Skoog ( ½ MS), MS, môi trường Vacin Went (VW), môi trường 

Hyponex (Hyp), môi trường Knusond C. Các môi trường thí nghiệm được bổ sung 7 g/L agar + 

0,5 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 100 ml/L nước dừa + 30 g/L khoai tây nghiền 

mịn. Tuỳ vào mỗi thí nghiệm mà PGR được bổ sung vào môi trường nuôi cấy. Môi trường 

nuôi cấy được điều chỉnh về pH 5,8 trước khi hấp khử trùng.  

 Môi trường nuôi cấy vi sinh: Các môi trường sử dụng trong nuôi cấy vi sinh là môi 

trường Luria-Bertani (LB), nước Peptone 1%, môi trường Pikovskaya (PVK), môi trường 

Nutrient agar (NA), môi trường NA bán lỏng, môi trường Starch casein agar (SCA), môi 

trường International streptomyces project 2 (ISP2), môi trường Ashby.  

Môi trường sau khi pha xong được hấp khử trùng ở 121ºC, áp suất 1 atm trong 30 

phút, môi trường đặc được đổ vào các đĩa petri, hoặc bì nylon (12 x 25 cm hoặc 8 x 12 cm). 

Thành phần các môi trường dinh dưỡng được trình bày phụ lục 2. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

 Mỗi phương pháp nghiên cứu áp dụng phù hợp vào từng nội dung nghiên cứu, và có 

sự kế thừa nhau, lôgic của nghiên cứu được sơ đồ hoá qua hình P.1 và hình P.2 được trình 

bày ở phụ lục 3. 

2.3.1 Tạo vật liệu khởi đầu in-vitro cho lan Giả hạc tím Huế 

2.3.1.1 Nhận dạng và thu thập mẫu nghiên cứu 

Các mẫu lan Giả hạc tím Huế được thu thập ở khu vực TP. Huế, trong đó cây lan lựa 

chọn làm cây mẹ để lấy mẫu cho nghiên cứu được lấy tại nhà vườn Lan Đô Nguyễn, 18 

Thạch Hãn, TP. Huế (5/2021). Trong thời gian nghiên cứu các mẫu được trồng chăm sóc 

tại vườn lan Viện Công nghệ sinh học, Đại học Huế. Thời điểm thu thập mẫu cây đang có 

hoa nên đã xác định đúng được mặt hoa lan Giả hạc tím Huế, mô tả các đặc điểm hình thái 

của lan Giả hạc tím Huế theo phương pháp mô tả đặc điểm hình thái hoa lan của De (2020) 

[72]. Định loại mẫu theo hai phương pháp: 

a. Phương pháp hình thái so sánh 
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Việc xác định các đặc điểm hình thái được thực hiện theo phương pháp mô tả dựa trên 

quan sát trực tiếp các bộ phận của cây lan và tham khảo với công bố đã có như của Sri 

Hartati và cộng sự (2022) [86], Vu Quoc Luan và cộng sự (2022) [117]. Mẫu lan cũng được 

gửi để giám định tại Bảo tàng thiên nhiên Duyên hải miền Trung. 

Các đặc điểm xác định về chiều cao cây, đường kính cây, chiều dài lóng, số lá, chiều 

dài lá, chiều rộng lớn nhất của lá, đường kính mặt hoa và các đặc điểm hình dạng, màu sắc, 

mùi hương của thân, lá, rễ, hoa. Tất cả các kích thước được đo bằng thước có vạch chia nhỏ 

nhất là 1 mm. 

b. Phương pháp định danh phân tử 

+ Tách chiết DNA 

Mẫu lá non, mô sẹo của lan Giả hạc tím Huế sau khi thu thập được tách chiết DNA 

tổng số theo phương pháp mô tả của Doyle (1991) cải tiến [74] (Phụ lục 4). Chất lượng 

DNA tổng số được kiểm tra qua điện di với điện thế 100 V thời gian 15 phút trên gel agarose 

1% trong đệm TAE Tris-Acetate-EDTA 1X và nhuộm bằng thuốc nhuộm Gelred (Biotium, 

Mỹ). Các bước thực hiện điện di được mô tả ở phụ lục 4. 

+ Phản ứng khuếch đại PCR và giải trình tự gen  

Vùng gen rbcL, ITS, trnL và matK được khuếch đại bằng cách sử dụng thành phần 

phản ứng PCR như sau với các cặp mồi tương ứng được trình bày ở bảng 2.2.  

Bảng 2.2. Trình tự nucleotide của các cặp mồi 

Tên mồi Trình tự nucleotide (3’→ 5’) Tài liệu tham khảo 

RbcLa_F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 
[5] 

rbcLa_R GTAAAATCAAGTCCACCRCG  

ITS_4 TCCTCCGCTTATTGATATGC- 
[115] 

ITS_5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG 

matK 390_F CGATCTATTCATTCAATATTTC 
[69] 

matK 1326_R TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 

trnL_F CGAAATCGGTAGACGCTACG 
[107] 

trnL_R ATTTGAACTGGTGACACGAG 

Thành phần phản ứng PCR: 25 µL GoTaq® Green Master Mix, 2X (Promega), 1µL 

mồi xuôi (10 pmol/µL, IDT, Mỹ), 1µL mồi ngược (10 pmol/µL, IDT, Mỹ), 100 ng DNA 
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khuôn mẫu và bổ sung nước cất vô trùng cho đủ tổng thể tích 50 µL. Chu trình nhiệt cho 

phản ứng khuếch đại đoạn các đoạn gen: 95oC/5phút; sau đó 30 chu kỳ tiếp theo với (95oC 

/45 giây, 56oC/45 giây, 72oC/60 giây) và cuối cùng 72oC/10 phút để hoàn thành phản ứng. 

Tất cả các phản ứng đều được thực hiện trong máy luân nhiệt Máy luân nhiệt MJ 

mini thermal cycler (ThermoFisher, Mỹ). Các sản phẩm PCR được điện di bằng cách sử 

dụng gel agarose 1% và so sánh với thang chuẩn 1kb (Bioline, UK) để xác định kích thước 

của sản phẩm khuếch đại. Các sản phẩm khuếch đại PCR sau đó được tinh sạch bằng cách 

sử dụng ISOLATE II PCR và Gel Kit (Bioline, UK) và sau đó được thực hiện phản ứng 

giải trình tự gen trực tiếp với cặp mồi tương ứng trên máy ABI 3100 (Aplied Biosystems, 

Mỹ) tại công ty 1st Base -Malaysia (https://base-asia.com/). Kết quả giải trình tự được xử 

lí bằng phần mềm BioEdit 7.0.5.3 và công cụ BLAST trên cơ sở dữ liệu ngân hàng gen Mỹ 

(GenBank) (www.ncbi.nlm.nih.gov) để xác định tên loài. Cây thể hiện mối quan hệ di 

truyền xây dựng dựa trên phương pháp Maximum Likelihood và Tamura-Nei model bằng 

phần mềm MEGA X. 

2.3.1.2. Nhân giống in-vitro từ lan Giả hạc tím Huế 

a. Vào mẫu Lan Giả hạc tím Huế 

Thí nghiệm 1: Gieo hạt in-vitro 

Quả lan sau khi chín sinh lý được thu thập mang về phòng thí nghiệm và làm sạch sơ 

bộ dưới vòi nước chảy với xà phòng, được rửa lại một lần nữa với nước hấp vô trùng trong 

1 phút ở tủ cấy vô trùng. Sau đó, quả được khử trùng bằng cách nhúng ngập toàn bộ quả 

vào trong cồn ethanol 96 và lắc nhẹ trong 30 giây. Quả được lấy ra và đốt qua với đèn cồn 

trước khi quả được cắt đôi để lấy hạt [13]. Hạt lan được gieo vào môi trường MS bố trí thí 

nghiệm với thời gian chiếu sáng khác nhau (0 giờ, 4 giờ, 8 giờ và 12 giờ) để xác định hiệu 

quả của quy trình khử trùng và xác định thời gian chiếu sáng thích hợp cho hạt nảy mầm.  

Mỗi công thức thí nghiệm được tiến hành với 10 bì môi trường (8x12 cm), và lặp lại 3 lần.  

Các chỉ tiêu đánh giá sau 12 tuần theo dõi bao gồm: Thời gian hạt nảy mầm (ngày) 

(Tính từ ngày gieo hạt đến ngày xuất hiện hạt nảy mầm. Quy ước hạt lan nảy mầm: khi hạt 

https://base-asia.com/
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lan xuất hiện mầm lá xanh), tỷ lệ hạt nảy mầm (%), tỷ lệ hình thành protocorm (%), tỷ lệ 

hạt chết (%), tỷ lệ nhiễm (%). 

Thí nghiệm 2: Vào mẫu từ đoạn thân có chứa chồi ngủ 

Các đoạn thân khỏe mạnh, sạch bệnh dài khoảng 15-20 cm của lan Giả hạc tím Huế có 

chồi nách được thu thập. Đầu tiên, các đoạn thân này được rửa dưới vòi nước chảy và lắc 

nhẹ trong xà phòng thương mại pha loãng trong 5 phút, sau đó rửa lại nhiều lần bằng nước 

máy để loại bỏ hoàn toàn xà phòng. Sau đó, các mẫu được cắt thành các đoạn dài 6-7 cm 

và đặt vào bình tam giác dung tích 500 ml, được rửa lại bằng cách lắc chúng trong nước cất 

2-3 lần mỗi 2 phút. Quá trình khử trùng được thực hiện trong tủ cấy bằng NaClO 2% trong 

10 phút [71], H2O2 3% trong 10 -20 phút [167] và HgCl2 0,1% trong 5-10 phút [40] (Bảng 

2.3). Cuối cùng, mẫu được rửa lại bằng nước cất vô trùng 3-4 lần trước khi đưa vào môi 

trường MS cơ bản. Để đánh giá hiệu quả khử trùng các chỉ tiêu được ghi lại sau một tuần 

nuôi cấy bao gồm: tỷ lệ mẫu sạch (%), tỷ lệ chết (%), tỷ lệ nhiễm (%). 

Bảng 2.3. Ảnh hưởng của nồng độ và thởi gian khử trùng tới tỷ lệ nhiễm của mẫu 

Công thức Thời gian khử trùng (phút) 

NaClO (2%) H2O2 (3%) HgCl2 (0,1%) 

CT1 10 - - 

CT2 10 10 - 

CT3 10 15 - 

CT4 10 20 - 

CT5 10 - 5 

CT6 10 - 10 

CT7 10 - 15 

b. Ảnh hưởng của môi trường và chất điều hòa sinh trưởng đến các giai đoạn nuôi cấy 

mô lan Giả hạc tím Huế 

- Ảnh hưởng của môi trường đến khả năng tạo protocorm/mô sẹo từ lan Giả hạc tím 

Huế 

* Thí nghiệm nghiên cứu môi trường phù hợp để vào mẫu. 

Mẫu của quả lan sau khi vô trùng hoặc các mẫu thân còn sống, không bị nhiễm nấm 

khuẩn của nội dung 2.3.2 sau 1 tuần được sử dụng làm nguyên liệu cấy vào các môi trường 
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thí nghiệm. Cụ thể dùng các môi trường: 

   - CT1: Môi trường MS + 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 60 

g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và pH 5,8 [46]. 

   - CT2: Môi trường ½ MS + 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt tính, + 30 g/L saccharose + 60 g/L 

khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và pH 5,8 [174]. 

   - CT3: Môi trường VW  + 2 g peptone + 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose, 

pH 5,8 [23]. 

   - CT4: Môi trường Hyp loại 20N-20P-20K 1 g/L + 1 g/L loại 6,5N-6P-19K) + 2 g peptone 

+ 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose, pH 5,8 [148]. 

  - CT5: Môi trường Knusond C + 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose, pH 5,8 

[42]. 

Các công thức môi trường không bổ sung chất điều hoà sinh trưởng và được nuôi 

trong cùng điều kiện phòng nuôi. Mỗi công thức được tiến hành trong 10 bì môi trường 

(8x12 cm) và lặp lại 3 lần. Số lượng hạt lan được đếm bằng buồng đếm hồng cầu và gieo 

50 hạt/bì. Số liệu sẽ được thu thập ngay sau khi hạt tạo protocrom, và thời gian theo dõi là 

12 tuần. Đánh giá hiệu quả của môi trường dựa vào thời gian hạt nảy mầm (ngày), tỷ lệ (%) 

nảy mầm của hạt, tỷ lệ (%) hình thành protocorm, tỷ lệ (%) hạt chết.  

 Mẫu thân được cấy trong bì nhựa PE chịu nhiệt (8x12 cm), mỗi bì 3 mẫu, mỗi thí 

nghiệm 5 bì và được lặp lại 2 lần. Số liệu sẽ được thu thập ngay sau khi mẫu thân tạo mô 

sẹo/chồi, và thời gian theo dõi là 12 tuần. Đánh giá các chỉ tiêu về thời gian hình thành mô 

sẹo/chồi, tỷ lệ (%) sống của mẫu, tỷ lệ (%) hình thành mô sẹo/chồi, kích thước mô sẹo/chồi. 

 Kết quả thí nghiệm lựa chọn ra môi trường dinh dưỡng phù hợp để sử dụng trong 

nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím Huế, trong nghiên cứu này được gọi là môi trường dinh 

dưỡng tối ưu. 

- Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tạo protocorm/mô sẹo từ lan 

Giả hạc tím Huế 

Mẫu vô trùng được cấy chuyền lên môi trường dinh dưỡng tối ưu và bổ sung riêng lẻ hoặc 

tổ hợp các chất điều hoà sinh trưởng NAA nồng độ 0,0 - 1,0 mg/L, BA nồng độ 0,0 – 2,0 
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mg/L,và TDZ nồng độ 0 – 2 mg/L để thăm dò khả năng tạo protocorm/mô sẹo của mẫu, 

thời gian theo dõi các chỉ tiêu đánh giá sau 8 tuần nuôi cấy, thí nghiệm được bố trí theo các 

công thức bảng 2.4 và 2.5.  

Bảng 2.4. Công thức nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến hình 

thành protocorm. 

Công thức Môi trường NAA(mg/L) BA (mg/L) 

CT1 Môi trường tối ưu  0,0 0,00 

CT2 Môi trường tối ưu  0,0 0,25 

CT3 Môi trường tối ưu  0,25 0,25  

CT4 Môi trường tối ưu  0,50 0,25 

CT5 Môi trường tối ưu  0,75 0,25 

CT6 Môi trường tối ưu  1,00 0,25 

CT7 Môi trường tối ưu  0,0 0,5 

CT8 Môi trường tối ưu  0,25  0,5 

CT9 Môi trường tối ưu  0,50 0,5 

CT10 Môi trường tối ưu  0,75 0,5 

CT11 Môi trường tối ưu  1,00 0,5 

Mỗi công thức thí nghiệm được tiến hành trong 10 bì môi trường (8x12 cm) và lặp lại 

3 lần. Số lượng hạt lan được đếm bằng buồng đếm hồng cầu và gieo 50 hạt/bì. Các chỉ tiêu 

theo dõi gồm thời gian hạt nảy mầm (ngày), tỷ lệ (%) hạt nảy mầm, tỷ lệ (%) hạt chết, tỷ lệ 

(%) hình thành protocorm. 

Bảng 2.5. Công thức nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến hình 

thành mô sẹo. 

Công thức Môi trường BA (mg/L) TDZ (mg/L) NAA (mg/L) 

CT1 Môi trường tối ưu 0,0 0,0 0,0 

CT2 Môi trường tối ưu  0,5 0,0 0,5 

CT3 Môi trường tối ưu  1,0 0,0 0,5 

CT4 Môi trường tối ưu  1,5 0,0 0,5 

CT5 Môi trường tối ưu  2,0 0,0 0,5 

CT6 Môi trường tối ưu  0,0 0,5 0,5 

CT7 Môi trường tối ưu  0,0 1,0 0,5 

CT8 Môi trường tối ưu 0,0 1,5 0,5 

CT9 Môi trường tối ưu 0,0 2,0 0,5 
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Mẫu cấy trong bì nhựa PE chịu nhiệt (8x12 cm), mỗi bì 3 mẫu, mỗi thí nghiệm 5 bì 

và được lặp lại 3 lần. Chỉ tiêu theo dõi hình thành mô sẹo là thời gian hình thành mô sẹo, 

tỷ lệ (%) mẫu sống, tỷ lệ (%) mẫu hình thành mô sẹo và kích thước mô sẹo (cm). 

c. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi 

Các protocorm/mô sẹo (có màu xanh lá, không nhiễm nấm khuẩn, sinh trưởng tốt) 

được tạo thành từ nội dung nghiên cứu trên, cấy chuyền sang môi trường tái sinh chồi. Môi 

trường dinh dưỡng để nhân nhanh chồi là môi trường dinh dưỡng tối ưu có bổ sung nồng 

độ 0,0 -2,0 mg/L BA kết hợp 0,5-1,0 mg/L NAA để tái sinh chồi. Mỗi công thức  được bố 

trí trong 5 bì môi trường, mỗi bì chứa 5 mẫu và có 3 lần lặp lại. Các chỉ tiêu theo dõi đánh 

giá sau 8 tuần nuôi cấy, công thức nghiên cứu được thể hiện qua bảng 2.6. 

Bảng 2.6. Công thức nghiên cứu ảnh hưởng chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi. 

Công thức Môi trường BA (mg/L) NAA (mg/L) 

CT1 Môi trường tối ưu 0,0 0,0 

CT2 Môi trường tối ưu 0,5 0,0 

CT3 Môi trường tối ưu 1,0 0,0 

CT4 Môi trường tối ưu 1,5 0,0 

CT5 Môi trường tối ưu 2,0 0,0 

CT6 Môi trường tối ưu 0,0 0,5 

CT7 Môi trường tối ưu 0,5 0,5 

CT8 Môi trường tối ưu 1,0 0,5 

CT9 Môi trường tối ưu 1,5 0,5 

CT10 Môi trường tối ưu 2,0 0,5 

CT11 Môi trường tối ưu 0,0 1,0 

CT12 Môi trường tối ưu 0,5 1,0 

CT13 Môi trường tối ưu 1,0 1,0 

CT14 Môi trường tối ưu 1,5 1,0 

CT15 Môi trường tối ưu 2,0 1,0 

Các chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ (%) tái sinh chồi, số chồi, chiều cao chồi (cm), số lá/chồi 

d. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng nhân chồi 

Chồi tái sinh (cao 1-2 cm, xanh tốt, không nhiễm nấm khuẩn) được tách riêng sau đó 

cấy chuyền sang môi trường nhân chồi. Môi trường để nhân chồi là môi trường dinh dưỡng 
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tối ưu có bổ sung 1,5 mg/L BA và IAA nồng độ 0,0 – 0,7 mg/L. Mỗi công thức thí nghiệm 

được bố trí trong 5 bì môi trường, mỗi bì cấy 5 chồi và có 3 lần lặp lại, các công thức thí nghiệm 

được trình bày ở bảng 2.7. 

Bảng 2.7. Công thức nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng 

nhân chồi 

Công thức Môi trường BA (mg/L) IAA(mg/L) 

CT1 Môi trường tối ưu  0,0 0,0 

CT2 Môi trường tối ưu  1,5 0,0 

CT3 Môi trường tối ưu  1,5 0,1 

CT4 Môi trường tối ưu  1,5 0,3 

CT5 Môi trường tối ưu 1,5 0,5 

CT6 Môi trường tối ưu 1,5 0,7 

Các chỉ tiêu theo dõi bao gồm hệ số nhân chồi, chiều cao chồi (cm), đường kính chồi 

(cm), số lá và đặc điểm chồi sau 8 tuần nuôi cấy. 

e. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tạo rễ 

Chồi in-vitro đạt 3-4 lá, cao 2-3 cm, chồi xanh không nhiễm nấm bệnh được cấy chuyền 

sang môi trường ra rễ. Môi trường để ra rễ là môi trường dinh dưỡng tối ưu có bổ sung 0,1-

1,0 mg/L NAA hoặc IAA để kích thích ra rễ. Mỗi công thức thí nghiệm được bố trí trong 5 

bì môi trường, mỗi bì cấy 5 chồi, có 3 lần lặp lại. Các chỉ tiêu theo dõi đánh giá sau 8 tuần nuôi cấy, 

công thức thí nghiệm cho ra rễ được thể hiện ở bảng 2.8. Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ (%) chồi 

ra rễ, số rễ/chồi, chiều dài rễ (cm), đặc điểm hình thái rễ, chồi. 

Bảng 2.8. Công thức nghiên cứu ảnh hưởng chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tạo rễ. 

Công thức Môi trường IAA (mg/L) NAA(mg/L) 

CT1 Môi trường tối ưu 0,0 0,0 

CT2 Môi trường tối ưu 0,1 0,0 

CT3 Môi trường tối ưu 0,3 0,0 

CT4 Môi trường tối ưu 0,5 0,0 

CT5 Môi trường tối ưu 0,7 0,0 

CT6 Môi trường tối ưu 1,0 0,0 

CT7 Môi trường tối ưu 0,0 0,1 

CT8 Môi trường tối ưu 0,0 0,3 

CT9 Môi trường tối ưu 0,0 0,5 

CT11 Môi trường tối ưu 0,0 0,7 

CT12 Môi trường tối ưu 0,0 1,0 
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2.3.2. Tạo dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến bằng phương pháp thực nghiệm 

 Quá trình xử lý hoá chất đột biến và tạo dòng lan đột biến Giả hạc tím Huế được 

thực hiện theo các bước như mô tả ở phụ lục 5. 

2.3.2.1. Gây đột biến lan Giả hạc tím Huế bằng colchicine và dimethyl sulphate 

Thời gian và nồng độ colchicine, DMS xử lý được tham khảo theo công bố của 

Nguyễn Phúc Huy và cộng sự (2019), Lita Soetopo và Dan Hosnia (2018), Gehan và 

Alhamd (2016), các protocorm/ mô sẹo in-vitro sau 60 ngày (≤ 0,5 cm, khối lượng từ 0,02-

0,1 g ) nuôi cấy từ mẫu của lan Giả hạc tím Huế được xử lý hoá chất với nồng độ 50–800 

ppm với thời gian xử lý là 2 giờ, 4 giờ, 6 giờ, 8 giờ và 10 giờ [92], [127], [162]. 

Mẫu (không bị nhiễm nấm bệnh, khoẻ, sinh trưởng tốt) được ngâm trực tiếp vào môi 

trường có chứa hoá chất, sau thời gian xử lý mẫu rửa bằng nước cất vô trùng 2 lần sau đó 

cấy trên môi trường dinh dưỡng tối ưu, với số lượng 5 mẫu/bì. Các thí nghiệm thực hiện 

ngẫu nhiên, mỗi thí nghiệm 6 bì và lặp lại 3 lần. Các công thức thí nghiệm thể hiện qua 

bảng 2.9. và bảng 2.10 

Bảng 2.9. Công thức nghiên cứu xử lý đột biến bằng colchicine trên protocorm/mô sẹo  

CT 
Nồng độ 

colchicine (ppm) 

Thời gian 

xử lý (giờ) 
CT 

Nồng độ 

colchicine (ppm) 

Thời gian 

xử lý (giờ) 

ĐC 0 - CT13 200 

6 CT1 50 

2 

CT14 400 

CT2 100 CT15 800 

CT3 200 CT16 50 

8 

  

CT4 400 CT17 100 

CT5 800 CT18 200 

CT6 50 

4 

CT19 400 

CT7 100 CT20 800 

CT8 200 CT21 50 

10 

CT9 400 CT22 100 

CT10 800 CT23 200 

CT11 50 
6 

CT24 400 

CT12 100 CT25 800 
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Bảng 2.10. Công thức nghiên cứu xử lý đột biến bằng DMS trên protocorm/ mô sẹo  

CT 
Nồng độ DMS 

(ppm) 

Thời gian 

xử lý (giờ) 
CT 

Nồng độ DMS 

(ppm) 

Thời gian 

xử lý (giờ) 

ĐC 0 - CT13 200 

6 CT1 50 

2 

CT14 400 

CT2 100 CT15 800 

CT3 200 CT16 50 

8 

  

CT4 400 CT17 100 

CT5 800 CT18 200 

CT6 50 

4 

CT19 400 

CT7 100 CT20 800 

CT8 200 CT21 50 

10 

CT9 400 CT22 100 

CT10 800 CT23 200 

CT11 50 
6 

CT24 400 

CT12 100 CT25 800 

Các chỉ tiêu đánh giá được đánh giá tại 2 thời điểm sau 4 tuần và 8 tuần nuôi cấy. 

Các chỉ tiêu theo dõi đánh giá sau 4 tuần nuôi cấy là: Tỷ lệ (%) mẫu sống, tỷ lệ (%) mẫu 

phát triển mầm chồi, tỷ lệ (%) và kích thước mẫu sống (cm). Các chỉ tiêu theo dõi đánh giá 

sau 8 tuần nuôi cấy là: Tỷ lệ (%) mẫu sống, tỷ lệ (%) mẫu phát triển mầm chồi, tỷ lệ (%) 

mẫu có hình thái biến dị, kích thước mẫu sống (cm). 

2.3.2.2. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng tới các giai đoạn nuôi cấy mô của 

mẫu lan Giả hạc tím Huế đã xử lý hoá chất 

Môi trường dinh dưỡng được sử dụng cho các thí nghiệm này là môi trường dinh 

dưỡng tối ưu. Theo từng giai đoạn nuôi cấy mà môi trường được bổ sung chất điều hoà sinh 

trưởng khác nhau. Cấy mẫu vào môi trường với số lượng 5 mẫu/bì. Các thí nghiệm thực hiện 

ngẫu nhiên, mỗi thí nghiệm thực hiện 6 bì và lặp lại 3 lần.  

- Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi  

Các protocorm/mô sẹo đã xử lý hóa chất còn sống, khoẻ mạnh, không bị nhiễm nấm 

khuẩn, có kích thước tương đồng (0,3-0,5 cm), được cấy chuyền sang môi trường tái sinh 
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chồi. Môi trường dinh dưỡng tối ưu có bổ sung 0,0 – 2,0 mg/L BA và 0,0-1,0 mg/L NAA 

để tái sinh chồi. Các chỉ tiêu theo dõi là tỷ lệ (%) tạo chồi, số chồi/mẫu, chiều cao chồi 

(cm), số lá của chồi, đặc điểm chồi sau 8 tuần nuôi cấy. Các công thức thí nghiệm được bố 

trí giống bảng 2.6.  Đặc điểm chồi được quy ước +: chồi thấp nhỏ yếu,có màu xanh vàng, 

ít lá hoặc chưa có lá; ++: Chồi thấp, nhỏ yếu có màu xanh, có lá nhỏ và ít; +++: Chồi cao, 

to khoẻ, có màu xanh đậm, lá nhiều và lớn. 

- Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng nhân chồi 

Chồi tái sinh từ protocorm/mô sẹo đã xử lý hóa chất được cấy chuyền sang môi trường 

nhân chồi. Lựa chọn chồi có kích thước tương đồng (cao 1,5 – 2 cm), có 2-3 lá, không 

nhiễm nấm, khuẩn, có màu xanh tươi. Môi trường dinh dưỡng tối ưu có bổ sung chất điều 

hoà sinh trưởng BA nồng độ 1,5 mg/L và IAA từ 0,0 – 0,7 mg/L (Bảng 2.7). Các chỉ tiêu theo 

dõi bao gồm hệ số nhân chồi, số lá, chiều cao (cm), đường kính (cm) thân chồi và đặc điểm 

chồi sau 8 tuần nuôi cấy. Các công thức thí nghiệm được bố trí giống bảng 2.7. Đặc điểm 

chồi được quy ước +: Chồi thấp, nhỏ yếu, màu xanh vàng, ít lá, lá mảnh, nhỏ; ++: Chồi cao 

trung bình cây nhỏ yếu có màu xanh nhạc, lá mảnh nhỏ; +++: Chồi cao, khoẻ, có màu xanh 

lá dày; Chồi cao, to khoẻ, màu xanh đậm lá nhiều và dày. 

- Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tạo rễ 

Chồi in-vitro xử lý hóa chất được cấy chuyền sang môi trường ra rễ. Lựa chọn các 

chồi đạt tiêu chuẩn, kích thước tương đồng (cao 2,5-3 cm), có từ 3-4 lá, chồi to, khỏe, có 

màu xanh tươi. Môi trường dinh dưỡng tối ưu có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng nồng 

độ từ 0,0 - 1,0 mg/L NAA hoặc IAA để kích thích ra rễ. Các chỉ tiêu theo dõi gồm tỷ lệ (%) 

chồi ra rễ, số rễ, chiều dài rễ (cm), chiều cao cây (cm), số lá của cây, đặc điểm của rễ và 

chồi sau 8 tuần nuôi cấy. Các công thức thí nghiệm cho ra rễ được được bố trí giống bảng 

2.8. Đặc điểm của rễ và chồi quan sát đánh giá bằng mắt thường được quy ước +: rễ ít, nhỏ, 

ngắn có màu trắng, cây hơi vàng, nhỏ, lá mảnh; ++: số lượng rễ trung bình, ngắn, nhỏ rễ có 

màu trắng, cây lá xanh và dày; +++: rễ nhiều, dài nhưng nhỏ yếu, có màu trắng xanh, cây 

lá xanh, lá dày; ++++: rễ nhiều, dài, to mập, rễ có màu trắng xanh, cây lá xanh đậm, lá dày 

và dài. 
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2.3.3. Đánh giá đặc điểm hình thái và di truyền của các dòng lan đột biến 

Từ kết quả thí nghiệm tạo dòng đột biến, lựa chọn những dòng có thay đổi triển vọng 

để đánh giá sâu hơn về hình thái, hoá sinh, tế bào và di truyền từ đó tạo cơ sở để lựa chọn 

nguyên liệu cho chọn tạo giống. Các tiêu chí lựa chọn dòng đột biến có triển vọng là: Cây 

không bị nhiễm nấm bệnh, khả năng sinh trưởng tốt, có những thay đổi hình thái của thân, 

lá, rễ rõ nét so với đối chứng về hình dạng, màu sắc, kích thước và số lượng. 

2.3.3.1. Đặc điểm hình thái của cây đột biến (Thân, rễ, lá, hoa) 

 Sử dụng chỉ thị hình thái đánh giá theo các tiêu chí sinh học: Theo dõi đặc điểm hình 

thái, đặc tính sinh học của cơ quan sinh dưỡng, cơ quan sinh sản theo các chỉ tiêu định tính 

và định lượng, từ những mẫu cây đã được xử lý colchicine, DMS và có biểu hiện ra các 

tính trạng biến dị. Cụ thể, trong các thông số hình thái gồm chiều cao cây, chiều dài và 

chiều rộng của lá, được đo bằng thang đo cm. Số lượng lá trên mỗi cây, hình dạng lá, màu 

sắc của cây đối chứng và cây đột biến được đánh giá bằng quan sát bằng mắt thường [72]. 

2.3.3.2. Đặc điểm tế bào của các dòng đột biến 

Phương pháp quan sát tế bào bằng kính hiển vi thực hiện theo mô tả của Trần Công 

Khánh (2005) [21]. Mẫu thực hiện quan sát được lấy ở các giai đoạn protocorm/ mô sẹo, 

chồi và giai đoạn cây hoàn chỉnh, mẫu thu vào thời điểm 8-10 giờ buổi sáng. 

- Quan sát tế bào biểu bì lá, thân, rễ 

 Sử dụng mẫu biểu bì lá, thân non, rễ của cây non lan Giả hạc tím Huế đột biến và 

cây đối chứng ở giai đoạn chồi hoặc tạo cây hoàn chỉnh thực hiện làm tiêu bản tạm thời để 

quan sát dưới kính hiển vi. Tiêu bản có thể được nhuộm màu (xanh metylen hoặc đỏ 

carmine) hoặc không nhuộm, phương pháp làm tiêu bản kính hiển vi được trình bày ở Phụ 

lục 6. Sử dụng kính hiển vi quang học (Olympus, Nhật Bản) để quan sát với độ phóng đại 

vật kính là 10x và 40x, của thị kính là 10x. Thị kính có gắn thước đo trắc vi (thước kính 

trắc vi có chiều dài 100 μm, được chia làm 100 vạch, mỗi vạch dài 1 μm). Quan sát đánh 

giá kích thước, hình dạng, trật tự sắp xếp của tế bào.  

- Quan sát tế bào khí khổng 
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Phân tích khí khổng được thực hiện bằng phương pháp của Jadrna và cộng sự (2009) 

[95]. Lấy một lớp biểu bì mỏng ở mặt dưới của lá (lá cây giai đoạn cây hoàn chỉnh) bằng 

mũi kim và đặt lên lam kính để làm tiêu bản. Tiêu bản được quan sát bằng kính hiển vi ở 

độ phóng đại 100x hoặc 400x. Kích thước khí khổng (chiều dài, chiều rộng) được đo trong 

quá trình quan sát bằng cách sử dụng thang đo dòng (trắc vi thị kính) được gắn vào thị kính. 

Xác định thể đa bội nếu chiều dài lỗ khí của chúng ≥1,25 × mức đối chứng [152]. Mật độ 

khí khổng được đếm trong 4 ô vuông cụ thể của trường nhìn kính hiển vi và sau đó tính ra 

cho 1 mm2. 

Ghi nhận các chỉ tiêu về khí khổng gồm kích thước khí khổng (chiều dài, chiều rộng 

(μm)), mật độ khí khổng/mm2 và diện tích (μm2) tế bào khí khổng. 

- Quan sát nhiễm sắc thể (NST) 

Phân tích nhiễm sắc thể được thực hiện theo phương pháp theo mô tả của Ilya Kirov 

và cộng sự (2014) [106]. Quan sát số lượng NST có thể được đếm bằng cách quan sát tiêu 

bản của đầu rễ của mẫu đột biến, các bước làm tiêu bản được mô tả ở phụ lục 6. Tiêu bản 

được quan sát dưới kính hiển vi ở độ phóng đại vật kính 100x và thị kính là 10x, dùng dầu 

cho lên tiêu bản để quan sát. 

-Phương pháp lập karyotype 

Kiểu nhân của lan Giả hạc tím Huế lưỡng bội và đa bội được quan sát và phân tích 

ở mẫu đối chứng (2n) không xử lý colchicine và mẫu xử lý colchicine. Hình ảnh NST từ 

quan sát bằng kính hiển vi được chụp bằng máy ảnh hoặc ứng dụng camera trên kính hiển 

vi quan sát (PROVIEW-dùng cho máy tính), sau đó được xử lý bằng phần mềm ImageJ 

1.8.0 và Microsoft Excel để phân tích đặc điểm NST. Các đặc điểm quan sát được là số 

lượng, kích thước và hình dạng NST, đây là cơ sở để lập karyotype. Phân tích karyotype 

thực hiện thông qua việc ghép cặp NST tương đồng dựa trên sự giống nhau về kích thước 

và hình dạng NST [87]. 

2.3.3.3. Đặc điểm hoá sinh của cây đột biến 

+ Xác định hàm lượng diệp lục và carotenoid có trong lá: 



51 

 
 

 Tổng hàm lượng chất diệp lục và carotenoid được chiết xuất bằng phương pháp chuẩn 

của Porra RJ (2002) [144] (phụ lục 6). Hàm lượng chlorophyll a, b và carotenoid được tính 

theo công thức của Porra (2002) [144], [75], tính theo trọng lượng tươi: 

Chlorophyll a (mg.g-1) = 
(12,7.A663−2,69.A645).V

𝑚
 

Chlorophyll b (mg.g-1) =
(22,9.A645−4,68.A663).V

m
 

Chlorophyll tổng (mg.g-1) = Chlorophyll a + Chlorophyll b 

Carotenoid (mg.g-1) = 
[1000.A470−1,82.(12,25.A663−2,97.A645)−85,02.(21,5.A645−5,1.A663)].V

198.m
 

Trong đó A470, A645, A663 lần lượt là độ hấp phụ (A), được đo bằng máy quang 

phổ ở các bước sóng 470, 645, 663 nm; m là khối lượng mẫu (g); V là thể tích acetone 80% 

(ml). Mẫu lá thu từ chồi của các dòng được chọn sau khi cấy chồi in-vitro được 8 tuần, thời 

gian thu mẫu từ 8-10 giờ sáng, thí nghiệm được thiết kế hoàn toàn ngẫu nhiên và ba lần lặp 

lại trong điều kiện vật lý giống nhau. 

2.3.3.4. Đa dạng di truyền của các dòng đột biến bằng chỉ thị phân tử RAPD 

a. Tách chiết DNA tổng số  

Mẫu lá non, mô sẹo của các dòng biến đổi hình thái sau khi thu thập được tách chiết 

DNA theo phương pháp mô tả ở phần 2.3.1.2 

b. Phương pháp thực hiện phản ứng PCR-RAPD 

Các mẫu DNA được phân tích kiểu gen dựa trên phản ứng PCR với các mồi ngắn 

(Bảng 2.1) để nhân bản ngẫu nhiên các đoạn DNA, theo phương pháp của Williams và cộng 

sự (1993) [182]. Phản ứng PCR-RAPD được thực hiện theo mô tả ở phụ lục 7.  

* Điều kiện phản ứng PCR-RAPD 

- Phản ứng PCR-RAPD thực hiện trên máy MJ mini thermal cycler. Tổng thể tích cho 

một phản ứng PCR-RAPD là 25 µL. Thành phần và nồng độ của các chất tham gia phản 

ứng như bảng 2.11. 
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Bảng 2.11. Thành phần phản ứng PCR-RAPD 

Thành phần phản ứng PCR Nồng độ Thể tích cho 1 phản ứng 

Đệm PCR 10x 2,5 µL 

DNA khuôn 50 ng/µL 1 µL 

dNTPs  2mM 2 µL 

Mồi RAPD  10 µM 1 µL 

Taq DNA pol  5U/µL 2 µL 

H2O (siêu sạch) ­ 16,5 µL 

Tổng thể tích cho 1 phản ứng PCR 25 µL 

Chương trình nhiệt cho phản ứng PCR-RAPD: Giai đoạn biến tính nhiệt độ 94oC kéo 

dài 5 phút; sau đó 40 chu kỳ gia nhiệt tiếp theo bao gồm các giai đoạn: Biến tính DNA ở 

94oC trong 45 giây, gắn mồi ở 37oC trong 60 giây, và tổng hợp DNA ở 72oC trong 120 giây 

và cuối cùng hoàn thiện sản phẩm ở 72oC trong 10 phút và lưu trữ ở 4ºC. Tất cả các phản 

ứng PCR-RAPD được thực hiện lặp lại 2 lần độc lập để đảm bảo tính ổn định và loại bỏ 

các band giả. Các band chỉ được chấp nhận nếu xuất hiện ổn định 100% ở cả hai lần lặp, 

có độ phân giải rõ ràng, cường độ ổn định (không quá mờ, không quá đậm). Các band không 

ổn định hoặc chỉ xuất hiện 1 lần đều bị loại. 

Kết quả điện di sản phẩm PCR-RAPD là các các band DNA, các band này được mã 

hóa bằng hệ nhị phân theo nguyên tắc dựa vào sự xuất hiện hay không xuất hiện của các 

band, đánh số “1” nếu có xuất hiện band và số “0” nếu không xuất hiện band, dữ liệu này 

được dùng xây dựng cây phân nhóm di truyền bằng phần mềm NTSYS2.1 theo phương 

pháp UPGMA [150]. Nếu một band DNA (có kích thước cụ thể) xuất hiện ở mẫu a nhưng 

không xuất hiện ở mẫu b hoặc đồng thời xuất hiện ở cả a và b nhưng không xuất hiện ở các 

mẫu khác thì band DNA này gọi là band đa hình. Ngược lại nếu band DNA nào xuất hiện 

ở tất cả các mẫu nghiên cứu thì gọi là band đồng hình. Tính các chỉ số *h (đa dạng gen 

Nei's (1973)), chỉ số đa dạng di truyền (*h) theo cách tính của Nei’s được tính bằng: *h = 

∑pi2 (pi là tần số của alen thứ i tại locus đó) [134]; *i0 (Chỉ số đa dạng di truyền Shannon 

*i0 =∑ (pi ∗ ln pi)𝑠
𝑖=1 , trong đó pi là tỷ lệ số lượng cá thể tương ứng với bật taxon thứ i trong 

bộ mẫu, s là độ phong phú của loài, Shannon (1949), [108]) bằng phần mềm Popgen 23. 
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Chỉ tiêu đánh giá sản phẩm PCR-RAPD: Tỷ lệ khuếch đại PCR thành công (%), số 

band hình thành/mồi, số band đa hình, kích thước của band, tỷ lệ band đa hình (%). 

2.3.4. Quy trình tái sinh lại một số dòng đột biến được chọn lọc  

 Nguyên liệu nghiên cứu là chồi in-vitro của một số dòng tạo ra từ nội dung 2.3.2 trong 

nghiên cứu này, những mẫu được lựa chọn có các thay đổi về hình thái so với đối chứng và 

kiểm tra lại bằng chỉ thị tế bào, hoá sinh và phân tử.  

2.4.4.1. Khả năng tái sinh mô sẹo/chồi của dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến. 

a. Tái sinh mô sẹo/chồi từ đoạn thân có chồi ngủ 

Các mẫu chồi xử lý bỏ lá, cắt thành đoạn 1,5-2,0 cm, sau đó cấy lên môi trường dinh dưỡng 

tối ưu và có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng theo công thức tốt nhất ở bảng 2.5. 

Các chỉ tiêu theo dõi được đánh giá sau 12 tuần nuôi cấy gồm thời gian hình thành 

mô sẹo/chồi (ngày), tỷ lệ số của mẫu (%), tỷ lệ mẫu tạo mô sẹo (%), kích thước mô sẹo 

(cm), tỷ lệ mẫu tạo chồi (%), chiều cao chồi (cm). 

b. Tái sinh chồi từ mô sẹo 

Mô sẹo tái sinh của những dòng đột biến được lựa chọn với kích thước tương đồng (≥0,5 

cm), khoẻ mạnh, không bị nhiễm nấm, vi khuẩn được cấy vào môi trường dinh dưỡng tài sinh 

chồi, môi trường có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng theo công thức thí nghiệm tốt nhất ở bảng 

2.5 dùng cho tái sinh chồi từ mô sẹo đột biến. 

Những chỉ tiêu đánh giá sau 8 tuần nuôi cấy gồm có tỷ lệ tái sinh chồi (%), số chồi/mẫu, 

chiều cao chồi (cm) và số lá/chồi. 

2.3.4.2. Ảnh hưởng chất điều hoà sinh trưởng lên khả năng nhân chồi và ra rễ dòng Giả hạc 

tím Huế đột biến 

a. Nhân chồi đột biến 

Chồi in-vitro của dòng đột biến cấy chuyền sang môi trường nhân chồi. Môi trường 

nhân chồi là môi trường dinh dưỡng tối ưu và có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng theo 

công thức thí nghiệm tốt nhất ở bảng 2.7 dùng cho chồi đột biến. Mỗi công thức thí nghiệm 

được bố trí trong 6 bì, mỗi bì chứa 5 chồi, và được lặp lại 3 lần. 
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Các chỉ tiêu theo dõi gồm có hệ số nhân chồi, chiều cao chồi (cm), đường kính 

thân chồi (cm), số lá của chồi và đặc điểm của chồi nhân sau 8 tuần nuôi cấy. 

b. Ra rễ tạo cây hoàn chỉnh  

Lựa chọn chồi in-vitro của các dòng lan đột biến tạo ra từ thí nghiệm nhân chồi đạt tiêu chuẩn 

(cao 3-4 cm và có 4-5 lá) cấy vào môi trường dinh dưỡng tối ưu và có bổ sung thêm chất điều hoà 

sinh trưởng theo công thức thí nghiệm tốt nhất ở bảng 2.8 dùng cho chồi lan đột biến. Mỗi công 

thức thí nghiệm bố trí trong 6 bì, mỗi bì chứa 5 chồi, và được lặp lại 3 lần. 

Các chỉ tiêu theo dõi đánh giá sau 8 tuần nuôi cấy gồm có tỷ lệ ra rễ (%), số rễ/chồi, chiều dài 

rễ (cm), chiều cao cây (cm), số lá và đặc điểm của rễ. 

2.3.5. Xây dựng quy trình huấn luyện cây con ra vườn ươm 

2.3.5.1. Nghiên cứu thành phần giá thể phù hợp để ra bầu cây con  

Cây lan Giả hạc in-vitro  đủ tiêu chuẩn được đưa ra vườn ươm huấn luyện từ 15-20 

ngày trước khi ra bầu. Giá thể dùng để trồng cây con là xơ dừa, trấu hun, dớn vụng vỏ 

thông, bảng dương xỉ [138]. 

Công thức giá thể thí nghiệm: CT1: Xơ dừa: Trấu hun tỉ lệ 1:1; CT2: Xơ dừa: Dớn 

tỉ lệ 1:1; CT3: Xơ dừa: vụn vỏ thông tỉ lệ 1:1; CT4: Dớn; CT5: Xơ dừa; CT6: Gắn trên 

bảng dương xỉ (20x15 cm) có phủ dớn; CT7: Gắn trên bảng gỗ vú sữa (20x15 cm) có phủ 

dớn. Mỗi công thức sẽ được lặp lại 3 lần, mỗi lần 30 cây. 

Các cây sau khi ra bầu được tiếp xúc với ánh sáng tán xạ 70% (kiểm soát bằng việc 

tăng giảm các lớp lưới lan đen và đo độ sáng bằng máy đo ánh sáng), nhiệt độ duy trì từ 

25-35oC (kiểm soát bằng việc sử dụng nhiệt kế treo trực tiếp tại vườn ươm, nếu nhiệt độ 

cao hơn sẽ tiến hành phun sương để duy trì nhiệt độ; ở thời tiết dưới 30oC tưới 1 lần/ngày 

vào buổi sáng và trên 30oC tưới 2 lần/ngày vào buổi sáng và chiều.) 

Các chỉ tiêu đánh giá sau 12 tuần trồng là tỷ lệ sống của cây con (%), chiều cao cây 

(cm), đường kính cây (cm), số lá, chiều rộng lá (cm), chiều dài lá (cm), số lá mới.  

Kết quả nghiên cứu này lựa chọn ra giá thể phù hợp để ra cây lan Giả hạc tím Huế 

in-vitro giai đoạn vườn ươm, và dùng giá thể này khảo nghiệm khả năng sinh trưởng của 

các dòng lan đột biến được lựa chọn ở giai đoạn vườn ươm. Những tiêu chí đánh giá cho 
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các dòng lan đột biến sau 12 tuần trồng gồm tỷ lệ sống của cây con (%), chiều cao cây (cm), 

đường kính cây (cm), số lá, chiều rộng lá (cm), chiều dài lá (cm), số lá mới. 

2.3.5.2. Nghiên cứu điều kiện môi trường (nhiệt độ, độ ẩm, độ sáng) ảnh hưởng đến sinh 

trưởng của cây con ra vườn. 

Áp dụng kỹ thuật giàn che nhân tạo để tạo các điều kiện che sáng bằng lưới lan đen, 

gồm 5 công thức sau: không che nắng, che nắng 25%, 50%, 75% và 100%. Mỗi công thức 

thí nghiệm 50 cây, bố trí ngẫu nhiên, lặp lại 3 lần. Các cây con trong các thí nghiệm đồng 

nhất về sinh trưởng, chất lượng khi bắt đầu trồng, chiều cao trung bình 4-5 cm, có từ 3 - 5 

lá và được trồng trong công thức giá thể tối ưu. 

Các điều kiện chăm sóc khác ở các công thức thí nghiệm là giống nhau. Dùng cảm 

biến và dụng cụ đo ánh sáng, nhiệt độ, độ ẩm không khí cho từng công thức thí nghiệm từ 

đó điều chỉnh ngưỡng thích hợp. Các chỉ tiêu đánh giá sau 12 tuần trồng là tỷ lệ sống của 

cây (%), tỷ lệ nhiễm nấm bệnh (%), chiều cao cây (%), đường kính cây (cm), số lá, số lá 

mới, chiều dài lá (cm), chiều rộng lá (cm), số rễ, chiều dài rễ (cm). 

2.3.5.3. Nghiên cứu ảnh hưởng của vi sinh vật nội sinh tới sinh trưởng của dòng lan 

Giả hạc tím Huế đột biến 

a. Phân lập và tuyển chọn vi sinh vật nội sinh từ lan rừng 

- Phân lập vi khuẩn nội sinh 

 Sử dụng các phần thân, lá, rễ của những mẫu lan rừng được thu thập ở Bình Định 

(cũ), Gia Lai (cũ), Kon Tum (cũ), TP. Huế. Các giống lan được thu thập gồm có Giả hạc 

(D. anosmum), Giáng hương tam bảo sắc (Aerides falcata), Kiều vàng (D. thyrsiflorum), 

Hoàng thảo vảy rồng (D. lindleyi), và lan kiếm (Cymbidium finlaysonianum). Phân lập và 

tuyển chọn vi sinh vật nội sinh được tiến hành theo mô tả của Kumar và cộng sự (2016) 

[109], được trình bày ở phụ lục 8. Sử dụng môi trường bán lỏng NA nuôi cấy tạo vòng 

pellicle [31]. Sau đó lấy vi khuẩn từ vòng pellicle lần lượt cấy chuyển sang các đĩa môi 

trường NA, LB, SCA, ISP2 đặc để tách dòng các khuẩn lạc. Hình thái khuẩn lạc trên các 

đĩa môi trường được theo dõi bằng cách đo kích thước và quan sát hình dạng khuẩn lạc bao 
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gồm các chỉ tiêu: màu sắc, hình dạng mép, bề mặt khuẩn lạc bằng mắt thường. Đối với 

những khuẩn lạc có kích thước quá nhỏ thì sử dụng kính lúp (10x) để quan sát. 

- Tuyển chọn chủng vi sinh vật nội sinh có tiềm năng 

 Thực hiện phân tích các đặc điểm hoá sinh như khả năng phân giải lân [12], khả 

năng cố định đạm [24], khả năng sinh IAA [61], khả năng sinh NH3 [137] và khả năng đối 

kháng [30] của các chủng vi vật nội sinh với vi sinh vật gây bệnh (vi khuẩn gây bệnh thối 

nhũn trên lan), lựa chọn những chủng vi sinh có tiềm năng nhất để định danh và sử dụng 

để làm chế phẩm vi sinh chăm sóc cho cây lan in-vitro ở vườn ươm. Phương pháp thực hiện 

được mô tả ở phụ lục Phụ lục 9. 

Định loại phân tử chuẩn vi sinh vật: DNA tổng số từ vi khuẩn được tách chiết theo 

mô tả của Sambrook và Russell [151], các vùng 16S rRNA của vi khuẩn được khuếch đại 

bằng cách sử dụng đoạn mồi thuận 27F (5’-AGAGTTTGATC (AC) TGGCTCAG-3’) và 

mồi ngược 1492R (5’-ACGG (CT) TACCTTGTTACGACTT-3’) [54] (Phụ lục 9). 

b. Tạo chế phẩm dinh dưỡng chứa vi sinh vật nội sinh và ứng dụng chăm sóc cho cây lan 

Giả hạc tím Huế in-vitro giai đoạn vườn ươm 

Các chủng vi sinh vật nội sinh được chọn lọc nhân giống riêng rẽ và thu sinh khối. 

Nuôi sinh khối thực hiện trên môi trường LB lỏng, nuôi lắc 150 vòng/phút, trong thời gian 

72 giờ, ở nhiệt độ phòng. Sinh khối của các vi sinh vật nội sinh sẽ được trộn với dịch dinh 

dưỡng (Dung dịch dinh dưỡng được tạo ra nhờ lên men dịch trùn quế và một số phụ gia 

khác, các bước thực hiện được trình bày ở Phụ lục 10), tỷ lệ pha trộn giữa dịch dinh dưỡng 

và sinh khối vi sinh vật nội sinh theo mỗi thí nghiệm (1:50 (CP2); 1:100 (CP3); 1:500 

(CP4)). Hỗn hợp được ủ kín trong 2 tháng, chiết lấy dịch để thử nghiệm, liều lượng sử dụng 

10 ml pha cho 1 lít nước. 

Thí nghiệm bố trí ngẫu nhiên với 4 công thức và 3 lần lặp lại, mỗi công thức gồm có 

ít nhất 10 cây. Các cây ra bầu theo phương pháp đã được nghiên cứu ở nội dung 2.3.7.1 và 

bổ sung chế phẩm dinh dưỡng chứa vi sinh vật nội sinh gồm: 

- Công thức 1: Chăm sóc theo điều kiện ở nội dung 2.3.7.1, không bổ sung chế phẩm 

dinh dưỡng vi sinh và được sử dụng là công thức đối chứng 
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- Công thức 2: Sử dụng chế phẩm chứa vi sinh vật nội sinh được tạo ra trong nghiên 

cứu này (theo 3 loại). 

- Công thức 3: Sử dụng chế phẩm GE (Gabbage enzyme) và  vitamin  B1 theo công 

bố trước đây Nguyễn Thị Diễm và cộng sự ( 2020) [7]. 

- Công thức 4: Sử dụng chế phẩm chứa vi sinh vật nội sinh bán trên thị trường. 

Các công thức thí nghiệm phun 2 lần/ tuần, bằng cách phun qua lá. Trong đó, chế 

phẩm GE được chiết ra từ hỗn hợp ủ các loại trái cây chín cắt nhỏ, rỉ mật và nước theo tỷ 

lệ 3:1:10, hỗn hợp này ủ trong 3 tháng. 

Các công thức trên đều được bổ sung thêm phân bón tan chậm qua rễ với liều lượng 

như nhau cho mỗi cây 1g/cây/ tháng. Loại phân được sử dụng là loại phân có tỉ lệ N:P:K:Mg 

tương đương là 6:40:6:15. Các chỉ tiêu như tỷ lệ sống (%), tỷ lệ nhiễm nấm bệnh (%), chiều 

cao cây (cm), đường kính cây (cm),  số lá, số lá mới, chiều dài lá (cm), rộng lá (cm), số rễ, 

dài rễ (cm) các chỉ tiêu được đánh giá sau 3 tháng theo dõi.  

c. Ảnh hưởng của chế phẩm dinh dưỡng chứa vi sinh vật nội sinh đến sinh trưởng của của 

các dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến 

Sử dụng chế phẩm có hiệu quả tốt nhất được tạo ra để khảo nghiệm khả năng thích 

nghi, sinh trưởng của những dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến đã chọn lọc. Liều lượng 

chế phẩm sử dụng là 10 ml pha cho 1 lít nước, phun 2 lần/ tuần. Thí nghiệm được bố trí 

ngẫu nhiên với các dòng lan đột biến và 3 lần lặp lại, mỗi mỗi dòng lan đột biến thí nghiệm 

có ít nhất 10 cây. 

Các tiêu chí đánh giá gồm có tỷ lệ sống (%), tỷ lệ nhiễm nấm bệnh (%), chiều cao 

cây (cm), đường kính cây (cm),  số lá, số lá mới, chiều dài lá (cm), rộng lá (cm), số rễ, dài 

rễ (cm) các chỉ tiêu được đánh giá sau 3 tháng theo dõi. 

2.3.5.4. Xây dựng quy trình nhân giống và huấn luyện cây in-vitro lan Giả hạc tím Huế  

Từ kết quả có được của nghiên cứu qua các giai đoạn nhân giống in-vitro (Thu mẫu, 

khử trùng, nuôi cấy khởi đầu, tái sinh mô sẹo/protocorm, tái sinh chồi, nhân chồi, ra rễ tạo 

cây hoàn chỉnh, ra cây con tại vườn ươm) lựa chọn được các điều kiện tối ưu như môi 

trường dinh dưỡng, thời gian chiếu sáng, điều kiện khử trùng, chất và hàm lượng chất điều 
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hoà sinh trưởng, giá thể trồng, tỷ lệ che sáng, chế phẩm chăm sóc tại vườn ươm. Sử dụng 

kết quả tối ưu đưa vào quy trình nhân giống và huấn luyện cây con. Quy trình được trình 

bày theo các bước tiến hành, mô tả lại quá trình thực hiện, đồng thời có sơ đồ hoá các bước. 

2.3.6. Một số công thức và cách xác định chỉ tiêu đánh giá 

-Tỷ lệ sống của mẫu (%) =
𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑠ố𝑛𝑔

𝛴 𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑐ấ𝑦 
× 100 

-Tỷ lệ chết của mẫu (%) =
𝑆ố 𝑚ẫ𝑢 𝑐ℎế𝑡

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑐ấ𝑦
× 100 

-Tỷ lệ nhiễm (%) =
𝑆ố 𝑚ẫ𝑢 𝑏ị 𝑛ℎ𝑖ễ𝑚

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑐ấ𝑦
× 100 

-Tỷ lệ hạt nảy mầm (%) =
𝑠ố ℎạ𝑡 𝑛ả𝑦 𝑚ầ𝑚

𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố ℎạ𝑡 𝑔𝑖𝑒𝑜
× 100 

-Tỷ lệ hình thành protocorm (%)=
𝑆ố 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑜𝑐𝑜𝑟𝑚 ℎì𝑛ℎ 𝑡ℎà𝑛ℎ

𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố ℎạ𝑡 𝑔𝑖𝑒𝑜
× 100  

-Tỷ lệ hình thành mô sẹo (%)=
𝑆ố 𝑚ô 𝑠ẹ𝑜 ℎì𝑛ℎ 𝑡ℎà𝑛ℎ

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑛𝑢ô𝑖 𝑐ấ𝑦
× 100  

-Tỷ lệ tạo chồi (%)=
𝑆ố 𝑚ẫ𝑢 𝑐ó 𝑐ℎồ𝑖 𝑥𝑢ấ𝑡 ℎ𝑖ệ𝑛

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑡ℎí 𝑛𝑔ℎ𝑖ệ𝑚
× 100 

-Hệ số nhân chồi =
𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑐ℎồ𝑖 𝑚ớ𝑖 𝑡ạ𝑜 𝑟𝑎

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑐ℎồ𝑖 𝑏𝑎𝑛 đầ𝑢
 

-Tỷ lệ ra chồi ra rễ (%) = 
𝑆ố 𝑐ℎồ𝑖 𝑐ó 𝑟ễ

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑐ℎồ𝑖 𝑏𝑎𝑛 đầ𝑢
× 100 

-Tỷ lệ mẫu có mầm chồi phát triển (%) =
𝑆ố 𝑚ẫ𝑢 𝑐ó 𝑚ầ𝑚 𝑐ℎồ𝑖

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑏𝑎𝑛 đầ𝑢
 ×100 

-Tỷ lệ mẫu có hình thái biến dị (%) = 
𝑆ố 𝑚ẫ𝑢 𝑐ó ℎì𝑛ℎ 𝑡ℎá𝑖 𝑏𝑖ế𝑛 𝑑ị

𝛴𝑇ổ𝑛𝑔 𝑠ố 𝑚ẫ𝑢 𝑏𝑎𝑛 đầ𝑢
 × 100 

- Diện tích tế bào khí khổng (μm2) =3,14 ×  
𝑐ℎ𝑖ề𝑢 𝑑à𝑖 𝑡ế 𝑏à𝑜

2
 ×  

𝑐ℎ𝑖ề𝑢 𝑟ộ𝑛𝑔 𝑡ế 𝑏à𝑜

2
 

- Số chồi (chồi/mẫu cấy): đếm tất cả chồi trên một mẫu cấy. 

- Chiều cao chồi (cm): đo chiều cao từ phần cuối của giả hành cho đến chóp lá cao 

nhất của chồi.  

- Số lá (lá/chồi): đếm số lá có trên chồi. 

- Chiều dài lá (cm): chọn lá nguyên vẹn, đo từ gốc lá đến chóp lá.  

- Chiều rộng lá (cm): chọn lá nguyên vẹn, đo khoảng cách 2 mép ở vị trí giữa lá. 
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- Số rễ (rễ/mẫu cấy): đếm tổng số rễ trên một mẫu cấy.  

- Chiều dài rễ (cm): được đo từ gốc rễ đến chóp rễ. 

- Đường kính giả hành (cm): dùng thước kẹp đo đường kính ở vị trí giữa thân. 

- Kích thước mô sẹo (cm): đo theo chiều có kích thước lớn nhất của mô sẹo. 

- Chiều dài, chiều rộng tế bào (μm) : Dùng thước đo trong trắc vi thị kính, hoặc phần mềm 

ImageJ 1.8.0., đo chiều dài/rộng nhất của tế bào. 

- Đặc điểm bên ngoài của mô sẹo, protocorm, chồi, rễ được đánh giá cảm quang qua quan 

sát bằng mắt đánh giá về màu sắc, hình dạng. 

2.3.7. Phương pháp xử lý số liệu 

- Dữ liệu thu được từ tất cả các thí nghiệm được phân tích Analysis of Variance 

(ANOVA) một chiều để đánh giá sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức. 

Độ lệch chuẩn (SD) được tính để mô tả mức độ biến động của giữ liệu trong mỗi nghiệm 

thức. So sánh giá trị trung bình giữa các nghiệm thức được thực hiện bằng phương pháp 

Duncan ở mức ý nghĩa 5%. Phân tích thống kê bằng phần mềm SPSS 26. 

 - Các số liệu thô thu từ các nội dung nghiên cứu sẽ được xử lý bằng phương pháp 

thống kê sinh học nhờ phần mềm Office excel 2019.  

 - Đánh giá mối quan hệ di truyền giữa các giống cũng dựa trên ma trận hệ số tương 

đồng (Similarity coefficient) và phân tích sơ đồ hình nhánh (Cluster) bằng phần mềm 

NTSYSpc v2.1 theo phương pháp UPGMA [150]. 

- Tính các chỉ số *h (đa dạng gen Nei's); *i0 (chỉ số đa dạng di truyền Shannon) bằng 

phần mềm Popgen23. 

- Các mẫu sau khi giải trình tự sẽ được truyền qua máy tính và phân tích bằng phần 

mềm BioEdit 7.0.5.3. và MEGA X để xếp hàng (alignment) các trình tự để xác định vị trí 

và các dạng đột biến DNA.  

- Hình ảnh tế bào được phân tích, đo, đếm bằng phần mềm ImageJ 1.8.0. 
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CHƯƠNG III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. Tạo vật liệu khởi đầu in-vitro từ mẫu lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.) 

3.1.1 Nhận diện và thu thập dòng lan Giả hạc tím Huế làm cây đầu dòng 

-Nhận diện bằng đặc điểm hình thái: 

Đặc điểm mô tả hình thái thân, rễ, lá, hoa của giống lan Giả hạc tím Huế (2-3 năm 

tuổi trở lên) thu thập tại một số nhà vườn ở TP.Huế chúng tôi đã xây dựng bảng đặc điểm 

hình thái lan Giả hạc tím Huế được trình bày chi tiết ở bảng P11-3.1, P11-3.2 phụ lục 11, 

và hình 3.1. 

Đặc điểm hình thái được mô tả đều thể hiện được đặc điểm chung của chi lan 

Dendrobium. Bên cạnh đó những đặc điểm chi tiết của hoa về màu sắc, cấu trúc hoa hay 

mùi hương có thể xác định được loài của mẫu lan này. Kết hợp với các mô tả hình thái về 

loài lan D. anosmun đã công bố trước đây như của Hartati và cộng sự (2022) [86], Vu Quoc 

Luan và cộng sự (2022) [117] có thể nhận định rằng lan Giả hạc tím Huế đang nghiên cứu 

là loài lan Giả hạc tím với tên khoa học là D. anosmum Lindl. 

 

Hình 3.1. Đặc điểm hình thái của lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.) (Nguyễn Hữu 

Thọ, 2022). (A. Cây lan Giả hạc tím Huế; B. Vị trí cụm hoa trên thân; C1,2. Mặt trên và 

dưới của lá; D1,2,3,4,5. Mặt hoa nhìn theo các hướng (D1. mặt trước, D2. mặt trên, D3. 
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mặt dưới, D4. mặt bên, D5. hoa được dàn trải trên mặt phẳng); E. Trụ hoa (chứa nhuỵ 

hoa); F. Nắp bao phấn (mũi hoa); G. Bao phấn ( Pollinia); H.Cánh đài trên, I. Hai cánh 

vai; K. Hai cánh đài dưới, L. Cánh môi.) 

Những đặc điểm hình thái của D. anosmum ở Việt Nam đã được mô tả trước đây với 

các đặc điểm chung và riêng của loài; Tương tự, D. anosmum tím Huế cũng có những đặc 

điểm đặc trưng của loài D. anosmum và thêm vào những nét độc đáo về màu sắc, mùi 

hương. Đặc điểm hình thái cấu trúc của cây lan bao gồm các kiểu sinh trưởng, lá, hoa, giả 

hành và rễ. Hoa là cơ quan quan trọng nhất để nhận dạng loài. Cấu trúc của hoa lan chủ yếu 

là cánh hoa, đài hoa, phấn hoa, trụ hoa và cánh hoa môi [66]. Trong mô tả hình thái loài D. 

anosmum Lindl. trước đây của một số tác giả đã có những mô tả đặc điểm tương đồng như 

khuôn hoa hình sao cân đối, có mùi hương, có nhiều biến dị màu sắc, cánh hoa môi có nhiều 

lông mịn [64], [86], [135]. 

- Nhận diện bằng chỉ thị phân tử  

Để có nhận định chắc chắn hơn về lan Giả hạc tím Huế chúng tôi tiếp tục định loại 

bằng chỉ thị phân tử. Trong nghiên cứu này, mẫu loài lan giả hạc (Giả hạc tím Huế - GHTH) 

thu thập ở TP. Huế đã được xác định tên khoa học dựa trên một số vùng gen thuộc hệ gen 

nhân và hệ gen lục lạp bao gồm ITS; trnL; matK và rbcL. Kết quả cho thấy cả 4 vùng gen 

thu nhận được từ loài lan Giả hạc tím Huế đều được giải trình tự thành công với kích thước 

thu được của các vùng gen tương ứng là 695 bp (ITS); 891 bp (trnL); 849 bp (matK) và 560 

bp (rbcL) (Phụ lục 12). Sử dụng chương trình phân tích tương đồng trực tuyến BLAST 

trong NCBI, kết quả cho thấy trình tự nucleotide của các vùng gen thu được từ loài lan Giả 

hạc tím Huế độ tương đồng cao với các loài khác trong cùng chi Dendrobium. Từ 100 trình 

tự nucleotide của các loài thuộc chi Dendrobium, các loài có mức tương đồng cao với trình 

tự nucleotide của các vùng gen thu từ loài lan Giả hạc tím Huế được chọn làm dữ liệu phân 

tích tiến hoá phân tử và xây dựng cây phát sinh loài nhằm xác định tên khoa học của loài 

lan Giả hạc tím Huế. 

Nhiều nghiên cứu trước đây cũng đã sử dụng chỉ thị ITS; trnL; matK và rbcL trong 

nhận diện loài D. anosmum Lindl.,  trong nghiên cứu của Pham và cộng sự (2021) trên 12 
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mẫu của loài D. anosmum Lindl. var. Semi alba thu được từ nhiều địa phương ở Việt Nam, 

cặp mồi này được đánh giá là hiệu quả cao trong định danh loài D. anosmum Lindl. var. 

Semi alba [142]; Lê Thị Ngọc Điệp và cộng sự (2020) sử dụng cặp mồi này nhằm xác định 

30 mẫu thuộc chi Dendrobium ở khu vực phía Nam Việt Nam. Kết quả nhận diện được 

10/16 loài thuộc chi Dendrobium [8]. 

Kết quả phân tích 4 vùng gen khẳng định mẫu lan Giả hạc tím Huế thuộc loại D. 

anosmum. Chúng tôi kí hiệu mẫu chuẩn này là D. anosmum voucher GHTH. 

3.1.2 Nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím Huế 

3.1.2.1 Nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím Huế từ hạt 

Nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím Huế từ hạt được thực hiện qua các giai đoạn vào 

mẫu hạt, tạo protocorm, tái sinh chồi từ protocorm, nhân nhanh chồi, ra rễ tạo cây hoàn 

chỉnh. Mỗi giai đoạn được chúng tôi thử nghiệm với các điều kiện khác nhau để tìm ra điều 

kiện tối ưu nhất phù hợp với lan giả hạc tím Huế. Kết quả cụ thể được trình bày ở Bảng 3.1 

và phụ lục 12. 

Bảng 3.1: Điều kiện tối ưu cho nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím huế từ hạt 

TT Giai đoạn nhân 

giống 

Điều kiện tối ưu Kết quả thử nghiệm 

1 Vào 

mẫu hạt 

Khử trùng 

mẫu 

Khử trùng quả bằng cồn 

96º và đốt qua ngọn lữa 

đèn cồn, thời gian chiếu 

sáng 8 giờ/ ngày. 

- Đạt hiệu quả cao, với tỉ lệ vô trùng 

trên 95%, và không có sự khác biệt 

thống kê giữa các công thức thí 

nghiệm. 

- Thời gian nảy mầm là 41,33 ngày, tỷ 

lệ hạt chết thấp nhất là 20,36%, tỷ lệ 

nảy mầm và hình thành protocorm lần 

lượt là 64,76% và 60,89%. 

Môi trường - CT1: Môi trường MS 

+ 7 g/L agar + 0,5 g/L 

than hoạt tính + 30 g/L 

saccharose + 60 g/L 

khoai tây xay mịn, 100 

mL/L nước dừa, pH 5,8. 

- CT4: Môi trường Hyp 

loại 20N-20P-20K 1 

g/L + 1 g/L loại 6,5N-

- Ở CT1 (MS): Thời gian này mầm 

41,33 ngày, tỷ lệ nảy mầm 64,76 %, tỷ 

lệ hình thành protocorm 60,89 %,  và 

tỷ lệ hạt chết của hạt 20,36 %. 

- Ở CT4 (Hyp) Thời gian này mầm 

42,87 ngày, tỷ lệ nảy mầm 63,08 %, tỷ 

lệ hình thành protocorm 59,62 %, tỷ lệ 

hạt chết của hạt 20,36 % 22,71 %. 
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6P-19K) + 2 g peptone 

+ 7 g/L agar + 0,5 g/L 

than hoạt tính + 30 g/L 

saccharose, pH 5,8 

2 Tạo Protocorm - Môi trường dinh 

dưỡng bổ sung 0,75 

mg/L NAA+ 0,5 mg/L 

BA 

- Thời gian nảy mầm của hạt 23,27 

ngày, tỷ lệ nảy mầm 93,46 %,, tỷ lệ 

hình thành protocorm 88,75 %  và tỷ lệ 

hạt chết 4,43 %. 

3 Tái sinh chồi từ 

protocorm 

- Môi trường dinh 

dưỡng bổ sung 1,5 

mg/L BA + 0,5 mg/L 

NAA 

- Tỷ lệ tái sinh chồi đạt 96,00 %, số 

chồi là 2,76 chồi/mẫu, chồi cao 1,83 

cm và số lá của chồi là 2,76 lá 

a. Vào mẫu hạt lan Giả hạc tím Huế: 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của khử trùng và thời gian chiếu sáng đến khả năng 

nảy mầm hạt lan Giả hạc tím Huế (hạt lan sử dụng làm mẫu nuôi cấy là hạt bên trong quả 

lan thời điểm chín sinh lý) sau 12 tuần nuôi cấy được trình bày ở bảng 3.1 và bảng P12-3.1 

phụ lục 12. 

Quy trình khử trùng quả lan Giả hạc tím Huế đạt hiệu quả cao, với tỉ lệ vô trùng trên 

95%, và không có sự khác biệt thống kê giữa các công thức thí nghiệm. Điều này có thể 

giải thích do hạt lan Giả hạc tím Huế được bảo vệ bởi vỏ quả dày nên ít có nguy cơ bị nhiễm 

nấm, khuẩn hơn những loại hạt không được bảo vệ bởi vỏ. Trước đây, phương pháp khử 

trùng bằng cồn 96º và đốt trên ngọn lửa đèn cồn đã được Đặng Thị Thu Hà và Phạm Thu 

Hà (2020) thực hiện trên quả lan phi điệp tím (D. anosmum Lindl) nhưng tỉ lệ nhiễm cao 

hơn, có thể lên tới 38,33% [13].  

So sánh với một số nghiên cứu sử dụng phương pháp khử trùng bằng HgCl2 trên một 

số loài lan cho thấy nghiên cứu của chúng tôi cho hiệu quả khử trùng tốt hơn hoặc tương 

đương so những công bố trước đó [42], [43]. Theo Nguyễn Quỳnh Trang và cộng sự (2013) 

khi sử dụng HgCl2 0,1% trong thời gian 9 phút để khử trùng quả lan Giả hạc, kết quả cho 

thấy tỷ lệ nhiễm đạt 4,75% và tỷ lệ chồi tái sinh đạt 23,81% [42]. Ở nồng độ HgCl2 0,1% 

được sử dụng khử trùng cho quả lan Hoàng Thảo Vôi (D. cretaceum Lindley) trong thời 

gian 5 – 10 phút thu được tỷ lệ nhiễm lên tới 20% [43]. Như vậy, so sánh hai phương pháp 
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khử trùng bằng HgCl2 và phương pháp khử trùng bằng cồn 96º thì thấy rằng hai phương 

pháp cho kết quả vô trùng là tương đương nhưng khử trùng bằng cồn sẽ an toàn hiệu quả, 

và khả năng nảy mầm tốt hơn. 

 Nghiên cứu cho thấy thời gian chiếu sáng ảnh hưởng lớn đến khả năng nảy mầm và 

hình thành protocorm của hạt lan Giả hạc tím Huế. Thời gian chiếu sáng 8 giờ/ngày cho kết 

quả tốt nhất, với thời gian nảy mầm là 41,33 ngày, tỷ lệ hạt chết thấp nhất là 20,36%, tỷ lệ 

nảy mầm và hình thành protocorm lần lượt là 64,76% và 60,89% (Bảng 3.1 và bảng P12-

3.1 phụ lục 12). Kết quả này khá tương đồng với nghiên cứu của Lê Thiên Vinh (2022) trên 

lan Giả hạc (D. anosmum) đột biến nhân giống bằng phương pháp nuôi cấy mô in-vitro 

trong điều kiện chiếu sáng 8 giờ/ngày có tỷ lệ hạt này mầm là tốt nhất, tỷ lệ nảy mầm luôn 

lớn hơn 70%. Nghiên cứu của Sorgato và cộng sự (2020) cho thấy ảnh hưởng ánh sáng đến 

khả năng nảy mầm của hạt lan thuộc chi Dendrobium. Đối với loài D. nobile sau 16 giờ 

chiếu sáng/ngày cho tỷ lệ hạt nảy mầm đạt 50,60%, đối với loài lan D. phalaenopsis tỷ lệ 

này thu được là 82,70% [165]. Kết quả phân tích có thể thấy thời gian chiếu sáng ảnh hưởng 

lớn đến khả năng nảy mầm của hạt lan và tùy từng loại lan thời gian chiếu sáng sẽ có ảnh 

hưởng khác nhau. 

Như vậy, phương pháp khử trùng quả lan bằng cách nhúng quả lan vào cồn 96º trong 

30 giây sau đó đốt qua ngọn lửa đèn cồn là phù hợp sử dụng cho quả lan Giả hạc tím Huế, 

đồng thời gian chiếu sáng thích hợp để hạt lan nảy mầm và hình thành protocorm trong điều 

kiện in-vitro là 8 giờ/ ngày. 

b.Ảnh hưởng của môi trường khoáng đến khả năng tạo protocorm 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường khoáng đến khả năng nảy mầm và 

hình thành protocorm của hạt lan Giả hạc tím Huế với thời gian chiếu sáng 8 giờ/ ngày sau 

12 tuần theo dõi được trình bày ở bảng 3.1 và bảng P12-3.2 phụ lục 12. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy môi trường dinh dưỡng có ảnh hưởng nhiều đến quá 

trình nảy mầm và hình thành protocorm của hạt lan Giả hạc. Ở CT1 (MS) và CT4 (Hyp) là 

2 loại môi trường phù hợp để gieo hạt lan Giả hạc tím Huế với thời gian này mầm, tỷ lệ nảy 

mầm, tỷ lệ hình thành protocorm và tỷ lệ hạt chết của hạt theo thứ tự là 41,33 ngày, 64,76 
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%, 60,89 %, 20,36 % (CT1) và 42,87 ngày, 63,08 %, 59,62 %, 22,71 % (CT4). Kết quả 

được đánh giá kém nhất là CT5 (KC) với thời gian nảy mầm hạt kéo dài 62,93 ngày, tỷ lệ 

nảy mầm của hạt thấp nhất 40,27 %, tỷ lệ hình thành protocorm chỉ đạt 29,29 % trong khi 

đó tỷ lệ hạt chết lên đến 52,65 % (Bảng 3.1 và bảng P12-3.2 phụ lục 12). Những công bố 

trước đây về môi trường dùng để gieo hạt lan Giả hạc cũng cho thấy sự thích hợp của 2 loại 

môi trường MS và Hyp. Nghiên cứu của Lê Thị Luận và cộng sự (2020) về nhân giống in-

vitro cây lan Giả hạc Hawaii (D. adastra) đã dùng môi trường MS cho tất cả các thí nghiệm 

khảo sát và đều cho kết quả rất tốt, đối với giai đoạn gieo hạt có tỷ lệ nảy mầm lên đến 98,5 

% khi môi trường có bổ sung thêm kích thích sinh trưởng BA [111]. Môi trường MS cũng 

phù hợp với cây lan D. antennatum Lindl cho tỷ lệ nảy mầm đạt 100 % trong 37,8 ngày 

[137]. Môi trường Hyp phù hợp với lan Dendrobium ‘Iriana Jokowi’ tỷ lệ nảy mầm đối với 

hạt lan này trên môi trường Hyp là 92,86 % sau 3 tháng gieo [148]. Môi trường Hyp là một 

môi trường dinh dưỡng thương mại được sử dụng trong môi trường nuôi cấy để hạt giống 

lan nảy mầm và tái sinh cây con từ thể PLB có hiệu quả giống môi trường MS [148]. 

Như vậy, hai loại môi trường khoáng MS và Hyp là phù hợp nhất để gieo hạt in-vitro 

lan Giả hạc tím Huế. 

c. Ảnh hưởng của Chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tạo protocorm 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng nảy mầm 

và hình thành protocorm của hạt lan với thời gian chiếu sáng 8 giờ/ngày và hạt được gieo 

trên môi trường MS được thể hiện ở bảng 3.1, bảng P12-3.3 phụ lục 12 và hình 3.2. 

Khi môi trường dinh dưỡng không bổ sung kích thích sinh trưởng thì thời gian nảy 

mầm là 41,33 ngày, tỉ lệ nảy mầm của hạt là 64,76 %, tỷ lệ hình thành protocorm đạt 60,89 

% và tỷ lệ chết của hạt chiếm 20,36 % (bảng P12-3.3 phụ lục 12). Kết quả này đã tăng lên 

đáng kể khi sử dụng 0,25 mg/L BA kết hợp với NAA nồng độ từ 0-1 mg/L. Ở CT5 với 0,75 

mg/L NAA+ 0,25 mgl BA là thời gian nảy mầm còn 28,27 ngày, tỷ lệ nảy mầm 87,64 %, 

tỷ lệ hình thành protocorm 82,04 % và tỷ lệ hạt chết là 10,49 %, hiệu quả có xu hướng giảm 

khi tăng nồng độ NAA lên 1 mg/L (31,33 ngày; 81,40 %; 77,41 %; 13,13 %) (CT6). Tuy 

nhiên, khi thay đổi nồng độ BA lên 0,5 mg/L thì kết quả có sự thay đổi, đạt kết quả tốt nhất 
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khi sử dụng 0,75 mg/L NAA+ 0,5 mg/L BA với thời gian nảy mầm của hạt, tỷ lệ nảy mầm, 

tỷ lệ hình thành protocorm và tỷ lệ hạt chết lần lượt là 23,27 ngày, 93,46 %, 88,75 % và 

4,43 %, kết quả này tốt hơn cả CT5 (Bảng 3.1, bảng P12-3.3 phụ lục 12). Tương tự CT6 

khi tăng nồng độ NAA lên 1 mg/L kết quả lại giảm đi ở CT11 cụ thể thời gian nảy mầm 

của hạt là 29,53 ngày; tỷ lệ hạt nảy mầm là 84,68 %; tỷ lệ hình thành protocorm là 78,66 

%; và tỷ lệ chết của hạt là 13,61 % (CT11, bảng P12-3.3 phụ lục 12), điều này chứng tỏ khi 

nồng độ kích thích sinh trưởng quá cao dẫn đến sự ức chế quá trình nảy mầm hình thành 

protocorm. Kết quả nghiên cứu trên lan Giả hạc (D.anosmum) của một số tác giả khác cũng 

cho thấy hiệu quả của kích thích sinh trưởng BA và NAA đối với khả năng nảy mầm và tạo 

protocorm của hạt luôn cho tỷ lệ rất cao luôn trên 85 % [11], có trường hợp đạt 100 % [46]. 

Như vậy, với môi trường dinh dưỡng MS bổ sung 0,75 mg/L NAA và 0,5 mg/L BA là 

phù hợp nhất để hạt lan Giả hạc tím Huế nảy mầm và tạo protocorm. 

 

Hình 3.2. Các giai đoạn phát 

triển của hạt lan Giả hạc tím Huế 

được gieo trên môi trường MS + 

0,75 mg/L NAA+ 0,5 mg/L BA, 

được chiếu sáng 8 giờ/ngày. 

( A. hạt lan mới lấy ra khỏi quả; 

B. Hạt lan gieo được 15 ngày; C. 

Hạt lan gieo được 25 ngày; D. 

Hạt lan gieo được 35 ngày.) 

d. Ảnh hưởng chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ protocorm 

Những khối/cụm protocorm từ thí nghiệm nuôi cấy khởi đầu được cấy sang môi 

trường tái sinh chồi. Môi trường dinh dưỡng được sử dụng là MS có bổ sung chất điều hoà 

sinh trưởng BA và NAA. Kết quả tái sinh chồi từ protocorm của lan Giả hạc tím Huế thu 

được sau 8 tuần nuôi cấy thể hiện qua biểu đồ hình 3.4, bảng 3.1, bảng P12-3.4 phụ lục 12. 
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Kết quả nghiên cứu cho thấy tái sinh chồi từ protocorm rất hiệu quả trên môi trường 

MS có bổ sung BA và NAA. Ở CT1 không bổ sung kích thích sinh trưởng cho kết quả tái 

sinh tương đối thấp với tỷ lệ tái sinh chồi đạt 65,33 %, số chồi là 1,03 chồi/mẫu, chồi cao 

0,55 cm và có số lá là 1,44 lá. Kết quả này tốt hơn khi môi trường bổ sung thêm BA và 

NAA, kết quả tốt nhất được ghi nhận ở CT9 khi bổ sung 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA 

với tỷ lệ tái sinh chồi đạt 96,00 %, số chồi là 2,76 chồi/mẫu, chồi cao 1,83 cm và số lá của 

chồi là 2,76 lá (Hình 3.3, 3.4, bảng 3.1, bảng P12-3.4 phụ lục 12). Bổ sung kích thích sinh 

trưởng thấp hoặc cao hơn ngưỡng ở CT9 đều cho kết quả không tốt bằng CT9, điều này có 

thể do tỷ lệ auxin và cytokinin không phù hợp dẫn đến ức chế trong quá trình tái sinh chồi.  

 

Hình 3.3. Ảnh hưởng của kích thích sinh trưởng lên khả năng tái sinh chồi của lan Giả hạc 

tím Huế từ protocorm. (A. Môi trường không bổ sung chất điều hoà sinh trưởng; B. Môi 

trường bổ sung 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA; C. Môi trường bổ sung 1,5 mg/L BA + 1 

mg/L NAA). 

Kết quả nghiên cứu của Nguyễn Thị Hải Yến và Nguyễn Thu Hương (2021) trên lan 

Giả hạc D.anosmum cũng cũng cho thấy sự tương đồng, tác giả sử dụng BA và NAA để 

kích thích quá trình tái sinh chồi, nồng độ tốt nhất của nghiên cứu là 2 mg/L BA + 0,2 mg/L 

NAA cho tỷ lệ tái sinh chồi 97,87 %, chồi xanh khoẻ [46]. Một nghiên cứu đáng chú ý khác 

khi nhân giống lan Giả hạc D.anosmum ở Hoà Bình của Nguyễn Thị Hải và cộng sự (2022) 

đã cho kết quả tỷ lệ tái sinh chồi từ protocorm đạt 100 % ở tất cả các thí nghiệm, tuy nhiên 

chồi ở môi trường có kích thích sinh trưởng thì cao hơn (0,69 cm) so với môi trường không 
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có kích thích sinh trưởng (0,33 cm) [136]. Kết quả này có sự khác biệt với nghiên cứu của 

chúng tôi về tỷ lệ tái sinh chồi, nguyên nhân có thể do khác nhau về giống lan, về chất 

lượng hạt được gieo và thành phần môi trường được sử dụng. 

 

Hình 3.4. Biểu đồ ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ 

protocorm sau 8 tuần nuôi cấy. ( Các chữ cái giống nhau trong cùng một biểu đồ cho biết 

không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Như vậy, có thể thấy với môi trường dinh dưỡng có bổ sung 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L 

NAA là tốt nhất cho khả năng tái sinh chồi từ protocorm của Giả hạc tím Huế. 

3.1.2.2 Nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím Huế từ đoạn thân có mắt ngủ 

 Nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím Huế từ đoạn thân có mắt ngủ được thực hiện 

qua các giai đoạn vào mẫu, tái sinh chồi, nhân nhanh chồi, ra rễ tạo cây hoàn chỉnh. Mỗi 

giai đoạn thực hiện với các điều kiện khác nhau để tìm ra điều kiện tối ưu nhất cho lan Giả 

hạc tím Huế, kết quả được trình bày ở bảng 3.2 và phụ lục 12. 
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Bảng 3.2. Điều kiện tối ưu cho nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím huế từ đoạn thân có 

mắt ngủ 

TT Giai đoạn nhân 

giống 

Điều kiện tối ưu Kết quả thử nghiệm 

1 Vào mẫu 

bằng đoạn 

thân 

Khử trùng 

mẫu 

-Xử lý mẫu bằng 

NaClO 2% và HgCl2 

0,1% trong 10 phút 

(CT6). 

 -Mẫu sạch đạt tỷ lệ 66,67%, tỷ lệ mẫu 

chết 22,22%, tỷ lệ nhiễm của mẫu thấp 

11,11%. 

Môi trường - CT1: Môi trường MS 

+ 7 g/L agar + 0,5 g/L 

than hoạt tính + 30 g/L 

saccharose + 60 g/L 

khoai tây xay mịn, 100 

mL/L nước dừa, pH 5,8. 

- CT4: Môi trường Hyp 

loại 20N-20P-20K 1 

g/L + 1 g/L loại 6,5N-

6P-19K) + 2 g peptone 

+ 7 g/L agar + 0,5 g/L 

than hoạt tính + 30 g/L 

saccharose, pH 5,8 

-Tỷ lệ sống của mẫu 66,33 %, tỷ lệ hình 

thành mô sẹo của mẫu 17,67 % và kích 

thước mô sẹo là 0,65 cm (CT1). 

 

 

 

-Tỷ lệ sống của mẫu là 71,00 %; tỷ lệ 

hình thành mô sẹo của mẫu 14,67 % và 

và kích thước mô sẹo là 0,67 cm (CT4). 

2 Tạo mô sẹo - Môi trường dinh 

dưỡng bổ sung kết hợp 

1,5 mg/L TDZ và 0,5 

mg/L NAA  

-Thời gian hình thành mô sẹo 32,07 

ngày, tỷ lệ sống của mẫu 86,67 %, tỷ lệ 

mẫu hình thành mô sẹo là 64,33 % và 

kích thước mô sẹo đạt được là 0,97 cm 

3 Tái sinh 

chồi 

Từ 

đoạn 

thân 

- Môi trường dinh 

dưỡng bổ sung 1,5 

mg/L BA  

-Tỷ lệ tái sinh chồi 88,89 %, số chồi 

trên một mẫu đạt 2,33 chồi/mẫu, chiều 

cao trung bình của chồi đạt 1,57 cm, có 

3,24 lá/chồi. 

Mô sẹo Môi trường dinh dưỡng 

bổ sung 1,5 mg/L BA 

với 0,5 mg/L NAA 

-Tỷ lệ tái sinh chồi 78,67 %, số lượng 

chồi đạt 2,58 chồi/mẫu, chiều cao chồi là 

1,71 cm và có số lá là 2,92. 

a. Vào mẫu từ đoạn thân Giả hạc tím Huế có mắt ngủ 

Kết quả ảnh hưởng của thời gian và chất khử trùng đến hiệu quả vào mẫu của lan Giả 

hạc tím Huế được trình bày ở bảng 3.2. và bảng P12-3.5 phụ lục 12. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy hiệu quả khử trùng mẫu khi kết hợp giữa NaClO 2% và 

HgCl2 0,1% là tốt hơn so với kết hợp giữa NaClO 2% và H2O2 3%. Công thức thí nghiệm 

xử lý mẫu bằng NaClO 2% và HgCl2 0,1% trong 15 phút là cho tỷ lệ nhiễm chỉ 4,67%, tỷ 
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lệ mẫu sạch thu được đạt 31,33% nhưng mẫu chết chiếm tỷ lệ cao (64,08%). Trong khi đó, 

công thức có kết quả tốt nhất là khi xử lý mẫu bằng NaClO 2% và HgCl2 0,1% trong 10 

phút (CT6) thu được mẫu sạch đạt tỷ lệ cao nhất (66,67%) và tỷ lệ mẫu chết chiếm tỷ lệ 

thấp (22,22%), và tỷ lệ nhiễm của mẫu thấp (11,11%) (Bảng 3.2. và bảng P12-3.5 phụ lục 

12). Các công thức thí nghiệm phối hợp khác đều cho tỷ lệ mẫu sạch thấp, dao động từ 0 

đến 33,33%, tương ứng với tỷ lệ mẫu nhiễm cao, dao động từ 44,44% đến 100% (Bảng 

3.3). Việc tiếp xúc lâu dài với HgCl2 có thể gây độc hoặc gây thoái hóa mô dẫn đến số 

lượng mẫu chết tăng lên (CT7, Bảng P12-3.5). Kết quả nghiên cứu này phù hợp với quan 

sát của  Hashim và cộng sự (2021) khi thực hiện khử trùng trên loài Clinacanthus nutans 

(Burm.f.) Lindau [88]. 

Phương pháp khử trùng mẫu sử dụng hoá chất (NaOCl, EtOH, Tween 20 và HgCl2) 

với các nồng độ khác nhau đối với cây lan trong nuôi cấy in-vitro cũng đã được nhiều tác 

giả công bố [77], [101]. Nghiên cứu của Dohling và cộng sự (2012) sử dụng phối hợp giữa 

NaClO 10% trong 10 phút và HgCl2 0,1% trong 2 phút đối với loài lan D. longicornu Lindl 

thu được tỷ lệ sống gần 90% [73]. Một nghiên cứu phối hợp khác giữa các chất khử trùng 

bao gồm EtOH 70% và HgCl2 0,1% trên loài lan D. candidum Wall ex Lindl cũng thu được 

tỷ lệ sống khá cao lên đến 97% [97]. Một nghiên cứu mới đây trên lan D. anosmum của Vì 

Thị Xuân Thuỷ và cộng sự (2022), khử trùng đoạn thân bằng HgCl2 0,1%  trong 9 phút 

kép, đạt tỷ lệ mẫu sống, sạch cao nhất (47,86%) [40]. Kết quả của nghiên cứu này trên lan 

D. anosmum cơ bản thấp hơn các công bố trước đó, điều này có thể do mẫu thu thập có 

nguồn gốc tự nhiên thời gian thuần dưỡng chưa lâu nên còn lẫn tạp nhiều loài vi khuẩn và 

nấm trong đó có các vi sinh vật nội sinh. Mặt khác, có thể do loài lan D. anosmum nhạy 

cảm với các chất khử trùng trong đó có HgCl2 hơn so với nhiều loài lan khác thuộc chi 

Dendrobium [178]. 

Như vậy, có thể thấy phương pháp khử trùng tốt nhất cho đoạn thân lan Giả hạc tím 

Huế là dùng kết hợp 2 chất khử trùng NaClO 2% và HgCl2 0,1% xử lý mẫu trong 10 phút. 
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b. Ảnh hưởng của môi trường khoáng đến khả năng hình thành mô sẹo từ đoạn thân của 

lan Giả hạc tím Huế 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường đến khả năng hình thành mô sẹo được 

trình bày qua bảng 3.2 và bảng P12-3.6 phụ lục 12 sau 12 tuần nuôi cấy. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy môi trường phù hợp để hình thành mô sẹo từ đoạn thân 

có chồi ngủ của lan Giả hạc tím Huế là CT1 (MS) và CT4 (Hyp). Cụ thể kết quả tỷ lệ sống 

của mẫu, tỷ lệ hình thành mô sẹo của mẫu và kích thước mô sẹo của CT1 là 66,33 %; 17,67 

%; 0,65 cm; ở CT4 là 71,00 %; 14,67 % và 0,67 cm tuy kết quả có sự khác nhau nhưng 

không sai khác về mặt thống kê. Tuy nhiên, thời gian hình thành mô sẹo của 2 môi trường 

khác nhau, ở CT1 thời gian này là 69,60 ngày, đối với môi trường CT4 là 75,80 ngày. Trong 

các môi trường thí nghiệm, môi trường CT3 (VW) cho kết quả kém nhất với thời gian hình 

thành mô sẹo lên đến 94,50 ngày, tỷ lệ sống của mẫu chỉ đạt 45,67 %, tỷ lệ hình thành mô 

sẹo của mẫu rất thấp đạt 6,33 % và kích thước mô sẹo là 0,29 cm. Hai môi trường còn lại 

CT2 (1/2 MS) và CT5 (KC) có kết quả không tốt bằng hai môi trường CT1 và CT5. 

Một số công bố về nghiên cứu tạo mô sẹo từ cơ quan sinh dưỡng của thực vật như 

nghiên cứu sự hình thành mô sẹo phát sinh phôi sinh dưỡng và cây con từ nuôi cấy đỉnh 

sinh trưởng giống địa lan lai vàng hoàng hậu (Cymbidium hybrid “fx750” ) của Trần Thị 

Ngọc Lan và Trần Thị Hoàn Anh (2017), đã cho thấy môi trường MS phù hợp với quá trình 

tạo protocorm-like bodie (PLB) hoặc mô sẹo, khi môi trường không bổ sung kích thích sinh 

trưởng thì tỷ lệ hình thành là 40 %, tỷ lệ này tăng lên 46 - 53 % khi môi trường có bổ sung 

chất điều hoà sinh trưởng NAA và BA [25]. Thực hiện nhân giống in-vitro từ mẫu chồi cây 

lan D. aurantiacum của Nyuk Ling Ma và cộng sự (2020) cũng đã sử dụng môi trường dinh 

dưỡng MS cho quá trình cảm ứng tạo mô sẹo. Mô sẹo đã hình thành được trên môi trường 

này dù không có hormone sinh trưởng tỷ lệ hình thành rất cao lên đến 100 %, tuy nhiên 

thời gian hình thành lâu hơn so với các thí nghiệm môi trường có bổ sung kích thích sinh 

trưởng [118]. Qua kết quả nghiên cứu và phân tích chứng tỏ môi trường MS rất phù hợp 

cho quá trình cảm ứng tạo mô sẹo của lan Giả hạc tím Huế. 
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c. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng hình thành mô sẹo từ đoạn thân 

lan Giả hạc tím Huế 

Kết quả thí nghiệm ảnh hưởng chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng hình thành mô 

sẹo của mẫu lan Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy được trình bày ở bảng 3.2 và bảng 

P12-3.7 phụ lục 12. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy hiệu quả của việc bổ sung kích thích sinh trưởng vào 

môi trường để kích thích tạo mô sẹo. Ở CT1 làm đối chứng không dùng kích thích sinh 

trưởng thì cho kết quả kém nhất, thời gian hình thành mô sẹo trung bình 69,60 ngày, tỷ lệ 

sống của mẫu 66,33 %, tỷ lệ mẫu hình thành mô sẹo là 17,67 % và kích thước mô sẹo đạt 

được là 0,65 cm. Kết quả được cải thiện tốt hơn khi môi trường có bổ sung chất điều hoà 

sinh trưởng, đạt kết quả tốt nhất được ghi nhận ở CT8 khi kết hợp 1,5 mg/L TDZ và 0,5 

mg/L NAA cụ thể là với thời gian hình thành mô sẹo 32,07 ngày, tỷ lệ sống của mẫu 86,67 

%, tỷ lệ mẫu hình thành mô sẹo là 64,33 % và kích thước mô sẹo đạt được là 0,97 cm (Bảng 

3.2 và bảng P12-3.7 phụ lục 12). Khi nồng độ TDZ thấp hơn hoặc cao hơn nồng độ ở CT8 

thì cho kết quả không tốt bằng, điều này cũng cho thấy nếu nồng độ kích thích sinh trưởng 

thấp thì không đủ để kích thích cảm ứng để tạo mô sẹo, ngược lại nếu nồng độ cao thì gây 

hại hoặc ức chế việc hình thành mô sẹo của mẫu lan Giả hạc tím Huế. 

Nhiều nghiên cứu có liên quan đến chất điều hoà sinh trưởng ảnh hưởng đến khả năng 

hình thành mô sẹo trong nuôi cấy in-vitro trên nhiều đối tượng cây trồng trước đây đã được 

thực hiện, như nghiên cứu của Trần Trung Kiên và cộng sự (2021), nhân giống in-vitro cây 

lan Giả hạc 5 cánh trắng Phú Thọ (D. anosmum), đã ghi nhận với môi trường dinh dưỡng 

MS có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng TDZ và 2,4 D thì cho tỷ lệ tạo mô sẹo rất tốt, kết 

quả tốt nhất khi sử dụng 0,5 mg/L TDZ và 1,5 mg/L 2,4D thì tỷ lệ tạo mô sẹo từ đoạn thân 

đạt 56,29 % [104]. Trong nghiên cứu giống in-vitro lan kiếm phan trí (Cymbidium 

finlaysonianum Lindl.) của Nguyễn Thị Điệp và Huỳnh Thị Kim (2020) đã cho thấy khi bổ 

sung chất điều hoà sinh trưởng vào môi trường dinh dưỡng MS thì cho kết quả tạo mô sẹo 

rất tốt, nồng độ cho kết quả tốt nhất để tạo mô sẹo cho lan này là 3 mg/L BA và 0,5 mg/L 

NAA với tỷ lệ tạo mô sẹo 64,44 % [9]. Một nghiên cứu khác của Pyati (2023) về tái sinh 
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in-vitro loài lan D. crepidatum Lindl. & Paxton thông qua sự phát triển của các thể giống 

protocorm, đã ghi nhận kết quả tốt nhất ở môi trường dinh dưỡng ½ MS có bổ sung 1 mg/L 

BA và 0,5 mg/L NAA cho tỷ lệ hình thành mô sẹo lên đến 83,3 % [146]. Những kết quả 

này khá tương đồng với kết quả nghiên cứu trong luận án, điều này cho thấy các chất khích 

thích sinh trưởng BA, NAA và TDZ phù hợp để khích thích quả trình tạo mô sẹo cho lan 

Giả hạc tím Huế. 

Như vậy, với việc sử dụng kết hợp 1,5 mg/L TDZ và 0,5 mg/L NAA là phù hợp nhất 

đối với sự hình thành mô sẹo từ đoạn thân lan Giả hạc tím Huế. 

d. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ mô sẹo 

Chất điều hoà sinh trưởng là nhân tố quan trọng trong giai đoạn tái sinh chồi, BA và NAA 

là 2 chất điều hoà sinh trưởng được sử dụng trong thí nghiệm này. Kết quả thí nghiệm được thể 

hiện ở biểu đồ hình 3.6, hình 3.5 và bảng P12-3.8 phụ lục 12 sau 8 tuần nuôi cấy. 

 

Hình 3.5. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ mô sẹo của lan 

Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy. (A. Đối chứng, môi trường không sử dụng chất điều hoà 

sinh trưởng; B. Môi trường có bổ sung 1,5 mg/L BA; C. Môi trường có bổ sung 1,5 mg/L BA và 

0,5 mg/L NAA; D. Chồi trong bì môi trường có bổ sung 1,5 mg/L BA; E. Chồi trong bì môi 

trường có bổ sung 1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA.). 
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Kết quả thí nghiệm cho thấy với việc bổ sung 1,5 mg/L BA với 0,5 mg/L NAA vào môi 

trường dinh dưỡng đã đem lại hiệu quả rất tốt khi tái sinh chồi từ mô sẹo của lan Giả hạc tím 

Huế, với tỷ lệ tái sinh chồi 78,67 %, số lượng chồi đạt 2,58 chồi/mẫu, chiều cao chồi là 1,71 cm 

và có số lá là 2,92 (CT9), kết quả này cao hơn rất nhiều so với đối chứng không sử dụng kích 

thích sinh trưởng với tỷ lệ tái sinh chồi là 14,68 %; số lượng chồi đạt 0,76 chồi/mẫu; chiều cao 

chồi là 0,51 cm và chồi có số lá 1,34 (Hình 3.5, 3.6, bảng P12-3.8 phụ lục 12). Khi nồng độ BA 

vượt ngưỡng 1,5 mg/L thì hiệu quả tái sinh chồi giảm đi, điều này cho thấy nồng độ BA quá cao 

sẽ gây ức chế lại quá trình tái sinh mô sẹo. Mặc khác, việc kết hợp với NAA cũng có tác dụng 

rất lớn, nồng độ NAA sử dụng ở 0,5 mg/L đem lại hiệu quả tốt hơn khi sử dụng ở nồng độ 1 

mg/L (Hình 3.5, 3.6, bảng P12-3.8 phụ lục 12). 

 

 

Hình 3.6: Biểu đồ ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ mô 

sẹo lan Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy. (Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho 

biết không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Trong một công bố của Silpa và Thomas (2021), tái sinh chồi từ mô sẹo của cây 

Gymnostachyum febrifugum Benth., tác giả sử dụng chất điều hoà sinh trưởng TDZ, BA, 

và NAA bổ sung vào môi trường dinh dưỡng MS để kích thích tạo chồi từ mô sẹo. Kết quả 



75 

 
 

tốt nhất ghi nhận với tỷ lệ tái sinh chồi lên đến 94 %, và có số chồi trung bình đạt 44,6 

chồi/mẫu khi sử dụng 2 mg/L TDZ và 0,5 mg/L NAA [160]. Một nghiên cứu khác của 

Ashok N. Pyati (2021) về nhân giống in-vitro lan D. jerdonianum Wight., nghiên cứu đã 

sử dụng chất điều hoà sinh trưởng TDZ, NAA, và BA để kích thích tạo chồi từ mô sẹo. Kết 

quả tốt nhất được ghi nhận khi môi trường dinh dưỡng bổ sung 0,5 μm NAA và 4,54 μm 

TDZ, tỷ lệ tạo chồi đạt được 89,1 % [147]. Những kết quả nghiên cứu này có sự khác biệt 

với kết quả nghiên cứu được trình bày trong luận án, điều này có thể do mô sẹo lan Giả hạc 

tím Huế nhạy cảm với chất điều hoà sinh trưởng NAA và BA hơn so với các loài khác. Tuy 

nhiên nghiên cứu của luận án cũng khẳng định PGR có vai trò quan trọng với quá trình tái 

sinh chồi từ mô sẹo. 

Như vậy, với môi trường dinh dưỡng MS bổ sung 1,5 mg/L BA với 0,5 mg/L NAA  (CT9) 

là phù hợp nhất cho tái sinh chồi từ mô sẹo của lan Giả hạc tím Huế. 

e. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ chồi ngủ 

 Kết quả ảnh hưởng của BA đến khả năng tái sinh chồi từ đoạn thân sau 8 tuần nuôi 

cấy được trình bày ở bảng 3.2 và bảng P12-3.9 phụ lục 12. 

 

Hình 3.7. Tái sinh chồi in-vitro từ đoạn thân Giả hạc tím Huế (Nguyễn Hữu Thọ, 2023) 

(A.Tái sinh chồi in-vitro từ đoạn thân lan Giả hạc tím Huế sau 2 tuần nuôi cấy; B. Tái sinh 

chồi in-vitro từ đoạn thân lan Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy trên môi trường có bổ 

sung 1,5 mg/L BA.) 
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Từ kết quả bảng 3.2 và bảng P12-3.9 phụ lục 12 đã cho thấy sự ảnh hưởng của chất 

điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh của chồi. Ở công thức đối chứng không sử dụng 

BA thì kết quả kém nhất cụ thể tỷ lệ tái sinh chồi là 12,67 %; số chồi là 0,67 chồi/mẫu, 

chiều cao của chồi 0,56 cm, chồi có 1,89 lá trong khi đó công thức thí nghiệm có bổ sung 

1,5 mg/L BA vào môi trường nuôi cấy thì tỷ lệ tái sinh chồi lên đến 88,89 %, số chồi trên 

một mẫu đạt 2,33 chồi/mẫu, chiều cao trung bình của chồi đạt 1,57 cm, có 3,24 lá/chồi. Khi 

tăng nồng độ BA trong môi trường lên 2,0 mg/L thì kết quả thí nghiệm giảm xuống đáng 

kể với tỷ lệ tái sinh chồi 55,56 %, số chồi 1,67 chồi/mẫu, chiều cao trung bình chồi 1,07 

cm và có 2,21 lá. Theo thí nghiệm này thì chứng tỏ với nồng độ BA 1,5 mg/L là nồng độ 

phù hợp cho sự tái sinh chồi của lan Giả hạc tím Huế từ đoạn thân. Sử dụng môi trường MS 

kết hợp với nồng độ các chất điều hoà sinh trưởng khác nhau đã được sử dụng trong các 

nghiên cứu trước để nuôi cấy đỉnh sinh trưởng và chồi bên của các giống lan. Trong công 

bố của Song và cộng sự (2013) cũng đưa ra kết luận rằng chồi ngủ đoạn thân của lan D. 

officinale hình thành mô sẹo tốt nhất trên môi trường MS có bổ sung 0,5 mg/L BA kết hợp 

0,5 mg/L NAA [164]. Theo công bố của Vì Thị Xuân Thuỷ và công sự (2022) thì môi 

trường MS bổ sung 1,5mg/L là tốt nhất cho khả năng tái sinh chồi từ đoạn thân lan D. 

anosmum với tỷ lệ tái sinh chồi là 72,58 %, chồi to khoẻ, xanh mướt [40]. 

Kết quả nghiên cứu đã cho thấy môi trường dinh dưỡng được bổ sung 1,5 mg/L BA 

là phù hợp cho sự tái sinh chồi từ đoạn thân của lan Giả hạc tím Huế. 

3.1.2.3 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng nhân chồi 

Tỷ lệ auxin/cytokinin rất quan trọng đối với sự sinh trưởng và phát triển của cây; khi 

lượng cytokinin cao hơn sẽ kích thích sự xuất hiện và phát triển của chồi, 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 [22]. Trong thí nghiệm này chúng tôi tiến hành thử nghiệm kết hợp 

2 chất điều hòa sinh trưởng BA và IAA ở các nồng độ khác nhau để đánh giá khả năng nhân 

nhanh chồi của lan Giả hạc tím Huế. Kết quả thu được sau 8 tuần nuôi cấy được trình bày 

ở bảng 3.3.  
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Số liệu bảng 3.3 cho thấy, chất điều hòa sinh trưởng có ảnh hưởng rõ rệt đến khả 

năng tạo chồi của lan Giả hạc tím Huế, môi trường bổ sung chất điều hòa sinh trưởng cho 

hệ số nhân chồi (2,33 - 6,00 lần) vượt xa so với đối chứng (chỉ 1,13 lần). Môi trường dinh 

dưỡng nuôi cấy bổ sung BA và IAA kết quả  ảnh hưởng rõ rệt đến hệ số nhân chồi và chất 

lượng chồi. Môi trường nuôi cấy chỉ bổ sung 1,5 mg/L BA cho hệ số nhân chồi thấp chỉ đạt 

2,33 lần, chồi nhỏ, màu xanh nhạt. Giữ nguyên nồng độ BA là 1,5 mg/L và bổ sung thêm 

nồng độ IAA đã làm tăng hệ số nhân chồi, chất lượng chồi cũng tốt hơn. Thử nghiệm nồng 

độ IAA từ 0,1-0,7 mg/L, kết quả thu được tốt nhất ở nồng độ IAA lên 0,5 mg/L thì hệ số 

nhân chồi cao nhất đạt 6,00 lần, chồi sinh trưởng tốt, to mập và có màu xanh lá đậm. Tiếp 

tục tăng nồng độ IAA lên 0,7 mg/L thì nhận thấy hệ số nhân chồi giảm xuống, chất lượng 

chồi cũng không tốt, chồi nhỏ và yếu. Trong một công bố trước đây đã cho thấy môi trường 

MS bổ sung 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L α-NAA, kết quả được ghi nhật là tốt nhất với hệ số 

nhân là 8,33 lần, chồi to khoẻ, có màu xanh đậm [40].  

 Bảng 3.3. Ảnh hưởng của BA và IAA đến khả năng nhân chồi lan Giả hạc tím Huế 

sau 8 tuần nuôi cấy. 

Công 

thức 

Nồng 

độ BA 

(mg/L) 

 

Nồng 

độ IAA 

(mg/L) 

Hệ số nhân  
Chiều cao 

chồi (cm) 

Đường 

kính chồi 

(cm) 

Số lá/chồi Đặc điểm chồi 

CT1 
0,0 0,0 1,13 ± 0,1e 1,23 ± 0,1d 0,23 ± 0,01c 2,00 ± 0,2c 

Chồi nhỏ yếu, màu 

xanh hơi vàng. 

CT2 
1,5 0,0 2,33 ± 0,3d 1,74 ± 0,1c 0,29 ± 0,04c 2,00 ± 0,2c 

Chồi nhỏ, màu 

xanh nhạt. 

CT3 
1,5 0,1 3,33 ± 0,3c 2,10 ± 0,1b 0,36 ± 0,04b 3,67 ± 0,2b 

Chồi trung bình, 

màu xanh nhạt. 

CT4 
1,5 0,3 4,30 ± 0,3b 2,04 ± 0,1b 0,38 ± 0,02b 4,32 ± 0,3a 

Chồi mập, cao, 

màu xanh đậm. 

CT5 
1,5 0,5 6,00 ± 0,3a 3,03 ± 0,1a 0,51 ± 0,08a 4,70 ± 0,2a 

Chồi mập, cao, 

màu xanh đậm. 

CT6 
1,5 0,7 3,67 ± 0,3bc 2,13 ± 0,1b 0,35 ± 0,04b 3,67 ± 0,2b 

Chồi trung bình, 

màu xanh nhạt. 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau cho biết không có sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê p < 0,05, Ducan’s test) 
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Hình 3.8. Nhân nhanh chồi lan Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy.(Nguyễn Hữu Thọ, 

2023) (A: Môi trường không bổ sung chất điều hoà sinh trưởng; B: Môi trường bổ sung 1,5 

mg/L BA và 0,5 mg/L IAA.) 

Như vậy, với môi trường dinh dưỡng bổ sung 1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L IAA thích 

hợp cho nhân nhanh thể chồi lan Giả hạc tím Huế. Trong nhân giống in-vitro, nhiều loại 

cây trồng chỉ phù hợp với các chất điều hòa sinh trưởng thuộc nhóm cytokinin, nhưng nhiều 

loại cây trồng khi kết hợp các chất điều hòa sinh trưởng giữa nhóm cytokinin và auxin làm 

nâng cao hiệu quả trong nhân giống. 

3.1.2.4 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tạo rễ 

Giai đoạn cuối cùng trong nhân giống in-vitro là hình thành rễ để tạo cây hoàn chỉnh. 

Giai đoạn này đảm bảo chồi ra rễ đồng đều và đạt tỉ lệ sống cao khi đem ra vườn ươm, chồi 

sử dụng cho thí nghiệm này phải đủ điều kiện là có từ 3-4 lá, và cao 3-4 cm. Vai trò chất 

điều hoà sinh trưởng mang tính chất quyết định là nhóm auxin, đây là nhóm chất có tác 

dụng lên tầng phát sinh của mẫu nuôi cấy và đặc biệt trong giai đoạn này có tác dụng hình 

thành rễ [65]. Chồi lan Giả hạc tím Huế được cấy vào môi trường MS cơ bản có bổ sung 

thêm 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa, 30 g/L sucrose, 7,0 g/L agar, 0,7 g/L 

than hoạt tính, và các chất điều hoà sinh trưởng (NAA, IAA) ở các nồng độ khác nhau. Kết 

quả sau 8 tuần được thể hiện ở bảng 3.4. 
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Số liệu bảng 3.4 cho thấy khả năng ra rễ của lan Giả hạc tím Huế rất tốt, đạt 100 %. 

Tuy nhiên, có sự khác nhau rõ rệt về số rễ/cây và chiều dài rễ giữa các công thức thí nghiệm. 

Trên môi trường bổ sung NAA nồng độ 0,7 mg/L NAA hiệu quả ra rễ tốt nhất (4,60 rễ/cây; 

dài rễ 3,96 cm/rễ), tiếp đến là môi trường bổ sung IAA ở nồng độ 0,5 mg/L cho hiệu quả 

tương đối cao (với 4,27 rễ/cây và rễ dài 3,24 cm), khi tăng hay giảm nồng độ quanh ngưỡng 

0,7 mg/L NAA hoặc 0,5 mg/L IAA đều cho kết quả kém hơn. Như vậy, sau 8 tuần nuôi 

cấy, chồi lan Giả hạc tím Huế ra rễ hiệu quả trên môi trường MS bổ sung 0,7 mg/L NAA 

hoặc 0,5 mg/L IAA; thêm 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 ml/L nước dừa, 30 g/L sucrose, 

7,0 g/L agar, 0,7 g/L than hoạt tính. 

Nghiên cứu của Đặng Thị Thắm và cộng sự (2018) cho thấy hiệu quả ra rễ trên môi 

trường ½ MS có bổ sung 0,5 mg/L NAA phù hợp cho quá trình tái sinh rễ in-vitro của D. 

heterocarpum Lindl. Số lượng rễ trung bình trên mỗi chồi là 4,4 và chiều dài trung bình là 

3,12 cm. Trong môi trường chứa 0,5 mg/L IAA, số lượng rễ trung bình trên mỗi chồi là 1,8 

với chiều dài 1,66 cm [70]. Lê Thị Luận và cộng sự (2020), đã tiến hành nhân giống lan D. 

adastra trên môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L NAA, là môi trường tối ưu cho sự ra rễ của 

D. adastra với 4,13 rễ trên mỗi chồi và chiều dài 1,42 cm [111]. Như vậy kết quả nghiên 

cứu đã cho thấy 2 chất điều hoà sinh trưởng NAA, và IAA là phù hợp để kích thích cho 

chồi lan Giả hạc tím Huế ra rễ, và nó cũng có thể được ứng dụng trên các loài lan khác. Với 

môi trường dinh dưỡng được bổ sung 0,7 mg/L NAA là phù hợp nhất để kích thích chồi lan 

ra rễ. 

Bảng 3.4. Ảnh hưởng của IAA và NAA đến khả năng ra rễ của chồi lan Giả hạc tím Huế 

sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Chất điều hoà sinh 

trưởng (mg/L) 

Tỉ lệ 

chồi ra 

rễ (%) 

Số rễ/chồi Chiều dài rễ  

(cm) 

Đặc điểm 

hình thái 

rễ, chồi IAA NAA 

CT1 0,0 0,0 100 1,60 ± 0,2e 1,19 ± 0,1f + 

CT2 0,1 0,0 100 2,67 ± 0,3d 1,49 ± 0,3ef + 

CT3 0,3 0,0 100 3,20 ± 0,4cd 1,83 ± 0,3de ++ 

CT4 0,5 0,0 100 4,27 ± 0,3ab 3,24 ± 0,2b +++ 

CT5 0,7 0,0 100 3,67 ± 0,4bc 2,62 ± 0,1c +++ 
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CT6 1,0 0,0 100 3,33 ± 0,4cd 1,90 ± 0,2de ++ 

CT7 0,0 0,1 100 2,53 ± 0,3d 1,70 ± 0,2de ++ 

CT8 0,0 0,3 100 2,87 ± 0,2cd 2,40 ± 0,2c ++ 

CT9 0,0 0,5 100 3,33 ± 0,2cd 3,39 ± 0,2b +++ 

CT10 0,0 0,7 100 4,60 ± 0,4a 3,96 ± 0,2a +++ 

CT11 0,0 1,0 100 3,13 ± 0,3cd 2,17 ± 0,2cd ++ 

(+): Rễ ngắn, ít rễ, yếu, cây thấp; (++): Rễ mập, khoẻ, cây cao xanh; (+++): Rễ mập, dài, 

nhiều rễ, khoẻ, cây to, xanh tốt. (Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau 

cho biết không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

 

Hình 3.9. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng ra rễ của chồi lan Giả 

hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy (Nguyễn Hữu Thọ, 2023). A. Đối chứng; B. dùng 0,5 mg/L 

IAA; C. dùng 0,7mg/L NAA; 

3.2 Tạo dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến bằng phương pháp thực nghiệm 

3.2.1 Gây đột biến lan Giả hạc tím Huế bằng Colchicine hoặc Dimethyl sulphate  

Các chỉ tiêu theo dõi được ghi lại tại 2 thời điểm là 4 tuần và 8 tuần sau khi xử lý hoá 

chất. Chỉ tiêu đánh giá mức độ hiệu quả của hoá chất là tỷ lệ sống của mẫu xử lý, tỷ lệ mẫu 

có phát triển hình thành mầm chồi và kích thước của mẫu còn sống. Kết quả thí nghiệm 

được trình bày ở bảng 3.5, bảng 3.6. bảng 3.7, và bảng 3.8.  
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3.2.1.1 Gây đột biến trên protocorm lan Giả hạc tím Huế  

 Kết quả thí nghiệm được trình bày trong bảng 3.5 và bảng 3.6. Sau thời gian 4 tuần 

nuôi cấy các thí nghiệm cho thấy tỷ lệ sống của protocorm giảm dần khi nồng độ hoá chất 

và thời gian xử lý tăng lên. Những công thức thí nghiệm được xử lý colchicine và DMS ở 

nồng độ 800 ppm, thời gian xử lý 6, 8 và 10 giờ (CT15, CT20, CT25) protocorm bị chết 

100%, chỉ riêng CT15 xử lý DMS vẫn còn 3,33% protocorm còn sống sót nhưng chưa có 

sự xuất hiện của mầm chồi, điều này cho thấy với nồng độ hoá chất 800 ppm xử lý trong 6-

10 giờ là quá cao đối với protocorm. Với nồng độ hoá chất 800 ppm xử lý protocorm trong 

2-4 giờ tỷ lệ sống thấp 3,33-11,11 % (CT5, CT10), những mẫu sống này chưa có mầm chồi 

hoặc có nhưng thấp (1,11 %). Những công thức còn lại đều có protocorm phát triển và có 

mầm chồi (Bảng 3.5; 3.6). 

 
Hình 3.10. Hình thái protocorm sau khi xử lý bằng colchicine và DMS được nuôi cấy 4 

tuần. (A. Đối chứng không xử lý hoá chất; B. Xử lý bằng colchicine 50 ppm trong 2 giờ; C. 

Xử lý bằng colchicine 200 ppm trong 4 giờ;; D. Xử lý bằng colchicine 400 ppm trong 10 

giờ; E. Xử lý bằng colchicine 800 ppm trong 6 giờ. F. Xử lý bằng DMS 50 ppm trong 2 giờ; 

G. Xử lý bằng DMS 100 ppm trong 2 giờ; H. Xử lý bằng DMS 800 ppm trong 4 giờ.) 
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 Tỷ lệ mẫu sống cao nhất sau khi xử lý hoá chất là ở CT1 với nồng độ là 50 ppm, xử 

lý trong 2 giờ cho kết quả đối với colchicine là 75,56 %, DMS là 87,22 %, bên cạnh đó số 

lượng mẫu có xuất hiện mầm chồi cũng đạt tỷ lệ cao nhất trong các thí nghiệm xử lý hoá 

chất, đạt 22,22 % khi xử lý colchicine và 43,89 % khi xử lý DMS. Kết quả này cho thấy 

với công thức CT1, mức độ tác động lên protocorm chưa cao. Khi nồng độ hoá chất xử lý 

tăng lên 200 ppm thấy có sự biến động lớn, tỷ lệ sống của mẫu chỉ đạt 57,78 % khi xử lý 

colchicine trong 2 giờ, tương tự khi xử lý bằng DMS là 51,11 %, tỷ lệ này còn giảm đi 

nhiều khi tăng thời gian xử lý lên 4, 6, 8, và 10 giờ. Tỷ lệ sống giảm đi nhỏ hơn 50% khi 

nồng độ xử lý lớn hơn 400 ppm ở tất cả các khoảng thời gian xử lý và ở cả 2 loại hoá chất 

(Bảng 3.5; 3.6). 

Thời điểm 8 tuần sau xử lý hoá chất, kết quả quan sát có sự khác biệt so với thời 

điểm 4 tuần. Tỷ lệ sống của mẫu giảm xuống, nhưng tỷ lệ protocorm có mầm chồi lại tăng 

lên, đặc biệt là có một số mẫu xuất hiện hình thái khác thường so với đối chứng. Hình thái 

của mẫu khác với đối chứng xuất hiện ngay công thức thí nghiệm CT1 ở cả hai loại hoá 

chất colchicine là 16,22 % và DMS là 7,83 % (CT1, Bảng 3.5; 3.6) .  

 Thí nghiệm CT10 xử lý colchicine và CT19, CT23 xử lý DMS có tỷ lệ mẫu sống 

2,22 % nhưng mẫu không có mầm chồi, mẫu có màu xanh nhạc hơi vàng, tăng trưởng kém 

chứng tỏ nồng độ và thời gian xử lý ở 3 công thức thí nghiệm này không phù hợp. Xử lý 

colchicine ở các công thức CT5, CT9, CT13, CT14, CT18, CT19, CT23, CT24 có mẫu 

sống và có phát triển chồi đều biểu hiện hình thái khác biệt so với đối chứng, tỷ lệ phát sinh 

từ 1,11–13,33%, khác biệt chủ yếu là hình dạng protocorm, hình dạng lá và đặc điểm phát 

sinh chồi. Kết quả này giống với các công thức thí nghiệm CT4, CT5, CT9, CT13, CT14, 

CT15, CT22, CT24 khi xử lý bằng DMS, tuy nhiên tỷ lệ phát sinh chồi và có biến dị thấp 

hơn chỉ từ 1,11–5,56 % (Bảng 3.5; 3.6). 
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Hình 3.11. Hình thái protocorm xử lý bằng colchicine hoặc DMS được nuôi cấy sau 8 tuần. 

A. Đối chứng không xử lý hoá chất; B. Xử lý bằng colchicine 50 ppm trong 10 giờ; C. Xử 

lý bằng colchicine 200 ppm trong 6 giờ; D. Xử lý bằng colchicine 400 ppm trong 2 giờ; E. 

Xử lý bằng colchicine 400 ppm trong 8 giờ. F. Xử lý bằng DMS 100 ppm trong 6 giờ; G. 

Xử lý bằng DMS 200 ppm trong 6 giờ; H. Xử lý bằng DMS 400 ppm trong 4 giờ. 

Công thức có số mẫu biểu hiện hình thái nhiều nhất ở xử lý hoá chất colchicine là 

CT7 (C.100 ppm - 4 giờ) kết quả cho được 35,56 % số mẫu có những thay đổi về kiểu hình 

và tỷ lệ mẫu sống, có mầm chồi đạt 46,64 % và có kích thước mẫu 0,62 cm, có thể thấy đây 

là một công thức rất có tiềm năng để tạo ra những dòng đột biến (Bảng 3.5). Tỷ lệ tạo ra 

những thay đổi hình thái ở thí nghiệm xử lý bằng DMS thì thấp hơn, đạt kết quả cao nhất 

là 14,12 % ở CT6 (D.50 ppm - 4 giờ) xử lý bằng DMS; ngoài ra các công thức CT2, CT16 

cũng có tỷ lệ hình thái biến dị cao là 13,37 % và 13,34 %. Những công thức thí nghiệm xử 

lý bằng DMS khác cho tỷ lệ hình thái biến dị dao động trong khoảng 1,11 – 11,36 %; còn 

thí nghiệm xử lý bằng colchicine là 11,11-31,67 % (Bảng 3.6). 
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Bảng 3.5. Kết quả xử lý mẫu protocorm bằng colchicine sau 4 tuần và 8 tuần nuôi cấy 
Công 

thức 

Nồng 

độ xử 

lý 

(ppm) 

Thời 

gian 

xử lý 

(giờ) 

Chỉ tiêu theo dõi mẫu protocorm xử lý bằng colchicine 

4 tuần 8 tuần 

Tỷ lệ 

protocorm 

sống (%) 

Tỷ lệ protocorm 

phát triển mầm  

chồi (%) 

Kích thước 

protocorm 

(cm) 

Tỷ lệ 

protocorm 

sống (%) 

Tỷ lệ protocorm 

phát triển mầm  

chồi (%) 

Tỷ lệ protocorm 

có thình thái 

biến dị (%) 

Kích thước 

protocorm 

(cm) 

ĐC 0  95,56±2,22a 80,00±3,33a 0,26±0,00fg 86,68±3,33a 70,00±1,92a 0,00±0,00j 0,45±0,01bc 

CT1 50 2 75,56±5,88b 22,22±2,94 b 0,38±0,02a-e 65,56±4,84b 52,22±1,11bc 16,22±2,26d-g 0,61±0,06ab 

CT2 100 2 70,00±6,94b 13,33±1,92cd 0,39±0,03a-d 60,00±5,77bc 43,33±3,85cd 18,89±2,22c-f 0,61±0,03ab 

CT3 200 2 57,78±4,84c-e 5,56±2,22ef 0,37±0,03a-e 55,56±4,01bc 44,44±4,84cd 27,44±3,23a-c 0,65±0,05ab 

CT4 400 2 40,00±5,77gh 0,00±0,00g 0,29±0,04d-g 28,89±6,19ef 22,22±6,76g-i 18,56±5,57c-f 0,68±0,04a 

CT5 800 2 11,11±2,93l-o 0,00±0,00g 0,39±0,04a-d 5,56±1,11k-n 1,11±1,11mn 1,11±1,11i 0,63±0,04ab 

CT6 50 4 67,78±4,01bc 20,00±1,92c 0,35±0,01a-f 64,44±4,01bc 55,56±4,01b 31,67±4,19ab 0,60±0,04ab 

CT7 100 4 58,89±4,84cd 11,11±1,11de 0,31±0,02c-g 54,44±4,01c 46,64±5,09bc 35,56±4,84a 0,62±0,04ab 

CT8 200 4 44,44±4,84fg 11,11±4,84de 0,43±0,01a 37,78±4,44de 30,00±6,67e-g 23,38±6,64b-e 0,65±0,05ab 

CT9 400 4 14,44±2,94k-n 1,11±1,11fg 0,28±0,01e-g 8,89±1,11i-n 3,33±1,92mn 3,33±1,92hi 0,63±0,03ab 

CT10 800 4 4,44±1,11no 1,11±1,11fg 0,30±0,04c-g 2,22±1,11n 0,00±0,00n 0,00±0,00j 0,47±0,12bc 

CT11 50 6 52,22±2,22d-f 18,89±2,94bc 0,33±0,01a-g 43,33±3,85d 34,44±4,01d-f 26,67±5,09a-d 0,59±0,02ab 

CT12 100 6 44,44±4,84fg 12,22±1,11d 0,38±0,01a-e 34,44±6,19d-f 25,56±7,29e-h 21,11±8,01b-f 0,50±0,03a-c 

CT13 200 6 22,22±6,19i-l 10,00±3,33de 0,40±0,02a-c 15,56±4,84hi 7,78±4,01k-n 7,78±4,01g-i 0,56±0,01ab 

CT14 400 6 8,89±1,11m-o 2,22±1,11f 0,32±0,01b-g 7,78±1,11i-n 5,56±1,11l-n 5,56±1,11g-i 0,62±0,04ab 

CT15 800 6 0,00±0,00o 0,00±0,00g 0,00±00h 0,00±0,00n 0,00±0,00n 0,00±0,00j 0,00±0,00c 

CT16 50 8 47,78±1,11e-g 18,89±1,11bc 0,32±0,01b-g 43,33±3,85d 35,56±4,01de 30,16±3,89ab 0,58±0,01ab 

CT17 100 8 30,00±3,33hi 13,33±1,92cd 0,29±0,00d-g 25,56±2,22fg 24,44±2,94f-h 18,89±2,22c-f 0,58±0,01ab 

CT18 200 8 20,00±1,92i-m 11,11±2,94de 0,30±0,01c-g 14,44±1,11i-l 13,33±1,92i-l 13,33±1,92e-h 0,59±0,03ab 

CT19 400 8 5,56±1,11no 1,11±1,11fg 0,36±0,01a-e 4,44±1,11l-n 4,44±1,11l-n 4,44±1,11hi 0,62±0,03ab 

CT20 800 8 0,00±0,00o 0,00±0,00g 0,00±0,01h 0,00±0,00n 0,00±0,00n 0,00±0,00j 0,00±0,00d 

CT21 50 10 23,33±3,85ik 10,00±1,92de 0,42±0,00a 17,78±2,94gh 16,67±1,92h-k 12,22±2,22f-h 0,62±0,02ab 

CT22 100 10 14,44±1,11k-n 5,56±1,11ef 0,36±0,02a-e 13,33±1,23i-m 12,22±1,11i-m 11,11±2,22f-i 0,63±0,03ab 

CT23 200 10 3,33±1,92no 1,11±1,11fg 0,30±0,08c-g 3,33±1,92mn 3,33±1,92mn 3,33±1,92hi 0,50±0,17a-c 

CT24 400 10 1,11±1,11no 0,00±0,00g 0,24±0,09gh 1,11±1,11n 1,11±1,11mn 1,11±1,11i 0,32±0,17cd 

CT25 800 10 0,00±0,00o 0,00±0,00g  0,00±0,00h 0,00±0,00n 0,00±0,00n 0,00±0,00j 0,00±0,00d 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau cho biết không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test
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Bảng 3.6. Kết quả xử lý mẫu protocorm bằng Dimethyl sulphate (DMS) sau 4 tuần và 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Nồng 

độ xử 

lý 

(ppm) 

Thời 

gian 

xử lý 

(giờ) 

Chỉ tiêu theo dõi mẫu protocorm xử lý bằng Dimethyl sulphate (DMS) 

4 tuần 8 tuần 

Tỷ lệ 

protocorm 

sống (%) 

Tỷ lệ protocorm 

phát triển mầm 

chồi (%) 

Kích thước 

protocorm 

(cm) 

Tỷ lệ protocorm 

sống (%) 

Tỷ lệ protocorm 

phát triển mầm 

chồi (%) 

Tỷ lệ protocorm có 

hình thái biến dị 

(%) 

Kích thước 

protocorm (cm) 

ĐC 0 0 97,78±2,22a 70,00±1,92a 0,25±0,01a-c 91,11±4,84a 84,44±2,94a 0,00±0,00i 0,57±0,1a 

CT1 50 2 87,22±5,30b 43,89±1,47b 0,26±0,02ab 71,22±2,86b 48,56±1,83b 7,83±0,92b-d 0,46±0,01ab 

CT2 100 2 65,56±4,84c 12,22±2,22e 0,25±0,01a-c 51,11±2,93d 21,11±1,11de 13,37±2,23a 0,42±0,02b-d 

CT3 200 2 51,11±1,11d 8,89±1,11ef 0,22±0,01a-d 40,00±1,92e 17,78±1,11ef 11,36±1,94ab 0,37±0,01b-f 

CT4 400 2 17,78±1,11f 4,44±1,11gh 0,22±0,00a-d 15,56±1,11gh 5,56±1,11g-i 5,56±1,11d-g 0,39±0,01b-f 

CT5 800 2 8,89±1,11g 0,00±0,00i 0,20±0,01b-e 6,67±0,06ij 2,22±1,11h-j 2,22±1,11f-h 0,39±0,02b-e 

CT6 50 4 80,56±5,30b 34,67±1,47c 0,27±0,02a 63,56±3,66c 44,56±1,93b 14,12±1,99a 0,38±0,01b-f 

CT7 100 4 40,00±3,33e 5,56±1,11fg 0,26±0,00ab 33,33±1,92f 15,56±2,94f 10,38±2,26a-c 0,37±0,03b-f 

CT8 200 4 18,89±2,94f 4,44±1,11gh 0,20±0,00b-e 12,22±2,22hi 6,67±1,92gh 4,33±0,55d-h 0,38±0,01b-f 

CT9 400 4 5,56±1,11g 0,00±0,00i 0,18±0,01c-e 3,33±1,92g 1,11±1,11ij 1,11±1,11gh 0,34±0,07b-f 

CT10 800 4 3,33±1,92g 1,11±1,11gh 0,19±0,02c-e 2,22±1,11g 1,11±1,11ij 1,11±1,11gh 0,29±0,07d-f 

CT11 50 6 65,44±2,92c 22,37±3,92d 0,26±0,02ab 57,78±4,84c 31,70±2,17c 10,69±1,75a-c 0,36±0,04b-f 

CT12 100 6 18,89±2,94f 4,44±1,11gh 0,25±0,01a-c 15,56±1,11gh 8,89±1,11g 6,80±1,93c-e 0,35±0,01b-f 

CT13 200 6 7,78±2,22g 1,11±1,01gh 0,19±0,01c-e 5,56±2,94ij 3,33±1,92h-j 3,33±1,92 e-h 0,31±0,07c-f 

CT14 400 6 4,44±1,11g 0,00±0,00i 0,21±0,02a-e 3,33±1,92j 1,11±1,11ij 1,11±1,11gh 0,29±0,06d-f 

CT15 800 6 3,33±1,92g 0,00±0,00i 0,25±0.06a-c 3,33±1,92j 2,22±1,11h-j 2,22±1,11f-h 0,32±0,09b-f 

CT16 50 8 54,78±5,83d 18,48±0,90d 0,26±0,02ab 48,78±2,44d 23,78±2,34d 13,34±2,24a 0,45±0,03a-c 

CT17 100 8 17,78±1,11f 3,33±0,87gh 0,26±0,01ab 14,44±1,11gh 8,89±1,11g 6,56±0,88c-f 0,40±0,02b-d 

CT18 200 8 4,44±1,11g 0,00±0,00i 0,26±0,01ab 3,33±0,00j 2,22±1,11h-j 1,11±1,11gh 0,35±0,00b-f 

CT19 400 8 2,22±1,11g 0,00±0,00i 0,22±0,04a-d 2,22±1,11j 0,00±0,00k 0,00±0,00i 0,25±0,05fg 

CT20 800 8 0,00±0,00h 0,00±0,00i 0,00±0,00f 0,00±0,00k 0,00±0,00k 0,00±0,00i 0,00±0,00h 

CT21 50 10 25,34±5,09f 12,78±1,47e 0,26±0,02 ab 21,56±2,89g 15,28±1,63f 10,83±1,81a-c 0,38±0,04b-f 

CT22 100 10 7,78±1,11g 0,00±0,00i 0,26±0,02ab 6,67±1,92ij 3,33±0,00h-j 3,33±0,00e-h 0,37±0,03b-f 

CT23 200 10 3,33±1,92g 0,00±0,00i 0,21±0,03a-e 2,22±2,22j 0,00±0,00k 0,00±0,00i 0,26±0,06e-g 

CT24 400 10 5,56±1,11g 0,00±0,00i 0,23±0,01a-d 3,33±1,92j 1,11±1,11ij 1,11±1,11gh 0,32±0,06b-f 

CT25 800 10 0,00±0,00h 0,00±0,00i 0,00±0,00f 0,00±0,00k 0,00±0,00k 0,00±0,00i 0,00±0,00h 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau cho biết không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê p < 0,05, Ducan’s test) 
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3.2.1.2 Gây đột biến trên mô sẹo lan Giả hạc tím Huế  

 Mô sẹo được tách nhỏ thành những khối nhỏ có kích thước tương đồng nhau (0,2-0,3 

cm) sau đó xử lý colchicine và DMS. Kết quả thí nghiệm được trình bày ở bảng 3.7 và bảng 

3.8. 

 Kết quả 4 tuần nuôi cấy sau khi mô sẹo được xử lý colchicine cho thấy tỷ lệ sống của 

mô sẹo đạt cao nhất 57,78 % (CT1) so với đối chứng là 96,67 % điều này chứng tỏ mô sẹo 

chịu ảnh hưởng rất lớn bởi colchicine. Tỷ lệ sống của mô sẹo luôn thấp hơn 50 % khi xử lý 

bằng colchicine với nồng độ 200 ppm trở lên ở bất kỳ thời gian xử lý nào, tỷ lệ này thấp nhất 

ở các công thức CT15, CT20, CT25 với 0 % mẫu còn sống. Các thí nghiệm có mô sẹo xuất 

hiện mầm chồi rất thấp chỉ từ 1,11 – 22,22 % so với đối chứng thì tỷ lệ này là 85,56 %. Tuy 

nhiên kích thước của mô sẹo lại tăng, đạt giá trị cao nhất là 0,69 cm ở công thức đối chứng và 

0,67 cm (CT13) (Bảng 3.7). 

Thí nghiệm xử lý bằng DMS sau 4 tuần có tỷ lệ sống cao nhất đạt 83,17 % (CT1). Tỷ 

lệ sống thấp nhất (0 %) ở các công thức CT20 và CT25 khi nồng độ DMS ở mức 800 ppm và 

thời gian xử lý là 8 giờ trở lên. Số lượng mô sẹo phát triển có mầm chồi khi xử lý bằng DMS 

cao nhất đạt 51,72 % (CT1) so với đối chứng là 76,67 %, các công thức thí nghiệm CT5, 

CT13, CT14, CT15, CT18, CT19, CT22, CT23, CT24 đều có mẫu sống nhưng mẫu chưa có 

phát triển xuất hiện mầm chồi. Đối với công thức còn lại mẫu đều có xuất hiện mầm chồi với 

tỷ lệ từ 1,11 %-16,74 %. Những mô sẹo còn sống có kích thước dao động từ 0,51-0,63 cm so 

với ban đầu là 0,2-0,3 cm (Bảng 3.8). 

Kết quả sau 8 tuần theo dõi, cả hai thí nghiệm xử lý bằng colchicine và DMS kết quả 

so với thời điểm 4 tuần nuôi cấy thì đều cho thấy tỷ lệ mẫu sống có phần giảm xuống nhưng 

tỷ lệ mẫu có mầm chồi xuất hiện lại tăng lên, bên cạnh đó các mẫu mô sẹo phát triển cũng 

xuất hiện các hình thái khác biệt so với đối chứng. Giai đoạn 8 tuần sau khi xử lý colchicine, 

CT1 cho tỷ lệ mẫu sống 50 % và tỷ lệ mẫu có mầm chồi phát triển (40 %) cao nhất. Ở công 

thức thí nghiệm CT5, CT24 vẫn có mẫu sống với tỷ lệ lần lượt là 2,22 % và 1,11% tuy nhiên 

các mẫu này không phát triển được mầm chồi. Tỷ lệ mẫu có xuất hiện hình thái biến dị cao 

nhất là ở các công thức CT3, CT6, CT11 theo thứ tự là 24,67 %; 24,93 % và 25,69 %. Đối với 
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các công thức CT10, CT14, CT19, CT23 có tỷ lệ mẫu sống rất thấp chỉ từ 1,11 %- 2,22 % 

nhưng đều phát triển mầm chồi và có biểu hiện hình thái khác với đối chứng. Mô sẹo tăng 

trưởng đạt kích thước tốt nhất là CT11 (0,90 cm), ngoài các công thức có mẫu chết hoàn toàn 

thì những công thức còn lại mẫu đều có sự tăng trưởng kích thước từ 0,51-0,88 cm (Bảng 3.7). 

Khi được xử lý bằng DMS, tỷ lệ mô sẹo còn sống sau 8 tuần cao nhất đạt được là 73,62 

%, tỷ lệ mầm chồi phát triển đạt 53,32 % tuy nhiên số mẫu có biểu hiện hình thái khác so với 

đối chứng thấp chỉ đạt 4,43 % (CT1). Công thức có số mẫu biến dị hình thái lớn nhất là 14,93 

% (CT6), các công thức khác tỷ lệ này chỉ dao động ở mức 1,11-12,19 %. Khi xử lý mô sẹo 

bằng DMS với nồng độ 400 ppm trở lên trong thời gian 6-10 giờ các mẫu bị chết 100 % và ở 

nồng độ 800 ppm trong 2 giờ cũng có kết quả tương tự (Bảng 3.14). Kích thước của mẫu giai 

đoạn này đạt được trong khoảng 0,51 – 0,86 cm, cao nhất ở công thức đối chứng (0,86 cm) 

(Bảng 3.8). 

Gây đột biến bằng sử dụng DMS được Mostafa (2015) sử dụng trên cây Xà cừ (Khaya 

senegalensis) để tạo ra các giống mới có đặc tính tốt hơn. Ông đã sử dụng hạt cây Xà cừ ngâm 

trong dung dịch DMS (0, 1000, 2000, 3000, 4000 và 5000 ppm) và trong 15 giờ. Kết quả đã 

ra cây có số cành, sô lá tăng lên đáng kể, đồng thời các đặc điểm về hình dạng lá, màu của 

thân non, cuốn lá cũng thay đổi (từ xanh chuyển sang đỏ), đặc biệt là khả năng sinh trưởng 

được cải thiện tốt hơn [126]. Một công bố khác của Mostafa và Alhamd (2016) trên cây Cây 

hoa Huỳnh liên (Tecoma stans) đã sử dụng DMS (nồng độ 0, 200, 400, 600, 800 và 1000 ppm 

trong 15 giờ ) để xử lý hạt  mục tiêu tạo ra biến dị di truyền. Kết quả thu được các biến dị về 

tính trạng sinh dưỡng như hình dạng, kích thước lá, chiều cao cây, và một số đặc điểm biến dị 

ở số lượng, hình dạng và màu sắc hoa [127].  

Theo Vasko và Kyrychenko (2016) trên cây hoa Hướng dương (Helianthus annuus), tác 

giả đã sử dụng DMS với nồng độ 0,01 – 0,05 % để xử lý hạt trong 18 giờ, kết quả đã thu được 

những biến đổi về đặc điểm hình thái chiều cao, kích thước hoa, màu sắc, số lá ở 1, 2 thế hệ 

[175]. Ngoài ra, hiện nay để tăng hiệu quả tác động của DMS lên đối tượng cần xử lý, các nhà 

khoa học còn dùng các dẫn xuất của DMS [173]. 

https://ascidatabase.com/author.php?author=Gehan&mid=G.&last=Mostafa
https://ascidatabase.com/author.php?author=Mona&mid=F.%20Abou&last=Alhamd
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Bảng 3.7. Kết quả xử lý mẫu mô sẹo bằng colchicine sau 4 tuần và 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Nồng 

độ xử 

lý 

(ppm) 

Thời 

gian 

xử lý 

(giờ) 

Chỉ tiêu theo dõi mô sẹo xử lý bằng colchicine 

4 tuần 8 tuần 

Tỷ lệ mô sẹo 

sống (%) 

Tỷ lệ mô sẹo phát 

triển mầm chồi (%) 

Kích thước 

mô sẹo (cm) 

Tỷ lệ mô sẹo 

sống (%) 

Tỷ lệ mô sẹo phát 

triển mầm chồi (%) 

Tỷ lệ mô sẹo có thình 

thái biến dị (%) 

Kích thước 

mô sẹo (cm) 

ĐC 0  96,67±1,93a 85,56±1,11a 0,69±0,04a 96,67±1,93a 94,44±2,94a 0,00±0,00g 0,79±,035a-e 

CT1 50 2 57,78±4,84b 15,56±1,11c 0,65±0,01a-c 50,00±3,85 b 40,00±5,09b 19,31±0,78b 0,81±0,03a-e 

CT2 100 2 52,22±4,01c 14,44±2,22cd 0,65±0,02a-c 43,33±3,85c 31,11±4,01c 23,33±1,92ab 0,82±0,02a-d 

CT3 200 2 46,67±1,92cd 6,67±1,92f-h 0,61±0,03b-d 37,78±2,94cd 27,78±2,94cd 24,67±2,91a 0,81±0,03a-e 

CT4 400 2 33,33±1,92f 0,00±0,00j 0,55±0,01e 24,44±1,11f 13,33±1,92e 11,33±1,02cd 0,71±0,02d-g 

CT5 800 2 8,89±1,11j-l 0,00±0,00j 0,52±0,01e 2,22±1,11jk 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,52±0,01i 

CT6 50 4 47,78±1,11cd 14,44±1,11cd 0,65±0,01a-c 42,22±2,94cd 27,78±1,11cd 24,93±2,13a 0,88±0,01ab 

CT7 100 4 44,44±1,11d 13,33±1,92c-e 0,64±0,01a-c 42,22±1,11cd 22,22±1,11d 18,89±1,11b 0,87±0,04a-c 

CT8 200 4 34,44±1,11f 7,78±2,22fg 0,63±0,01bc 20,00±1,92fg 13,33±1,92e 13,33±1,92c 0,76±0,02a-f 

CT9 400 4 15,56±1,11hi 4,44±1,11g-j 0,65±0,01a-c 11,11±1,11hi 8,89±1,11e-g 7,78±1,11de 0,82±0,02a-d 

CT10 800 4 5,56±1,11k-m 2,22±1,11h-j 0,53±0,01e 1,11±1,11jk 1,11±1,11h 1,11±1,11fg 0,60±0,06g-i 

CT11 50 6 46,67±1,92cd 22,22±2,94b 0,63±0,01a-c 40,00±1,92cd 31,11±4,01c 25,69±4,19a 0,90±0,03a 

CT12 100 6 37,78±2,92ef 15,56±2,94c 0,66±0,01a-c 31,11±2,22e 25,56±2,22cd 20,97±2,00ab 0,82±0,03a-d 

CT13 200 6 18,89±2,94h 10,00±1,92d-f 0,67±0,03ab 15,56±1,11gh 13,33±0,00e 12,22±1,11cd 0,80±0,02a-e 

CT14 400 6 7,78±1,11kl 2,22±1,11h-j 0,53±0,01e 2,22±1,11jk 2,22±1,11h 2,22±1,11f 0,70±0,09d-g 

CT15 800 6 0,00±0,00m 0,00±0,00j 0,00±0,00f 0,00±0,00k 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT16 50 8 42,22±1,11de 21,11±2,22b 0,66±0,03ab 36,67±1,92d 26,67±1,92cd 21,33±1,63ab 0,86±0,04a-c 

CT17 100 8 25,56±1,11g 10,00±1,92d-f 0,60±0,01cd 18,89±2,22g 12,22±1,11e 10,78±0,43cd 0,80±0,05a-e 

CT18 200 8 11,11±1,11i-k 5,56±1,11f-i 0,55±0,02e 6,67±0,00ij 5,56±1,11f-h 4,83±0,98ef 0,68±0,05e-h 

CT19 400 8 3,33±1,93lm 1,11±1,11ij 0,57±0,04de 1,11±1,11jk 1,11±1,11h 1,11±1,11fg 0,63±0,11f-i 

CT20 800 8 0,00±0,00m 0,00±0,00j 0,00±0,00f 0,00±0,00k 0,00±0,00h 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT21 50 10 14,44±1,11h-j 8,89±1,11e-g 0,62±0,00bc 11,11±1,11hi 11,11±1,11ef 10,11±0,35cd 0,76±0,03b-f 

CT22 100 10 8,89±1,11j-l 4,44±1,11g-j 0,64±0,01a-c 4,44±1,11jk 4,44±1,11gh 4,44±1,11ef 0,74±0,01c-f 

CT23 200 10 5,56±1,11k-m 1,11±1,11ij 0,52±0,01e 1,11±1,11jk 1,11±1,11h 1,11±1,11fg 0,56±0,04hi 

CT24 400 10 1,11±1,11m 0,00±0,00j 0,51±0,00e 1,11±1,11jk 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,52±0,00hi 

CT25 800 10 0,00±0,00m 0,00±0,00j 0,00±0,00f 0,00±0,00k 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau cho biết không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê p < 0,05, Ducan’s test) 
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Bảng 3.8. Kết quả xử lý mẫu mô sẹo bằng Dimethyl Sulphate (DMS) sau 4 tuần và 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 
 

Nồng 

độ xử 

lý 

(ppm) 

Thời 

gian 

xử 

lý 

(giờ) 

Chỉ tiêu theo dõi mô sẹo xử lý bằng Dimethyl Sulphate (DMS) 

4 tuần 8 tuần 

Tỷ lệ mô sẹo 

sống (%) 

Tỷ lệ mô sẹo phát 

triển mầm chồi (%) 

Kích thước 

mô sẹo (cm) 

Tỷ lệ mô sẹo 

sống (%) 

Tỷ lệ mô sẹo phát 

triển mầm chồi (%) 

Tỷ lệ mô sẹo có hình 

thái biến dị (%) 

Kích thước 

mô sẹo (cm) 

ĐC 0 0 96,67±1,93a 85,56±1,11a 0,69±0,04a 95,56±2,94a 88,89±1,11a 0,00±0,00g 0,86±0,05a 

CT1 50 2 57,78±4,84b 15,56±1,11c 0,65±0,01a-c 73,62±1,32b 53,32±2,34b 4,43±0,63 e 0,85±0,0a 

CT2 100 2 52,22±4,01c 14,44±2,22cd 0,65±0,02a-c 54,44±2,94d 32,22±2,94d 8,38±1,19d 0,75±0,02bc 

CT3 200 2 46,67±1,92cd 6,67±1,92f-h 0,61±0,03b-d 33,33±3,85g 21,11±2,22e 12,19±1,50bc 0,80±0,02ab 

CT4 400 2 33,33±1,92f 0,00±0,00j 0,55±0,01e 7,78±2,22jk 4,44±1,11gh 3,71±0,38ef 0,71±0,02cd 

CT5 800 2 8,89±1,11j-l 0,00±0,00j 0,52±0,01e 0,00±0,00m 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT6 50 4 47,78±1,11cd 14,44±1,11cd 0,65±0,01a-c 66,58±2,95c 37,49±2,11c 14,93±1,91a 0,67±0,01de 

CT7 100 4 44,44±1,11d 13,33±1,92c-e 0,64±0,01a-c 24,44±1,11h 14,44±1,11f 7,77±0,63d 0,65±0,04de 

CT8 200 4 34,44±1,11f 7,78±2,22fg 0,63±0,01bc 7,78±1,11jk 3,33±0,00g-i 3,33±0,00ef 0,61±0,02e-g 

CT9 400 4 15,56±1,11hi 4,44±1,11g-j 0,65±0,01a-c 3,33±1,92k-m 1,11±1,11hi 1,11±1,11fg 0,56±0,05f-h 

CT10 800 4 5,56±1,11k-m 2,22±1,11h-j 0,53±0,01e 1,11±1,11lm 1,11±1,11hi 1,11±1,11fg 0,53±0,02h 

CT11 50 6 46,67±1,92cd 22,22±2,94b 0,63±0,01a-c 47,74±1,08e 18,68±0,73e 13,56±1,09ab 0,68±0,01c-e 

CT12 100 6 37,78±2,92ef 15,56±2,94c 0,66±0,01a-c 10,00±1,92j 5,56±1,11g 3,89±0,48ef 0,69±0,02c-e 

CT13 200 6 18,89±2,94h 10,00±1,92d-f 0,67±0,03ab 2,22±1,11lm 1,11±1,11hi 2,22±1,11e-g 0,53±0,02h 

CT14 400 6 7,78±1,11kl 2,22±1,11h-j 0,53±0,01e 0,00±0,00m 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT15 800 6 0,00±0,00m 0,00±0,00j 0,00±0,00f 0,00±0,00m 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT16 50 8 42,22±1,11de 21,11±2,22b 0,66±0,03ab 41,43±1,13f 12,59±1,35f 10,23±1,35cd 0,61±0,04e-g 

CT17 100 8 25,56±1,11g 10,00±1,92d-f 0,60±0,01cd 5,56±1,11j-l 4,44±1,11gh 2,72±1,43e-g 0,62±0,02ef 

CT18 200 8 11,11±1,11i-k 5,56±1,11f-i 0,55±0,02e 1,11±1,11lm 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,52±0,00h 

CT19 400 8 3,33±1,93lm 1,11±1,11ij 0,57±0,04de 0,00±0,00m 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT20 800 8 0,00±0,00m 0,00±0,00j 0,00±0,00f 0,00±0,00m 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT21 50 10 14,44±1,11h-j 8,89±1,11e-g 0,62±0,00bc 19,62±0,77i 6,78±0,85g 3,03±0,72ef 0,56±0,05f-h 

CT22 100 10 8,89±1,11j-l 4,44±1,11g-j 0,64±0,01a-c 2,22±1,11lm 1,11±1,11hi 1.11±1,11fg 0,54±0,02gh 

CT23 200 10 5,56±1,11k-m 1,11±1,11ij 0,52±0,01e 1,11±1,11lm 0,00±0,00i 0,00±0,00g 0,51±0,00h 

CT24 400 10 1,11±1,11m 0,00±0,00j 0,51±0,00e 0,00±0,00m 0,00±0,00h 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

CT25 800 10 0,00±0,00m 0,00±0,00j 0,00±0,00f 0,00±0,00m 0,00±0,00h 0,00±0,00g 0,00±0,00i 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau cho biết không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 



90 

 
 

 

Hình 3.12. Trạng thái mô sẹo khi xử lý bằng colchicine và DMS được nuôi cấy 4 tuần. (A. 

Đối chứng không xử lý hoá chất; B. Xử lý colchicine nồng độ 100 ppm trong 2 giờ; C. Xử lý 

colchicine nồng độ 200 ppm trong 4 giờ; D. Xử lý colchicine nồng độ 400 ppm trong 6 giờ; 

E. Xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 2 giờ; F. Xử lý DMS nồng độ 100 ppm trong 4 giờ; G. 

Xử lý DMS nồng độ 200 ppm trong 4 giờ; H. Xử lý DMS nồng độ 800 ppm trong 8 giờ.) 

 

Hình 3.13. Trạng thái mô sẹo khi xử lý bằng colchicine và DMS được nuôi cấy 8 tuần. (A. 

Đối chứng không xử lý hoá chất; B. Xử lý colchicine nồng độ 50 ppm trong 6 giờ; C. Xử lý 

colchicine nồng độ 200 ppm trong 8 giờ; D. Xử lý colchicine nồng độ 400 ppm trong 10 giờ; 
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E. Xử lý DMS nồng độ 100 ppm trong 2 giờ; F. Xử lý DMS nồng độ 100 ppm trong 8 giờ ; G. 

Xử lý DMS nồng độ 200 ppm trong 4 giờ; H. Xử lý DMS nồng độ 200 ppm trong 10 giờ.) 

Như vậy, qua kết quả nghiên cứu của chúng tôi và những công bố trước đây có thể thấy 

DMS là một chất có tác dụng mạnh làm biến đổi cấu trúc di truyền, dẫn đến những biến đối 

về hình thái ở các thế hệ tiếp theo. Nó có thể được áp dụng trên nhiều đối tượng cây trồng, và 

có thể được xử lý ở các giai đoạn, protocorm, mô sẹo trong nuôi cấy in-vitro, hoặc được xử lý 

trực tiếp trên hạt. 

Phát triển các phương pháp và kỹ thuật tạo giống đột biến hiệu quả bằng hoá chất thì 

Colchicine là một chất được lựa chọn hàng đầu để ứng dụng. Có tác động làm tăng số lượng 

nhiễm sắc thể hay còn gọi là đa bội là một trong những công cụ để cải thiện cây trồng. Thể đa 

bội đã đóng một vai trò quan trọng trong nhân giống cây trồng và cả sự tiến hóa của thực vật 

[149]. Một nghiên cứu trên lan D. chrysotoxum L. nghiên cứu dùng colchicine nồng độ 0, 

0,01, 0,02, 0,03, 0,04 và 0,05 % (w/v) trong 1, 2, 3, 4 và 5 ngày để xử lý thể giống protocorm 

(PLB), kết quả là khoảng 84 % PLB sống sót và tỷ lệ mẫu tứ bội là 47 % [50]. Theo công bố 

của Deepti Srivastava và cộng sự (2018) tạo đột biến lan Aerides crisa Lindl., tác giả dùng 

colchicine (0,025-0,4 %) tác động lên protocorm xử lý trong 5 ngày. Kết quả ghi nhận tỷ lệ 

sống của protcorm sau 30 ngày xử lý đạt 42-58 %, tỷ lệ xuất hiện biến dị là 19-86 %, hiệu quả 

tạo biến dị cao khi có sự kết hợp với EMS hoặc tia gamma [166]. Nghiên cứu của Fei Wang 

và và cộng sự (2023) đã tạo dòng đa bội lan D. wardianum Warner bằng colchicine nồng độ 

25, 75, 125, 250 và 500 μM, thời gian xử lý là 6, 8, 12 và 24 giờ, tác động lên protocorm. Kết 

quả được ghi lại sau 60 ngày nuôi cấy là tỷ lệ sống 62- 96 %, các mẫu đã có phân hoá chồi lá 

[177].  

Kết quả nghiên cứu và những công bố trước đây đã cho thấy colchicine là một chất có 

tác động mạnh trong tạo biến dị cây trồng và có thể được áp dụng ở nhiều loại cây trồng có 

thể ở giai đoạn hạt, mô sẹo, protocorm, hoặc đỉnh sinh trưởng đều mang lại hiệu quả. Tuy 

nhiên nếu xử lý ở nồng độ cao và thời gian kéo dài thì tỷ lệ sống của mẫu thấp cũng như có 

nhiều biến đổi bất lợi cho cây [177]. Một tác động khác của colchicine là ở nồng độ thấp nó 

có tác dụng kích thích cho sự sinh trưởng, đẩy nhanh tốc độ tăng trưởng của tế bào, giúp tăng 
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cường tổng hợp hormone tăng trưởng thực vật và thay đổi hoạt động các enzyme, từ đó làm 

tăng khả năng thích nghi của tế bào với môi trường [166]. 

3.2.2 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi  

3.2.2.1 Tái sinh chồi từ protocorm sau khi xử lý hoá chất 

 Mẫu protocorm sau khi cấy vào môi trường dinh dưỡng có bổ sung chất điều hoà sinh 

trưởng BA và NAA được theo dõi và ghi lại các chỉ tiêu đánh giá ở 8 tuần nuôi cấy. Kết quả trình 

bày ở bảng 3.9. 

 Khả năng tạo chồi của protocorm xử lý colchicine ở nghiệm thức đối chứng khi không bổ 

sung chất điều hoà sinh trưởng BA và NAA vào môi trường cụ thể với tỷ lệ tạo chồi 66,78 %, 

trung bình 2,34 chồi/mẫu, chiều cao chồi 1,25 cm và có 2,55 lá/chồi. Kết quả đạt tốt hơn khi môi 

trường có bổ sung thêm chất điều hoà sinh trưởng, với nồng độ BA từ 0,5 – 1.5 mg/L (CT1, 2, 3) 

đã cho tỷ lệ tạo chồi 73,86 – 80,78 %, trung bình đạt từ 3,47-4,48 chồi/mẫu, chiều cao 1,49-1,74 

cm và số lá là 3,13-3,25 lá/chồi. Kết quả tái sinh chồi tốt nhất được ghi nhận ở CT7 khi môi trường 

bổ sung 1 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA đã cho tỷ lệ tạo chồi 100 %, số chồi đạt 4,95 chồi/mẫu, 

chiều cao chồi là 2,28 cm và chồi có số lá 4,10 lá/chồi, chồi cao, to khoẻ có màu xanh đậm lá 

nhiều là lớn. Hiệu quả tái sinh và chất lượng chồi đều giảm đi khi nồng độ BA và NAA bổ sung 

vượt quá 1,5 mg/L, điều này có thể do hàm lượng kích thích sinh trưởng quá cao trong môi trường 

đã gây ức chế quá trình trình phân hoá tế bào để protocorm hình thành chồi. 

 Kết quả thí nghiệm khả năng tái sinh chồi của protocorm đã xử lý DMS thể hiện không tốt 

bằng khi so với protocorm được xử lý colchicine. Với nghiệm thức đối chứng (ĐC) cho tỷ lệ tạo 

chồi 60,36 %, số chồi trung bình đạt 1,57 chồi/mẫu, chiều cao 0,86 cm và có 1,75 lá/chồi, chồi 

thấp, nhỏ yếu, có màu xanh vàng, có ít lá hoặc chưa có lá. Khả năng tái sinh chồi cũng được cải 

thiện khi môi trường dinh dưỡng bổ sung BA nồng độ 0,5-1,5 mg/L, với tỷ lệ tạo chồi dao động 

66,77 – 74,65 %, trung bình đạt từ 1,56-2,55 chồi/mẫu, chiều cao từ 0,96-1,21 cm và có số lá từ 

2,44-2,74 lá/chồi (CT1,2,3). Khả năng tái sinh chồi tốt nhất khi môi trường bổ sung kết hợp BA 

và NAA với nồng độ 0,5 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA cho kết quả tỷ lệ tạo chồi 95,68 %, trung 

bình 3,67 chồi/mẫu, chiều cao 2,00 cm/chồi và đạt 3,80 lá/chồi, chồi to khoẻ, có màu xanh đậm, 
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lá nhiều. Khi nồng độ kích thích sinh trưởng bổ sung vào môi trường dinh dưỡng vượt ngưỡng 1 

mg/L cho hiệu quả tái sinh chồi giảm xuống, và chất lượng chồi kém đi. 

 

Hình 3.14. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng lên khả năng tái sinh chồi của protocorm đã 

xử lý hoá chất sau 8 tuần nuôi cấy. (A. Protocorm trên môi trường không sử dụng chất điều hoà 

sinh trưởng (ĐC); B. Protocorm xử lý colchicine trong môi trường có  0,5 mg/L BA và 0,5 mg/L 

NAA;  C. Protocorm xử lý colchicine trong môi trường có  1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA; D. 

Protocorm xử lý colchicine trong môi trường có 1 mg/L BA và 1 mg/L NAA; E. Protocorm xử lý 

DMS trong môi trường có 1 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA; F. Protocorm xử lý DMS trong môi 

trường có 0,5 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA; G. Protocorm xử lý DMS trong môi trường có 2 mg/L 

BA và 0,5 mg/L NAA; H. Protocorm xử lý DMS trong môi trường có 1 mg/L BA.) 
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Bảng 3.9. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi đột biến từ protocorm sau 8 tuần nuôi cấy 
Công  

thức 
Chất điều 

hoà sinh 

trưởng 

(mg/L) 

Chỉ tiêu theo dõi 

Chồi đột biến do xử lý bằng colchicine 

 

Chồi đột biến do xử lý bằng dimethyl sulphate 

 

BA NAA Tỷ lệ tạo 

chồi (%) 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Số lá/chồi Đặc 

điểm 

chồi  

Tỷ lệ tạo 

chồi (%) 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Số lá/chồi Đặc 

điểm 

chồi 

ĐC 0,0 0,0 66,78±0,61e 2,34±0,11de 1,25±0,04c-e 2,55±0,06e ++ 60,36±0,58e 1,57±0,06e 0,86±0,07de 1,75±0,06de + 

CT1 0,5 0,0 73,86±0,87d 3,47±0,18c 1,49±0,08bc 3,13±0,04c ++ 73,48±0,52c 2,55±0,06c 1,21±0,09bc 2,67±0,06bc ++ 

CT2 1,0 0,0 80,78±0,97c 4,17±0,11b 1,64±0,16b 3,25±0,05c ++ 74,65±0,65c 2,39±0,09cd 1,01±0,02cd 2,74±0,10bc ++ 

CT3 1,5 0,0 80,71±0,82c 4,48±0,06b 1,74±0,05b 3,24±0,17c +++ 66,77±0,55d 1,56±0,07e 0,96±0,04c-e 2,44±0,12c ++ 

CT4 2,0 0,0 67,63±0,59e 1,87±0,14f 1,16±0,02de 2,67±0,05de ++ 40,86±1,49h 1,09±0,07gh 1,28±0,09bc 1,76±0,13de + 

CT5 0,0 0,5 80,41±1,06c 2,47±0,05d 1,38±0,02cd 2,85±0,06d ++ 66,73±1,04d 2,15±0,16d 1,44±0,07b 2,62±0,09bc ++ 

CT6 0,5 0,5 86,76±0,60b 4,29±0,27b 1,64±0,05b 3,84±0,07b ++ 95,68±1,28a 3,67±0,06a 2,00±0,18a 3,80±0,12a +++ 

CT7 1,0 0,5 100±0,00 a 4,95±0,19a 2,28±0,17a 4,10±0,17a +++ 81,69±1,33b 3,35±0,05b 1,41±0,09b 2,95±0,10b ++ 

CT8 1,5 0,5 79,67±1,21c 1,97±0,08ef 1,22±0,06de 2,55±0,06e ++ 61,95±2,30e 1,46±0,05ef 1,17±0,09b-d 1,88±0,14d + 

CT9 2,0 0,5 60,95±1,32f 1,28±0,09g 0,90±0,11f 2,76±0,04g ++ 53,40±1,29f 1,08±0,07gh 1,07±0,08cd 1,56±0,18de + 

CT10 0,0 1,0 73,12±1,53d 3,15±0,17c 1,27±0,04cd 2,85±0,05d ++ 66,75±1,57d 1,28±0,08fg 1,06±0,10cd 1,88±0,19d + 

CT11 0,5 1,0 86,40±1,45b 4,12±0,09b 1,63±0,01b 3,84±0,05b +++ 61,20±1,36e 1,14±0,16gh 1,07±0,15cd 1,93±0,22d + 

CT12 1,0 1,0 66,14±0,85e 1,77±0,14f 1,00±0,11ef 2,18±0,08f ++ 46,67±0,52g 0,89±0,08h 0,97±0,06c-e 1,39±0,09ef + 

CT13 1,5 1,0 53,40±1,77g 1,10±0,06g 0,85±0,05f 1,46±0,06h + 46,61±0,65g 0,61±0,02i 0,97±0,12c-e 1,11±0,14fg + 

CT14 2,0 1,0 46,56±1,12h 0,93±0,05g 0,57±0,03g 1,24±0,06h + 33,93±0,88i 0,45±0,01i 0,69±0,09 e 0,83±0,03 g + 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình 

mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

+: Chồi thấp, nhỏ yếu, có màu xanh vàng, ít lá hoặc chưa có lá. 

++: Chồi thấp, nhỏ yếu, có màu xanh, có lá nhỏ và ít. 

+++: Chồi cao, to khoẻ, có màu xanh đậm, lá nhiều và lớn. 
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3.2.2.2 Tái sinh chồi từ mô sẹo sau khi xử lý hoá chất 

 Mô sẹo xử lý bằng colchicine và DMS cấy trong môi trường dinh dưỡng có bổ sung chất 

kích thích BA và NAA, sau 8 tuần nuôi cấy kết quả đánh giá được thể hiện ở bảng 3.10. 

 Khả năng tái sinh chồi của mô sẹo xử lý bằng colchicine ở công thức đối chứng (ĐC) có 

tỷ lệ hình thành chồi 12,44 %, số chồi trung bình 0,64 chồi/mẫu, chiều cao chồi 0,56 cm, và có 

1,15 lá/chồi, chồi có đặc điểm nhỏ yếu, có màu xanh hơi vàng, ít lá. Khi môi trường được bổ sung 

chất điều hoà sinh trưởng thì tỷ lệ hình thành chồi cao hơn, trong số này công thức đạt kết quả tốt 

nhất là môi trường bổ sung 1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA (CT8) với kết quả về tỷ lệ hình thành 

chồi, số chồi, chiều cao chồi và số lá chồi thứ tự đạt là 70,29 %; 2,35 chồi/mẫu; 2,34 cm; 3,32 

lá/chồi, chồi có đặc điểm to khoẻ, có màu xanh đậm và chồi có nhiều lá. Với môi trường chỉ bổ 

sung BA từ 0,5 – 2 mg/L (CT1, 2, 3, 4) cho kết quả tỷ lệ hình thành chồi từ 21,86 – 60,05 %, số 

chồi hình thành đạt 1,47 – 1,81 chồi/mẫu, chiều cao chồi dao động từ 0,65 – 1,54 cm và có số lá 

từ 1,58 – 2,08 lá /chồi. Kết quả thí nghiệm này nhận thấy khi hàm lượng chất điều hoà sinh trưởng 

được bổ sung vào môi trường vượt quá 2 mg/L thì khả nẳng tái sinh chồi của mẫu bắt đầu giảm 

xuống như ở công thức thí nghiệm CT9 và CT13, CT14 (Bảng 3.10). 

 Khả năng tái sinh chồi của mô sẹo được xử lý bằng DMS khi môi trường không bổ sung 

chất điều hoà sinh trưởng (ĐC) là thấp nhất trong các công thức thí nghiệm với tỷ lệ tạo chồi đạt 

8,11 %; số chồi trung bình 0,58 chồi/mẫu; chiều cao chồi 0,50 cm và 1,11 lá/chồi, chồi có đặc 

điểm nhỏ yếu, màu xanh hơi vàng, lá hình thành ít. Hiệu quả tái sinh chồi được cải thiện khi môi 

trường có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng BA và NAA đơn lẻ hoặc kết hợp. Bổ sung đơn lẻ 

chất điều hoà sinh trưởng BA hoặc NAA ở các công thức CT1, 2, 3, 4, 5, 10 cho kết quả tỷ lệ tạo 

chồi dao động từ 18,98 – 60,05 %, số chồi đạt từ 1,05 – 1,81 chồi/mẫu, chiều cao từ 0,65 – 1,54 

cm và đạt số lá từ 1,22 – 2,08 lá/chồi. Khả năng tái sinh chồi tốt nhất được ghi nhận ở công thức 

thí nghiệm CT8, khi môi trường có bổ sung kết hợp 1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA với tỷ lệ hình 

thành chồi 65,29 %, số chồi 2,15 chồi/mẫu, chiều cao chồi 2,00 cm và số lá 2,76 lá/chồi, chồi to 

khoẻ, có màu xanh, sinh trưởng tốt. Khả năng tái sinh chồi của mẫu cũng bắt đầu kém đi khi hàm 
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lượng chất điều hoà sinh trưởng bổ sung vào môi trường vượt quá 2 mg/L ở các công thức CT9, 

CT13, CT14 (Bảng 3.10). 

Cho đến nay, có rất ít nghiên cứu về nuôi cấy in-vitro sử dụng DMS tác động vào giai 

đoạn mô sẹo hay protocorm để tạo đột biến. DMS được sử dụng tác động trực tiếp lên chồi 

ngủ hoặc hạt sau đó được trồng ở điều kiện ex-vitro. Theo Muniappan và cộng sự (2017), dùng 

đoạn đốt mầm cây lạc (Arachis hypogaea L.) được xử lý DMS với nồng độ 2 - 10 mM, và cấy 

vào môi trường tái sinh chồi, sau 45 ngày nuôi cấy môi trường bổ sung 12 mg/L BA và 1 mg/L 

IAA cho hiệu quả tái sinh chồi tốt nhất, với tỷ lệ tái sinh chồi 90,2 %, và số chồi đạt 17,33 

chồi/mẫu ở mẫu được xử lý DMS với nồng độ 6 mM [129]. 

 Khả năng tái sinh chồi của protocorm và mô sẹo được xử lý bằng colchicine cũng đã 

có những công bố trước đây. Khả năng tái sinh chồi được ghi nhận bởi Atichart (2013) trên lan 

D. chrysotoxum thì PLB đã xử lý colchicine nuôi cấy trên môi trường dinh dưỡng bổ sung 0 – 1 

mg/L NAA và 0 – 1 mg/L BA để tái sinh cây, kết quả cho thấy PLB được xử lý colchicine có khả 

năng tái sinh chồi cao từ 2,36 – 4,35 chồi/ mẫu [50]. Nghiên cứu của Aziz và cộng sự (2019) trên 

lan Phalaenopsis amabilis, cho khả năng tái sinh chồi từ protocorm đã được xử lý colchicine sau 

khi nuôi cấy 8 tuần trên môi trường dinh dưỡng có bổ sung 0-1 mg/L BA và 0-1 mg/L TDZ được 

ghi nhận là từ 2,5 – 9, 5 chồi /mẫu [52]. 

 

Hình 3.15. Ảnh hưởng của chất điều hoà 

sinh trưởng lên khả năng tái sinh chồi 

của mô sẹo đã xử lý hoá chất sau 8 tuần 

nuôi cấy. (A. Mô sẹo trên môi trường 

không sử dụng chất điều hoà sinh trưởng 

(ĐC); B. Mô sẹo xử lý colchicine trong 

môi trường có 1,5 mg/L BA và 1 mg/L 

NAA;  C. Mô sẹo xử lý colchicine trong môi trường có 1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L NAA; D. Mô sẹo 

xử lý colchicine trong môi trường có 2 mg/L BA và 1 mg/L NAA; E. Mô sẹo xử lý DMS trong môi 

trường có 2 mg/L BA và 1 mg/L NAA; F. Mô sẹo xử lý DMS trong môi trường có 1,5 mg/L BA và 

0,5 mg/L NAA; G. Mô sẹo xử lý DMS trong môi trường có 1,5 mg/L BA và 1 mg/L NAA; H. Mô 

sẹo xử lý DMS trong môi trường có 1,5 mg/L BA.) 
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Bảng 3.10. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi đột biến từ mô sẹo sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Chất điều 

hoà sinh 

trưởng 

(mg/L) 

Chỉ tiêu theo dõi 

Chồi đột biến do xử lý bằng colchicine Chồi đột biến do xử lý bằng dimethyl sulphate 

BA NAA 
Tỷ lệ tạo chồi 

(%) 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Số lá 

tb/chồi 

Đặc 

điểm 

chồi 

Tỷ lệ tạo 

chồi (%) 

Số 

chồi/mẫu 

chiều cao 

chồi (cm) 
Số lá/chồi 

Đặc 

điểm 

chồi 

ĐC 0,0 0,0 12,44±0,94j 0,64±0,06g 0,56±0,03g 1,15±0,05fg + 8,11±1,42i 0,58±0,03d 0,50±0,03d 1,11±0,03e + 

CT1 0,5 0,0 21,86±0,78hi 1,47±0,05c-f 0,65±0,05fg 1,58±0,04d-g + 17,52±1,12gh 1,20±0,23b-d 0,61±0,08cd 1,34±0,11de + 

CT2 1,0 0,0 26,48±0,50gh 1,57±0,06c-e 1,11±0,18c-g 1,75±0,05d-f + 21,81±1,30fg 1,50±0,09a-c 0,87±0,28b-d 1,75±0,23b-e ++ 

CT3 1,5 0,0 60,05±1,35c 1,81±0,19b-d 1,54±0,06b-d 2,08±0,17c-e ++ 55,28±2,55bc 1,81±0,19ab 1,20±0,33a-d 2,08±0,41a-d ++ 

CT4 2,0 0,0 44,96±2,24e 1,67±0,10b-e 1,30±0,12b-f 1,84±0,30d-f ++ 39,30±1,53d 1,50±0,07a-c 1,06±0,20b-d 1,44±0,17c-e ++ 

CT5 0,0 0,5 18,98±1,26i 1,27±0,12ef 1,08±0,18d-g 1,18±0,12fg + 13,98±1,26h 1,13±0,20b-d 0,94±0,16b-d 1,08±0,07e + 

CT6 0,5 0,5 28,76±1,20fg 1,49±0,11c-f 1,43±0,09b-e 1,51±0,27e-g + 22,76±1,57e-g 1,39±0,13bc 1,33±0,13a-d 1,31±0,17de ++ 

CT7 1,0 0,5 63,62±2,58bc 1,91±0,14bc 1,85±0,33ab 2,66±0,14bc +++ 58,62±2,58b 1,61±0,29a-c 1,72±0,40ab 2,42±0,24ab +++ 

CT8 1,5 0,5 70,29±0,83a 2,35±0,10a 2,34±0,12a 3,32±0,23a +++ 65,29±0,83a 2,15±0,29a 2,00±0,22a 2,76±0,24a +++ 

CT9 2,0 0,5 52,28±2,46d 1,85±0,11b-d 1,70±0,44a-d 2,26±0,32b-d ++ 52,28±2,46c 1,85±0,11ab 1,70±0,44ab 2,26±0,32a-c +++ 

CT10 0,0 1,0 23,12±1,53hi 1,05±0,08fg 0,77±0,15e-g 1,22±0,32fg + 18,47±1,24gh 1,11±0,25b-d 0,64±0,21cd 1,12±0,22e + 

CT11 0,5 1,0 33,73±2,50f 1,38±0,24d-f 1,63±0,01a-d 1,64±0,15d-g + 28,06±2,66e 1,05±0,20cd 1,33±0,34a-d 1,27±0,06de + 

CT12 1,0 1,0 41,47±2,07e 1,77±0,14b-d 1,67±0,39a-d 2,18±0,08b-e ++ 36,14±2,32d 1,54±0,26a-c 1,45±0,45a-c 1,85±0,26b-e ++ 

CT13 1,5 1,0 66,73±1,90ab 2,08±0,27ab 1,81±0,36a-c 2,79±0,33ab +++ 59,73±2,34ab 1,75±0,37a-c 1,55±0,31a-c 2,46±0,55ab +++ 

CT14 2,0 1,0 31,90±2,37f 1,06±0,13fg 0,69±0,11fg 1,04±0,21g + 25,23±2,70ef 1,39±0,25bc 0,63±0,16cd 1,24±0,30de + 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình 

mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

+: chồi thấp, nhỏ yếu, có màu xanh vàng, ít lá hoặc chưa có lá. 

++: chồi thấp, nhỏ yếu, có màu xanh, có lá nhỏ và ít. 

+++: chồi cao, to khoẻ, có màu xanh đậm, lá nhiều và lớn. 
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3.2.3 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng nhân chồi xử lý đột biến. 

 Những chồi tái sinh từ protocorm, mô sẹo đã được xử lý colchicine và DMS được cấy vào 

môi trường nhân nhanh có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng BA và IAA. Các chỉ tiêu đánh giá 

được ghi lại sau 8 tuần nuôi cấy kết quả được trình bày ở bảng 3.11. 

 Khả năng nhân chồi của chồi xử lý colchicine khi cấy trên môi trường không sử dụng chất 

kích thích sinh trưởng là tương đối thấp, với hệ số nhân chồi 2,14 lần; với 4,07 lá/chồi, chồi cao 

2,87 cm; đường kích thân chồi là 0,21 cm, chồi tương đối thấp, màu xanh vàng, ít lá, lá mảnh và 

nhỏ (ĐC). Trên môi trường có bổ sung kích thích sinh trưởng thì khả năng nhân chồi được cải 

thiện, khi chỉ bổ sung 1,5 mg/L BA đã cho thấy hiệu quả, với các kết quả tương ứng hệ số nhân 

chồi 2,73 lần; 3,37 lá/chồi; chồi cao 3,17 cm; đường kính thân chồi 0,31 cm (CT1). Môi trường 

dinh dưỡng được bổ sung đồng thời cả hai loại kích thích sinh trưởng thì hiệu quả nhân chồi tốt 

hơn. Ghi nhận kết quả tốt nhất ở môi trường được bổ sung 1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L IAA với hệ 

số nhân đạt được 4,47 lần; 5,27 lá/chồi; chiều cao chồi 5,55 cm; đường kính thân chồi đạt là 0,55 

cm, chồi to khoẻ, xanh tốt, xanh đậm và nhiều lá (CT4). Bổ sung IAA vào môi trường cao hoặc 

thấp hơn 0,5 mg/L đều cho tác dụng nhân chồi không cao bằng (CT2, CT3, CT5) hệ số nhân chồi 

chỉ dao động từ 2,28 – 3,34 lần (Bảng 3.11). 

Chồi xử lý bằng DMS có khả năng nhân nhanh chồi ở môi trường không có chất điều hoà 

sinh trưởng với hệ số nhân chồi 1,73 lần; chồi có số lá 2,33 lá, chiều cao 2,36 cm; đường kính 

thân chồi 0,18 cm (ĐC), với kết quả này kém hơn so với chồi được xử lý bằng colchicine. Môi 

trường được bổ sung thêm 1,5 mg/L BA có khả năng nhân nhanh tốt hơn so với đối chứng về hệ 

số nhân chồi 1,93 lần, số lá 3,00 lá, chiều cao chồi 2,84 cm, đường kính thân chồi 0,28 cm. Khả 

năng nhân nhanh chồi được cải thiện tốt hơn khi phối hợp hai loại kích thích sinh trưởng BA và 

IAA vào môi trường, cụ thể hệ số nhân chồi đạt từ 2,40 – 4,33 lần, số lá đạt 3,07-4,60 lá; chiều 

cao chồi đạt 2,8-3,48 cm; đường kính thân chồi dao động từ 0,33 – 0,50 cm, trong đó nghiệm thức 

tốt nhất là CT4 với môi trường bổ sung 1,5 mg/L BA và 0,5 mg/L IAA, chồi có đặc điểm cao to, 

khoẻ, có màu xanh tốt. 
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Bảng 3.11. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng nhân của chồi xử lý đột biến sau 8 tuần 

Công 

thức 

Chất điều hoà sinh 

trưởng (mg/L) 

Chỉ tiêu theo dõi 

Chồi xử lý colchicine Chồi xử lý dimethyl sulphate 

BA IAA 
Hệ số 

nhân chồi 
Số lá/chồi 

Chiều 

cao/chồi 

(cm) 

Đường 

kính thân 

chồi (cm) 

Đặc 

điểm 

chồi 

Hệ số 

nhân chồi 
Số lá/chồi 

Chiều 

cao/chồi 

(cm) 

Đường 

kính thân 

chồi (cm) 

Đặc 

điểm 

chồi 

ĐC 0,0 0,0 2,13±0,24c 4,07±0,18bc 2,87±0,10d 0,21±0,02d + 1,73±0,18d 2,33±0,13d 2,36±0,05d 0,18±0,02d + 

CT1 1,5 0,0 2,73±0,23bc 3,37±0,15cd 3,17±0,19d 0,31±0,03c + 1,93±0,18d 3,00±0,20c 2,84±0,07 c 0,28±0,03c ++ 

CT2 1,5 0,1 3,00±0,28b 4,40±0,25b 4,49±0,26b 0,37±0,02b +++ 2,40±0,21cd 3,07±0,18c 2,80±0,07c 0,33±0,02bc ++ 

CT3 1,5 0,3 3,40±0,21b 4,13±0,27bc 3,77±0,26c 0,40±0,02b +++ 3,27±0,18b 3,53±0,19bc 2,95±0,10bc 0,35±0,02bc +++ 

CT4 1,5 0,5 4,47±0,26a 5,27±0,18a 5,55±0,23a 0,55±0,02a ++++ 4,33±0,27a 4,60±0,24a 3,48±0,15a 0,50±0,02a ++++ 

CT5 1,5 0,7 2,80±0,22bc 3,40±0,13d 3,03±0,10d 0,39±0,02b ++ 2,93±0,31bc 3,80±0,17b 3,13±0,17 b 0,37±0,03b +++ 

Chú thích: Các chữ (a, b, c…) khác nhau trên cùng một cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

+: Chồi thấp, nhỏ yếu, màu xanh vàng, ít lá, lá mảnh, nhỏ.; ++: Chồi cao trung bình, cây nhỏ yếu, có màu xanh nhạt, lá mảnh, nhỏ.; 

+++: Chồi cao, khoẻ, có màu xanh, lá dày.; ++++: Chồi cao, to khoẻ, có màu xanh đậm, lá nhiều và dày. 

 

Hình 3.16. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng lên khả 

năng nhân chồi đã xử lý hoá chất.  

(A. chồi xử lý hoá chất trong môi trường không bổ sung chất 

điều hoà sinh trưởng (ĐC);  B. Chồi xử lý colchicine trong môi 

trường có 1,5 mg/L BA và 0,3 mg/L IAA; C. chồi xử lý 

colchicine trong môi trường có 1,5 mg/L BA và 0,1 mg/L IAA; 

D. chồi xử lý colchicine trong môi trường có 1,5 mg/L BA và 

0,5 mg/L IAA; E. chồi xử lý DMS trong môi trường có 1,5 mg/L 

BA và 0,7 mg/L IAA; F. chồi xử lý DMS trong môi trường có 

1,5 mg/L BA ; G. chồi xử lý DMS trong môi trường có 1,5 mg/L 

BA và 0,5 mg/L IAA;  H. chồi xử lý DMS trong môi trường có 

1,5 mg/L BA và 0,3 mg/L IAA.) 
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3.2.4 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tạo rễ của chồi đột biến 

 Những chồi đạt tiêu chuẩn có 4-5 lá và cao từ 3-4 cm được lựa chọn để thử nghiệm. Chồi 

được lựa chọn có 2 loại đó là chồi được xử lý bằng colchicine và chồi xử lý bằng DMS. Các chỉ 

tiêu được theo dõi sau 8 tuần nuôi cấy được trình bày ở bảng 3.12, bảng 3.13. 

Bảng 3.12. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng ra rễ của chồi đột biến 

xử lý bằng colchicine sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Nồng 

độ 

NAA 

(mg/L) 

Chỉ tiêu theo dõi Đặc 

điểm 

của 

rễ và 

chồi 

Tỷ lệ chồi 

ra rễ (%) 

Số rễ/chồi Chiều dài 

của rễ 

(cm) 

Chiều 

cao của 

cây (cm) 

Số lá/cây 

ĐC 0 87,29±1,41c 3,53±0,46bc 1,51±0,21d 3,47±0,07d 4,53±0,27bc + 

CT1 0,1 91,19±1,21b 3,97±0,29bc 2,42±0,17c 3,96±0,17c 4,79±0,23bc ++ 

CT2 0,3 93,82±0,92b 4,07±0,38b 3,02±0,31bc 4,19±0,12c 5,07±0,25b +++ 

CT3 0,5 100±0,00a 4,47±0,24b 3,25±0,18b 4,71±0,12b 5,00±0,20b +++ 

CT4 0,7 100±0,00a 5,73±0,25a 4,54±0,18a 5,81±0,21a 6,27±0,23a ++++ 

CT5 1 81,71±1,15d 2,93±0,48c 2,53±0,36bc 4,21±0,11c 4,20±0,15c + 
Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

+: rễ ít, nhỏ, ngắn, có màu trắng, cây xanh hơi vàng, nhỏ, lá mảnh. 

++: số lượng rễ trung bình, ngắn, nhỏ, rễ có màu trắng, cây lá xanh, lá dày. 

+++: rễ nhiều, dài nhưng nhỏ yếu, có màu trắng xanh, cây lá xanh, lá dày. 

++++: rễ nhiều, dài to mập, rễ có màu trắng xanh, cây lá xanh đậm, lá dày, dài. 

Khả năng ra rễ của chồi Giả hạc tím Huế đã được xử lý colchicine là rất tốt, tỷ lệ ra rễ 

thấp nhất đạt 81,71 %, với số rễ trung bình 2,93 rễ/chồi, chiều dài trung bình của rễ đạt là 2,53 

cm, chồi đạt chiều cao 4,21 cm (CT5). Khả năng ra rễ đạt tốt nhất ở công thức thí nghiệm CT4 

khi bổ sung vao môi trường 0,7 mg/L NAA với tỷ lệ ra rễ đạt 100 %, số rễ trung bình 5,73 

rễ/chồi, chiều dài rễ đạt 4,54 cm, chiều cao của chồi đạt 5,81 cm, có 6,27 lá/chồi, rễ to mập, có 

màu trắng xanh, có nhiều tơ lông bao phủ, cây xanh tốt, nhiều lá, xanh to khoẻ. Các thí nghiệm 

đều cho kết quả rất tốt kể cả công thức đối chứng khi không dùng chất điều hoà sinh trưởng bổ 

sung vào môi trường với kết quả được ghi nhận là tỷ lệ ra rễ đạt 87,29 %, số rễ đạt được 3,53 

rễ/chồi, chiều dài của rễ đạt 1,51 cm, chiều cao cây là 3,47 cm và có 4,53 lá/cây (Bảng 3.12). 
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Hình 3.17.1 Ảnh hưởng của NAA đến khả năng ra rễ của chồi được xử lý bằng colchicine sau 

8 tuần nuôi cấy. 

Bảng 3.13. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng ra rễ của chồi đột biến 

xử lý bằng DMS sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Nồng 

độ 

NAA 

(mg/L) 

Chỉ tiêu theo dõi Đặc 

điểm 

của rễ 

và chồi 

Tỷ lệ chồi 

ra rễ (%) 

Số rễ/chồi Chiều dài 

của rễ 

(cm) 

Chiều cao 

của chồi 

Số lá/chồi 

ĐC 0,0 73,63±1,08e 2,20±0,28d 1,05±0,20d 2,25±0,05d 4,07±0,21b + 

CT1 0,1 80,04±2,23d 2,23±0,27d 1,68±0,30c 3,52±0,07cd 4,07±0,21b + 

CT2 0,3 86,86±0,95c 3,07±0,23c 2,47±0,20b 3,68±0,10bc 4,37±0,26b ++ 

CT3 0,5 93,79±0,93b 3,60±0,39bc 3,37±0,13a 3,81±0,13bc 5,13±0,21a +++ 

CT4 0,7 100±0,00a 4,67±0,27a 3,73±0,22a 4,47±0,19a 5,60±0,16a ++++ 

CT5 1,0 95,78±1,54b 4,13±0,26ab 3,27±0,15a 4,05±0,17b 3,87±0,19b ++ 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a,b,c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống 

kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s test.  +: rễ ít, nhỏ, ngắn, có màu trắng, cây xanh 

hơi vàng, nhỏ, lá mảnh. ++: số lượng rễ trung bình, ngắn, nhỏ, rễ có màu trắng, cây lá xanh, lá 

dày. +++: rễ nhiều, dài nhưng nhỏ yếu, có màu trắng xanh, cây lá xanh, lá dày. ++++: rễ nhiều, 

dài to mập, rễ có màu trắng xanh, cây lá xanh đậm, lá dày, dài. 

Khả năng ra rễ của chồi được xử lý bằng DMS ở môi trường không có bổ sung kích thích 

sinh trưởng NAA có tỷ lệ ra rễ đạt 73,63 % có số rễ đạt 2,20 rễ/chồi, chiều dài rễ đạt 1,05 cm, chiêu 

cao của cây hoàn chỉnh 2,25 cm và có 4,07 lá/cây (ĐC), rễ nhỏ, ngắn, có màu trắng hơi xanh, cây 

màu xanh hơi vàng, thân nhỏ, lá mảnh. Khả năng ra rễ đạt hiệu quả tốt nhất là CT4 với môi trường 

dinh dưỡng được bổ sung là 0,7 mg/L NAA, kết quả tỷ lệ ra rễ, số rễ, chiều dài rễ, chiều cao cây, 

số lá cây tương ứng là 100 %; 4,67 rễ/chồi; 3,73 cm; 4,47 cm; 5,60 lá cây, rễ có đặc điểm to mập, 
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có màu trắng xanh, có nhiều tơ lông bao quanh, thân chồi xanh tốt. Bổ sung hàm lượng NAA ít 

hơn hay nhiều hơn 0,7 mg/L đều có hiệu quả không tốt bằng (Bảng 3.13).  

 

Hình 3.17.2 Ảnh hưởng của NAA đến khả năng ra rễ của chồi được xử lý bằng DMS sau 8 

tuần nuôi cấy. 

Nghiên cứu của Srivastava và cộng sự (2018) trên lan Aerides crispa Lindl., tác giả dùng 

colchicine, EMS và tia gama xử lý đột biến, chồi tạo ra nuôi cấy trên môi trường dinh dưỡng có 

bổ sung 8,88 μM BA và 2,45 μM IBA, sau 120 ngày đã ghi nhận khả năng ra rễ của lan này là 

100% chồi có rễ và chiều dài rễ từ 0,5 – 2,3 cm [166]. Khả năng ra rễ của chồi đột biến cũng được 

ghi nhận trong nghiên cứu của Aziz và cộng sự (2019) trên chồi lan Phalaenopsis amabilis được 

xử lý colchicine và nuôi cấy trên môi trường có bổ sung TDZ và BA với nồng độ 0 - 1 mg/L, 

sau 8 tuần nuôi cấy số rễ mỗi chồi có được từ 2 – 10 rễ/chồi, và tất cả các chồi thí nghiệm đều 

có rễ [52]. Theo công bố của Lê Thiên Vinh và cộng sự (2022), khả năng ra rễ của chồi lan D. 

anosmum đột biến tự nhiên là rất tốt trên môi trường có bổ sung 1 mg/L IBA hoặc 1 mg/L NAA 

với tỷ lệ ra rể đạt 97,08-99,06 %, số rễ là từ 7,73-8,53 rễ/chồi [45]. 

Như vậy, từ kết quả nghiên cứu và các công bố trước đây đã cho thấy khả năng ra rễ của 

cây lan con Giả hạc (D. anosmum) in-vitro là rất cao, đặc biệt là khi môi trường nuôi cấy có bổ 

sung thêm chất điều hoà sinh trưởng và NAA là chất phù hợp cho lan này.  

3.3. Đánh giá đặc điểm hình thái/di truyền của các dòng lan đột biến 

Từ kết quả thí nghiệm tạo dòng đột biến, đã lựa chọn ra một số dòng triển vọng để đánh 

giá sâu hơn về những biến đổi hình thái, đa dạng di truyền. Nghiên cứu lựa chọn 1 dòng tạo ra 

từ mô sẹo không xử lý hoá chất, 27 dòng tạo ra từ protocorm hoặc mô sẹo có xử lý hoá chất 

đột biến và 6 dòng tạo ra từ gieo hạt in-vitro không xử lý hoá chất đột biến  (Phụ lục 15). Thu 
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lấy mẫu protocorm, mô sẹo, thân, lá, rễ của những dòng lan đột biến để quan sát đặc điểm, hình 

thái bên ngoài (hình dạng, màu sắc, kích thước), đặc điểm tế bào.  

3.3.1. Đặc điểm hình thái của cây đột biến 

Các mẫu được xử lý colchicine và DMS có xuất hiện những biến dị hình thái từ giai đoạn 

đầu tiên (mô sẹo, protocorm) sau 6-8 tuần nuôi cấy. Mẫu biến dị này lựa chọn và làm nguyên 

liệu nhân giống. Các đặc điểm biến dị khác với cây đối chứng về thân, lá, rễ và hoa được mô 

tả lại, đây là một trong những chỉ tiêu để đánh giá mức độ đột biến và nhận dạng những dòng 

này. Kết quả được thể hiện chi tết qua bảng Bảng 3.14. 

 

Hình 3.18. Một số hình dạng bất thường của protocorm xử lý hoá chất. (A. không xử lý 

hoá chất; B. Xử lý colchicine 50 ppm trong 2 giờ; C. Xử lý colchicine 50 ppm trong 4 giờ; D. 

Xử lý colchicine 100 ppm trong 2 giờ;E. Xử lý colchicine 100 ppm trong 4 giờ;F. Xử lý 

colchicine 200 ppm trong 2 giờ; G. Xử lý colchicine 200 ppm trong 4 giờ; H. Xử lý colchicine 

200 ppm trong 6 giờ; I. Xử lý colchicine 400 ppm trong 2 giờ ;J. Xử lý colchicine 400 ppm 
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trong 4 giờ; K. Xử lý colchicine 400 ppm trong 6 giờ; L. Xử lý DMS 50 ppm trong 2 giờ; M. 

Xử lý DMS 50 ppm trong 4 giờ; N. Xử lý DMS 50 ppm trong 6 giờ; O. Xử lý DMS 100 ppm 

trong 2 giờ; P. Xử lý DMS 100 ppm trong 4 giờ; Q. Xử lý DMS 100 ppm trong 6 giờ; R. Xử lý 

DMS 200 ppm trong 2 giờ; S. Xử lý DMS 200 ppm trong 4 giờ; T. Xử lý DMS 200 ppm trong 

6 giờ; U. Xử lý DMS 400 ppm trong 2 giờ; W. Xử lý DMS 400 ppm trong 4 giờ; X. Xử lý 

colchicine 50 ppm trong 6 giờ.) 

Đối với protocorm có những hình thái biến dị xuất hiện như thay vì có màu xanh như đối 

chứng thì xuất hiện một số protocorm có màu trắng, vàng tuy nhiên hình thái này bị chết sau 8 

tuần nuôi cấy. Kích thước protocorm được xử lý bằng colchicine lớn hơn so với protocorm xử 

lý bằng DMS và đối chứng. Hình dạng cũng thay đổi nhiều, không còn giữ hình dạng bầu tròn 

như protocorm đối chứng, lá mầm bị xoắn, sần xù. Quá trình tăng sinh tạo ra các thể giống 

PLBs không đồng đều, phát triển toả tròn ra xung quanh, hình thành nên khối hình dạng không 

ổn định (Bảng 3.14, Hình 3.18). 

 

Hình 3.19. Một số hình dạng bất thường của mô sẹo xử lý hoá chất. (A. Không xử lý hoá chất; 

B. Xử lý colchicine 50 ppm trong 2 giờ; C. Xử lý colchicine 50 ppm trong 4 giờ; D. Xử lý 
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colchicine 50 ppm trong 6 giờ; E. Xử lý colchicine 100 ppm trong 2 giờ; F. Xử lý colchicine 

100 ppm trong 4 giờ; G. Xử lý colchicine 100 ppm trong 8 giờ; H. Xử lý colchicine 200 ppm 

trong 2 giờ; I. Xử lý colchicine 200 ppm trong 4 giờ; J. Xử lý colchicine 200 ppm trong 8 giờ; 

K. Xử lý colchicine 400 ppm trong 2 giờ; L. Xử lý colchicine 400 ppm trong 4 giờ; M. Xử lý 

DMS 50 ppm trong 4 giờ; N. Xử lý DMS 50 ppm trong 8 giờ; O. Xử lý DMS 50 ppm trong 10 

giờ; P. Xử lý DMS 100 ppm trong 2 giờ; Q. Xử lý DMS 100 ppm trong 4 giờ; R. Xử lý DMS 

100 ppm trong 6 giờ; S. Xử lý DMS 200 ppm trong 2 giờ; T. Xử lý DMS 200 ppm trong 4 giờ; 

U. Xử lý DMS 200 ppm trong 6 giờ ; W. Xử lý DMS 400 ppm trong 2 giờ; X.  Xử lý DMS 400 

ppm trong 4 giờ.) 

Tương tự như protocorm thì mô sẹo sau khi được xử lý bằng colchicine và DMS sau 

thời gian nuôi cấy 3- 4 tuần cũng xuất hiện các hình thái khác với đối chứng như thay đổi về 

màu sắc, có màu trắng, vàng, nâu những mô sẹo này cũng bắt đầu chết ở tuần thứ 4-5. Quá 

trình sinh trưởng ở một số mô sẹo có xuất hiện các phiến mỏng, màu trắng hơi xanh bao bên 

ngoài, các phiến này uốn lượn và gấp khúc, và nó không có khả năng phát triển thành chồi, sẽ 

úa vàng, chết sau đó 1-2 tuần. Những mô sẹo này phát triển có lá mầm to và dày hơn so với 

đối chứng, có màu xanh lá đậm (Bảng 3.14, hình 3.19). 

Từ các mô sẹo, protocorm và PLB biến dị này có mầm chồi phát triển thành chồi, những 

chồi này có những biểu hiện ngoại hình khác so với chồi đối chứng không xử lý hoá chất. 

Những đặc điểm khác này chủ yếu tập trung vào hình dạng, màu sắc, kích thước của lá và thân 

của chồi. (Bảng 3.14, hình 3.20). 

Số lượng chồi biến dị tạo ra tương đối lớn, tuy nhiên để phát triển thành cây hoàn chỉnh 

lại chiếm số lượng thấp. Những chồi “bạch tạng”, chồi có lá ngắn và bề mặt xù xì bị chết sau 

khi cấy sang môi trường nhân nhanh hoặc ra rễ, một số chồi khác lại phát triển chậm sau tuần 

thứ 8 nuôi cấy, lá chồi bắt đầu úa héo, chồi bước vào trạng thái thắt ngọn và các mầm ngủ ở 

thân bắt đầu phát triển. (Bảng 3.14, hình 3.20). 
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Hình 3.20. Hình thái chồi tái sinh từ mô sẹo và protocorm xử lý hoá chất.(A. Chồi không xử lý 

hoá chất; B. Chồi từ mô sẹo xử lý cochicine 50 ppm trong 2 giờ; C. Chồi từ protocorm xử lý 

DMS 50 ppm trong 2 giờ; D. Chồi từ mô sẹo xử lý cochicine 50 ppm trong 4 giờ; E. Chồi từ 

mô sẹo xử lý cochicine 50 ppm trong 8 giờ; F. Chồi từ mô sẹo xử lý cochicine 200 ppm trong 

6 giờ ; G. Chồi từ mô sẹo xử lý DMS 100 ppm trong 4 giờ; H. Chồi từ mô sẹo xử lý DMS 100 

ppm trong 8 giờ; I. Chồi từ mô sẹo xử lý cochicine 200 ppm trong 2 giờ; J. Chồi từ mô sẹo xử 

lý cochicine 400 ppm trong 2 giờ; K. Chồi từ mô sẹo xử lý cochicine 100 ppm trong 4 giờ; L. 

Chồi từ mô sẹo xử lý cochicine 400 ppm trong 4 giờ; M. Chồi từ mô sẹo xử lý cochicine 100 

ppm trong 6 giờ; N. Chồi từ mô sẹo xử lý DMS 200 ppm trong 2 giờ; O. Chồi từ mô sẹo xử lý 

cochicine 50 ppm trong 10 giờ; P. Chồi từ mô sẹo xử lý DMS 50 ppm trong 8 giờ, Q. Chồi từ 

protocorm xử lý DMS 100 ppm trong 4 giờ; R. Chồi từ protocorm xử lý DMS 200 ppm trong 4 

giờ; S. Chồi từ protocorm xử lý cochicine 50 ppm trong 4 giờ; T; U. Chồi từ protocorm xử lý 

DMS 200 ppm trong 6 giờ; W. Chồi từ mô sẹo xử lý DMS 100 ppm trong 6 giờ.) 
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Bảng 3.14. Một số đặc điểm hình thái của mẫu được xử lý hoá chất và mẫu đối chứng 

Mẫu xử lý 
Đặc 

điểm 

Giai đoạn/bộ phận 
Ghi chú 

Protocorm/ mô sẹo Chồi Lá Thân Rễ Hoa 

Đối chứng Hình 

dạng 

Protocorm có dạng tròn. Mô 

sẹo co dạng khối, hơi tròn,bề 

mặt hơi phẳng đều, bên trong 

đặc và mộng nước. 

Lên thẳng, thuôn 

dài 

Hình mũi mát 

nhọn, thuôn dài 

Dạng trụ tròn, các 

đốt đều nhau. 

Dạng trụ tròn,có 

lớp lông trắng phủ 

bên ngoài. 

khuôn hoa hình sao, đều, 

cân đối, hương thơm dịu 

Hình dạng ổn định, 

sự sai khác ở các mẫu 

rất ít. 

Màu 

sắc 

Protocorm có màu xanh lá. 

Mô sẹo Màu xanh lá nhạt có 

hơi vàng, phần mới hình 

thành có máu xanh trắng.  

Có màu xanh lá, 

phần gốc hơi trắng 
Có màu xanh Có màu xanh lá 

Màu xanh, gần 

phần đầu rễ có 

màu xanh nhạc 

hoặc trắng 

Màu tím hồng, tím nhạt, 

cánh có viền tím.  

Ít có sự thay đổi. 

Kích 

thước 

Protocorm: Đồng đều, 

đường kính 1-1,5 mm. 

Mô sẹo: 0,5-1 cm 

Nhỏ, cao 1-2 cm, 

đường kính 0,2-0,4 

cm 

Lá dài 1-1,5cm, 

rộng 0,2-0,3 cm 

Cao 4-5 cm, đường 

kính từ 0,3-0,4 cm, 

và có 4-5 đốt 

Có đường kính 

0,3-1.5 mm, dài 2-

4 cm 

Đường kính hoa 8-11cm 

Hoa quan sát ở cây 3-

4 năm tuổi 

Colchicine Hình 

dạng 

Không ổn định, dạng 

khối,dạng tấm, bề mặt sần 

xù. Bên trong đặc một số 

trường hợp là xốp, có khoang 

trống. 

Có nhiều hình 

dạng: hơi dẹp, tròn 

bị soắn. 

Không ổn định, 

nhiều biến đổi 

dạng soắn, lá dày, 

bề mặt bóng, một 

số có sẻ thuỳ ở 

chóp lá 

Dạng trụ tròn, đốt 

thưa, nhưng không 

đều nhau, một số ít 

có đốt ngắn và phình 

to. 

To, đầu rễ bóng, 

mọng nước, có lớp 

lông phủ bên 

ngoài, rễ xuất hiện 

sớm. 

Khuôn hoa hình sao, cân 

đối. cánh hoa thuôn dài và 

nhọn, hương thơm hơi 

nồng gắt. 

Có sự biến đổi nhiều 

và không ổn định. 

Màu 

sắc 

Có nhiều dạng màu sắc như 

xanh lá, hơi vàng, trắng, 

vàng, nâu 

Màu xanh dậm 

hoặc nhạt, có chồi 

màu trắng hoặc 

màu tím, một số có 

màu hơi vàng 

Xanh đậm hoặc 

nhạt, và có cả 

màu trắng màu 

tím. Một số có 

màu hơi vàng. 

Có màu xanh lá, một 

số trường hợp có 

màu trắng xanh hoặc 

màu hơi tím 

Màu xanh hơi 

trắng. 

Có nhiều biến đổi như 

màu tím hồng, hồng hơi 

trắng, viền tím cánh hoa 

rộng hơn và màu nhạt 

hơn, hoặc không còn. một 

số hoa có đốm tím đậm 

trên cánh. 

Mô sẹo/ protocorm 

có màu trắng, vàng 

hoặc nâu đều bị chết 

sau khi cấy chuyền, 

chồi có màu này cũng 

vậy.  

Kích 

thước 

Không đồng đều, 0,5-1,5 cm Thường lớn, cao từ 

1-3cm, đường kính 

0,3-0,6 cm 

Dài 1,5-2cm, 

rộng 0,3-0,5 cm 

Cao 4-6 cm, đường 

kính 0,3-0,6 cm và 

có 4-5 đốt 

Dài 3-5 cm. đường 

kính 1-1,5 mm. 

Đường kính mặt hoa 9-13 

cm 

Các mẫu có sự biến 

động lớn. 

DMS Hình 

dạng 

Không ổn định, dạng 

khối,dạng tấm, bề mặt sần 

xù. Bên trong đặc, mọng 

nước, một số có phiến mỏng 

bao quanh. 

Thường ngắn, có 

dạng tròn hoặc hơi 

dẹp, một số bị soắn 

cuộn. 

Bề mặt sần xù, lá 

dày, đầu lá hơi bo 

tròn, một số lá 

cuộn tròn dạng 

ống. 

Dạng trụ tròn, thân 

thường ngắn, nhiều 

đốt, phình to, thân có 

nhiều mầm phát 

triển chồi. 

To, đầu rễ bóng, 

bề mặt hơi khô, có 

lớp lông trắng phủ 

bên ngoài 

Cơ bản hoa vẫn hình sao 

nhưng không đều, một số 

trường hợp hoa bị biến 

dạng, cánh soắn hoặc 

cuộn lại, hương thơm dịu. 

Có sự biến đổi nhiều 

và không ổn định. 

Màu 

sắc 

Có màu xanh nhạt, hoặc màu 

xanh hơi vàng hoặc nâu. 

Có màu xanh đậm 

hoặc màu hơi ngã 

vàng. 

Màu xanh đậm 

hoặc hơi ngã 

vàng 

Màu xanh đậm hoặc 

hơi ngã vàng 

Màu xanh hơi 

trắng hoặc vàng 

nhạt 

Mà tím hồng, hoặc hồng 

nhạt 

Thay đổi nhiều về độ 

đậm nhạc của màu 

sắc. 

Kích 

thước 

Không đồng đều, 0,5-1 cm cao 1-2 cm, đường 

kính 0,3-0,5 cm 

Dài 1-1,5cm, 

rộng 0,3-0,5cm 

Cao 3-5 cm đường 

kính 0,3-0,6 cm 

Dài 3-4cm. đường 

kính 1-1,5 mm. 

Đường kính hoa 8-9 cm Tương đối ổn định. 
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Hình 3.21. Hình thái biến dị mặt hoa của một số dòng đột biến.  (A. Hoa cây đối chứng; B. 

Hoa nhỏ, cánh hoa dày của dòng M14; C. Hoa có cánh hoa thuôn dài của dòng  HX4; D. Hoa 

bị biến dạng của dòng M11; E. Hoa có kích thước lớn của dòng M2; F. Cây không ra hoa, có 

lên mầm gốc; G. Hoa có đốm tím trên cánh hoa của dòng M5; H. Hoa bị biến dạng dòng M9; 

I. Hoa có kích thước lớn của dòng M8; J. Cây không ra hoa, có chồi phát triển; K. Hoa có 

đốm tím trên cánh hoa của dòng M7; L. Hoa có cánh hoa thuôn dài của dòng M17) 

Ngoài các đặc điểm hình thái cơ quan sinh dưỡng biến đổi khác với cây đối chứng. Một 

điểm khác biệt rất quan trọng cũng xuất hiện đó là những thay đổi về màu sắc, hình dạng và 

kích thước của hoa. Trong 28 dòng đột biến được lựa chọn nhân giống và trồng thử nghiệm ở 

vườn đã có 11 dòng cho ra hoa, với mặt hoa có đặc điểm khác với hoa của cây ban đầu. Có 2 

dòng M9, M11 có hoa xuất hiện cánh hoa bị biến dạng, làm cho cánh hoa bị uốn xoắn cong lại, 

sắc tím của hoa nhạt, mắt hoa không phân biệt rõ. Dòng M17, M8, M2 ra hoa có kích thước to 

nhưng màu sắc nhạt hơn so với hoa cây đối chứng, viền tím ở cánh hoa cũng không còn xuất 

hiện. Hoa của dòng M5, M7 có màu hoa bị biến đổi, viền tím ở cánh hoa không còn xuất hiện, 

cánh hoa còn xuất hiện những đốm nhỏ màu tím, mắt hoa cũng không thấy rõ. Có 2 dòng HX4, 

HX5 hoa có cánh hoa trở nên thuôn, dài hơn và không còn căng bóng như hoa cây đối chứng. 
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Hoa của dòng M14 có kích thước nhỏ, nhưng cánh hoa trở nên dày, giòn, bẻ rất dễ gãy. Ngoài 

ra còn có hoa của dòng M16 cánh hoa mỏng, màu hoa nhạc, viền tím cánh hoa không còn, mắt 

hoa cũng không phân biệt rõ, màu mắt hoá lại đậm hơn (Bảng 3.14, hình 3.21). 

Nghiên cứu của Zhang và Gao (2020), về tạo cây tứ bội in-vitro từ protocorm ở loài D. 

offcinale, có kết luận các đặc điểm kiểu hình của cây con lưỡng bội và tứ bội có sự khác biệt. 

Cây tứ bội thể hiện sự khác biệt ở một số đặc điểm kiểu hình như chiều cao cây con, chiều dài 

lá và chiều dài rễ là lớn hơn so với cây con lưỡng bội. Các đặc điểm đường kính thân, đường 

kính rễ, kích thước hoa ở cây tứ bội lớn hơn nhiều so với cây lưỡng bội. Tuy nhiên, số lá, chiều 

rộng lá, số đốt thân, chiều dài đốt, số rễ, kích thước lá, chiều dài trụ hoa là tương tự nhau giữa 

hai thể [188]. Một nghiên cứu khác của Srivastava và cộng sự (2018), tạo đột biến in-vitro lan 

Aerides crispa Lindl bằng colchicine, EMS và bức xạ gamma, kết quả nghiên cứu tạo ra các 

dòng biến dị về hình dạng lá, màu sắc, sọc trắng, độ dày, chiều dài, rộng cũng như chiều dài và 

độ dày của rễ [166]. 

3.3.2. Đặc điểm tế bào cây đột biến 

3.3.2.1. Đặc điểm tế bào biểu mô lá, thân và rễ 

 Thực hiện làm tiêu bản quan sát tế bào đỉnh sinh trưởng, thân non, đầu rễ và biểu mô lá 

của các mẫu thí nghiệm. Đỉnh sinh trưởng ở các mẫu đối chứng, xử lý colchicine và xử lý DMS 

về hình thái có sự biến đổi khác nhau, đỉnh sinh trưởng xử lý colchicine có tế bào kích thước 

lớn, sắp xếp rời rạc, không theo hệ thống. Đối với đỉnh sinh trưởng xử lý DMS có hình dạng 

không ổn định, tế bào có xu hướng kéo dài. Mẫu đối chứng có màu xanh đậm, tế bào xếp chặt 

chẽ, hình dạng tròn và ổn định hơn, ít có sự thay đổi (Hình 3.22). Kết quả này cho thấy 

colchicine và DMS đã có tác động đến cấu trúc mô, tế bào dẫn đến các thay đổi về hình dạng, 

trật tự sắp xếp và kích thước tế bào. 

Quan sát mặt cắt ngang phiến lá của các mẫu thí nghiệm nhận thấy phiến lá của cây đột 

biến bằng colchicine và DMS là dày hơn so với cây không được xử lý, đặc biệt ở mẫu lá xử lý 

colchicine có tế bào lớn, lớp tế bào ngoài cùng của lá rất dày và lá có nhiều mạch dẫn, chiều 

dày của phiến lá của những mẫu xử lý bằng colchicine dao động trong khoảng 0,81 mm đến 

0,97 mm, đạt cao nhất là ở mẫu M17 (0,97 mm) (Bảng P12-3.11 phụ lục 12 , hình 3.23B, 3.24). 
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Hình 3.22. Đỉnh sinh trưởng của lan Giả hạc tím Huế được quan sát dưới kính hiển vi.  

A. Mẫu đối chứng không xử lý hoá chất; B. mẫu xử lý colchicine nồng độ 100 ppm trong thời 

gian 10 giờ (M17); C Mẫu xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ (M9). 

Ở mẫu lá của cây xử lý DMS không thấy rõ mạch dẫn, lá có màu xanh đậm, các tế bào 

có xu hướng kéo dài, điều này khác với mẫu không xử lý và mẫu xử lý bằng colchicine. Chiều 

dày phiến lá mẫu xử lý bằng DMS đạt từ 0,68 mm đến 0,78 mm, cao nhất là ở mẫu M9 (0,78 

mm) (Bảng P13-3.5 phụ lục 13, hình 3.23C, 3.24). So với lá của cây đối chứng các lớp tế bào 

đều nhau, tế bào biểu bì hình dạng như nhau, dạng hình tròn, phiến lá mỏng dần về hai bên 

mép, chiều dày của phiến lá đạt là 0,69 mm, lượng diệp lục phân bố đều hai bên mặt lá (Bảng 

P12-3.11 phụ lục 12, hình 3.23A, 3.24).  

 

Hình 3.23. Mặt cắt ngang của 

phiến lá lan Giả hạc tím Huế 

sau 3 tháng nuôi cấy tái sinh 

chồi. 

A: Lá đối chứng không xử lý 

hoá chất; B: mẫu xử lý 

colchicine nồng độ 100 ppm 

trong thời gian 10 giờ (M17) ; 

C:  Mẫu xử lý DMS nồng độ 50 

ppm trong 4 giờ (M9). 
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Hình 3.24: Biểu đồ bề dày của phiến lá lan Giả hạc tím Huế sau 3 tháng nuôi cấy tái 

sinh chồi. (Các chữ cái khác nhau (a, b, c… trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test)) 

Các tế bào biểu mô lá quan sát từ mẫu xử lý bằng colchicine có kích thước lớn với chiều 

dài từ 29,44 - 33,06 μm; chiều rộng các tế bào là từ 14,94 - 18,49 μm, thành tế bào dày, nhân 

tế bào lớn đường kính nhân từ 4,87 - 5,83 μm; tế bào sắp xếp không trật tự, hình dạng tế bào 

có sự biến đổi không ổn định (Bảng P12-3.11 phụ lục 12, hình 3.25; 3.26B) điều này khác với 

các tế bào mẫu đối chứng có kích thước tế bào trung bình có chiều dài 28,62 μm, chiều rộng 

16,02 μm, đường kính nhân 3,84 μm (Bảng P12-3.11 phụ lục 12, hình 3.25; 3.26A). Mẫu được 

xử lý bằng DMS, các tế bào có sự thay đổi lớn về hình dạng và trật tự sắp xếp, kích thước tế 

bào không thay đổi nhiều so với đối chứng, chiều dài tế bào từ 24,64 - 27,60 μm, chiều rộng tế 

bào từ 10,71 - 13,27 μm, tế bào có thành tế bào dày, đường kính nhân từ 2,55 - 3,88 μm (Bảng 

P12-3.11 phụ lục 12, hình 3.25; 3.26C). Kết quả cho thấy Colchicine và DMS đã tác động làm 

thay cấu trúc, hình dạng, kích thước tế bào biểu mô lá, từ đó dẫn đến những thay đổi về hình 

thái lá lan Giả hạc tím Huế. 

gh

a

c-h e-h

a-c

b-h

a-f a-d
b-g

g e-h gh
e-h

a-e a-d

d-h

a-c c-c

a-d

a-d a-c

e-h

e-h
e-h

e-h
f-h

d-h

ab

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4
B

ề 
d

à
y

 p
h

iế
n

 l
á
 (

m
m

)

Mẫu thí nghiệm

bề dày phiến lá (mm)



112 

 
 

 

 
Hình 3.25: Biểu đồ kích thước (chiều dài, chiều rộng) và đường kính nhân của tế bào biểu mô 

lá. (Các chữ cái (a, b, c…) khác nhau trên cột cùng màu chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống kê 

của trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test)). 

 

Hình 3.26. Tế bào biểu mô mặt dưới của lá lan Giả hạc tím Huế. 

(A. Tế bào lá đối chứng không xử lý hoá chất; B. mẫu xử lý colchicine nồng độ 100 ppm trong 

thời gian 10 giờ (M17) ; C.  Mẫu xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ (M9).) 
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Hình 3.27: Biểu đồ số lượng bó mạnh và đường kính bó mạnh dẫn trong thân non của lan Giả 

hạc tím Huế. (Các chữ cái (a,b,c…) khác nhau trên cột cùng màu chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test) 

Hình 3.29 giải phẫu phần thân non cho thấy rõ sự khác biệt giữa cây đột biến và cây đối 

chứng. Số lượng bó mạnh trong cấu trúc thân non của cây đối chứng trung bình là 21,27 bó 

mạch/thân, dao động trong khoảng 20-22 bó mạch, sắp xếp thành nhiều vòng tròn từ ngoài vào 

trong đồng tâm, bó mạch tròn và kích thước tương đồng nhau, có đường kính 71,89 μm. Các 

tế bào xung quanh có hình tròn sắp xếp trật tự, kích thước tương đồng nhau (Bảng P12-3.12 

phụ lục 12, hình 3.27, 3.28A, B, C, D). Mẫu chồi xử lý colchicine, có số lượng bó mạch rất 

nhiều, đạt từ 53,20 – 57,87 bó mạch, kích thước bó mạch nhỏ, dẹp, đường kính bó mạch dao 

động từ 36,87 – 43,08 μm. Ngoài ra, các bó mạch sắp xếp không theo trật tự, thường thay đổi, 

có xu hướng phân bố đều trong thân, và các tế bào xung quanh có kích thước lớn, tế bào không 

đồng đều nhau (Bảng P12-3.12 phụ lục 12, hình 3.27, 3.28E, F, G, H). Số lượng bó mạch trong 

thân ở chồi xử lý bằng DMS dao động từ 18,27-19,33 bó mạch, các bó mạch sắp xếp thưa, 

không đều nhau, bó mạch dẹp, đường kính từ 56,06- 58,35 μm, tế bào mô xung quanh có xu 

hướng thay đổi hình dạng nhiều, không đồng đều, lớp vỏ ngoài thân mỏng hơn so với đối chứng 

(Bảng P12-3.12 phụ lục 12, hình 3.27, 3.28I, J, K, L). 
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Hình 3.28. Hình thái giải 

phẫu mặt cắt ngang của thân 

chồi lan Giả hạc tím Huế. 

 A, B, C, D: mẫu thân chồi đối 

chứng ; E, F, G, H: mẫu xử lý 

colchicine nồng độ 100 ppm 

trong thời gian 10 giờ (M17); I, 

J, K, L. Mẫu xử lý DMS nồng độ 

50 ppm trong 4 giờ (M9); A, E, I, 

C, G, K: mặt cắt ngang; B, F, J: 

bó mạch dẫn; D, H, L: Tế bào 

xung quanh mạnh dẫn. 

Quan sát hình thái giải phẫu của rễ ở các mẫu cây thí nghiệm (đối chứng, mẫu xử lý 

colchicine và xử lý DMS) cũng thể hiện sự sai khác. Tuy nhiên mức đội sai khác ở rễ không 

nhiều, điểm sai khác chủ yếu tập trung vào hình thái và số lượng lông hút. Rễ cây đối chứng 

lông hút phân bố đều, số lượng đạt 252,47 lông hút/mm2 ở miền lông hút và có chiều dài 0,64 

mm (Bảng P12-3.12 phụ lục 12, hình 3.29A, B; 3.30). Rễ cây được xử lý bằng colchicine có 

kích thước to, dài, chiều dài lông hút đạt trong khoảng 0,81 – 0,96 mm, tuy nhiên mật độ lông 

hút từ 209,93 – 219,13 lông hút/mm2 (Bảng P12-3.12 phụ lục 12, hình 3.29C, D, 3.30). Cây xử 

lý DMS rễ có kích thước to, lớp tế bào bao bên ngoài dày, lông hút nhỏ, lại mật độ lông hút từ 

237,33 – 247,13 lông hút/mm2, nhưng chiều dài lông hút đạt từ 0,35 – 0,43 mm ngắn hơn rất 

nhiều so với đối chứng (0,64 mm) (Bảng P12-3.12 phụ lục 12, hình 3.29E, F; 3.30). 

 

Hình 3.29. Hình giải 

phẫu rễ lan Giả hạc tím 

Huế. 

A, B: mặt cắt ngang và 

dọc của rễ cây đối 

chứng; C, D: mặt cắt 

ngang và dọc của rễ cây 

xử lý colchicine nồng độ 

100 ppm trong thời gian 

10 giờ (M17); E, F: mặt 

cắt ngang và dọc của rễ 

cây xử lý DMS nồng độ 

50 ppm trong 4 giờ (M9) 
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Hình 3.30: Biểu đồ thể hiện mật độ và chiều dài lông hút của rễ lan Giả hạc tím Huế 

(Các chữ cái (a,b,c…) khác nhau trên cột cùng màu chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống kê của 

trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test) 

3.3.2.2. Đặc điểm tế bào khí khổng 

 Các mẫu quan sát được thu vào thời điểm 8-10 giờ sáng, sự thay đổi đặc điểm của khí 

khổng được coi là một trong những dấu hiệu thường gặp ở thể đa bội. Theo kết quả quan sát tế 

bào khí khổng của các mẫu cây được xử lý colchicine có hình dạng bầu dục, phân bố rải rác, 

số lượng ít, hình dạng không đồng đều, tế bào có kích thước lớn, chiều dài khí khổng đạt từ 

27,57 – 29,47 μm, chiều rộng đạt từ 23,03 – 24,79 μm, kết quả này lớn hơn so với khí khổng 

cây lưỡng bội đối chứng (dài 15,79 μm ; rộng 13,33 μm). Tuy nhiên mật độ khí khổng của cây 

xử lý colchicine chỉ từ 157,02 – 196,73 khí khổng/mm2 trong khi cây đối chứng đạt 235,80 khí 

khổng/ mm2. Diện tích khí khổng ở cây xử lý colchicine dao động ở khoảng 506,58 – 594,28 

μm2, kết quả này cao hơn nhiều so với cây đối chứng là 168,66 μm2 (Bảng 3.15). Một điểm 

khác biệt nữa là khi ở trạng thái mở khe hở của khí khổng cây lưỡng bội to, tròn đều; ngược lại 
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đối với tế bào khí khổng của cây đa bội khe hở tạo ra hẹp và nhỏ, đều này có thể do thành tế 

bào của tế bào hạt đậu mỏng hơn so với thành tế bào ở cây lưỡng bội. Đối với cây xử lý DMS 

đặc điểm của khí khổng được quan sát cho thấy số lượng nhiều, kích thước tế bào nhỏ, hình 

dạng không ổn định, khe hở khí khổng khi mở hẹp so với khí khổng cấy đối chứng. Những chỉ 

tiêu như chiều dài (13,32 – 14,84 μm), chiều rộng (10,83 – 12,52 μm), diện tích (115,06 - 

158,82 μm2), mật độ (212,73 – 230,87 tế bào/mm2) của khí khổng cây xử lý DMS là không có 

sự khác biệt quá lớn so với cây đối chứng về mặt thống kê là giống nhau (Bảng 3.15, hình 

3.31). 

 

Hình 3.31. Hình thái khí 

khổng của lan Giả hạc tím Huế 

sau 3 tháng nuôi cấy chồi. 

A, B: Khí khổng ở lá cây đối 

chứng (40x); C: Khí khổng ở lá 

cây xử lý colchicine (40x); D: 

Khí khổng ở lá cây xử lý DMS 

(40x); E: Số lượng khi khổng ở 

lá đối chứng (10x); F: Khí 

khổng ở lá có xử lý colchicine 

(10x). 

Kết quả phân tích tế bào khí khổng của cây xử lý colchicine có phần tương đồng với 

nghiên cứu của Taratima và cộng sự (2023) về tạo đa bội trên lan Cymbidium aloifolium (L.) 

Sw bằng colchicine, phân tích tế bào trên mẫu lá đa bội (4n) cho thấy tế bào biểu bì, khí khổng 

có kích thước lớn hơn ở mẫu đối chứng 2n, tuy nhiên mật độ khí khổng thấp hơn rất nhiều so 

với cây lưỡng bội, kích thước và số lượng tế bào khí khổng có mối tương quan nghịch [170]. 

Các dòng đột biến tạo trong nghiên cứu của Srivastava và cộng sự (2018), ở loài lan Aerides 

crispa Lindl. bằng tác nhân colchicine, EMS và bức xạ gamma cũng cho thấy sự thay đổi tăng 

lên hoặc giảm đi về kích thước, mật độ của khí khổng so với đối chứng tuỳ vào cường độ của 

tác nhân và thời gian xử đột biến [166]. 

Việc đánh giá bội thể được thực hiện bằng cách sử dụng các đặc điểm khí khổng rất 

thuận tiện và nhanh chóng, đồng thời nó cho phép các nhà tạo giống sàng lọc trước các thể đa 

bội tạm ở giai đoạn đầu. Tuy nhiên, phương pháp này dễ bị cản trở bởi các thể hỗn bội hoặc 
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thể khảm [177].  

Bảng 3.15. Đặc điểm của tế bào khí khổng trên biểu bì lá sau 3 tháng nuôi cấy. 

TT Mẫu Hoá chất xử 

lý 

Tế bào khí khổng 

Chiều dài 

(μm) 

Chiều rộng 

(μm) 

Diện tích 

(μm2) 

Mật độ tế 

bào/mm2 

1 M1 ­ 15,79±0,56b 13,33±0,56b 168,66±13,29b 235,80±4,30a 

2 HX2 Colchicine 28,85±1,07a 24,36±1,19a 561,64±43,36a 177,20±6,39e-g 

3 HX3 Colchicine 28,52±1,12a 24,09±0,96a 547,83±39,46a 179,80±5,91e-g 

4 HX4 Colchicine 28,72±1,22a 24,29±1,06a 554,13±40,28a 167,73±8,82fg 

5 HX5 Colchicine 28,35±1,29a 23,55±1,26a 537,05±47,93a 186,87±8,73ef 

6 HX6 Colchicine 28,15±1,21a 23,68±1,14a 529,79±40,51a 181,53±6,86e-g 

7 HX11 Colchicine 28,47±1,05a 24,02±1,21a 544,23±41,40a 192,07±11,09d-f 

8 M2 Colchicine 27,57±1,30b 23,03±1,13a 506,58±44,54a 190,60±9,86d-f 

9 M4 Colchicine 28,85±1,13a 24,29±1,21a 553,62±38,85a 180,20±9,40e-g 

10 M5 Colchicine 27,79±1,16a 23,29±1,11a 508,02±32,00a 195,23±11,29c-e 

11 M6 Colchicine 28,36±0,97a 23,63±1,16a 528,19±35,58a 198,80±10,75b-e 

12 M7 Colchicine 27,64±1,18a 23,32±0,97a 514,07±38,58a 187,20±10,46ef 

13 M8 Colchicine 28,62±1,06a 24,11±1,21a 537,46±28,67a 196,73±11,69c-e 

14 M16 Colchicine 29,09±1,20a 24,79±1,13a 575,98±45,52a 178,87±12,18e-g 

15 M17 Colchicine 29,47±1,23a 25,03±1,14a 594,28±49,76a 157,20±4,00g 

16 HX1 DMS 14,33±0,78b 12,12±0,53b 140,44±13,88b 223,40±5,33ab 

17 HX7 DMS 14,13±0,82b 12,10±0,79b 150,48±17,97b 219,40±3,99a-c 

18 HX8 DMS 13,86±0,82b 11,50±0,75b 126,64±11,42b 227,53±4,69a 

19 HX9 DMS 13,77±0,77b 11,35±0,47b 122,77±8,46b 226,60±4,77a 

20 HX10 DMS 14,11±0,86b 11,22±0,52b 126,55±11,78b 221,73±5,32a-c 

21 M3 DMS 14,06±0,66b 11,63±1,30b 127,86±14,50b 228,53±4,53a 

22 M9 DMS 14,84±0,56b 12,52±0,54b 148,82±11,47b 212,73±3,90a-d 

23 M10 DMS 13,86±0,72b 11,65±0,51b 129,43±11,13b 230,87±4,98a 

24 M11 DMS 13,72±0,66b 11,45±0,44b 125,48±10,86b 217,20±7,36a-c 

25 M12 DMS 13,32±0,71b 10,83±0,43b 115,06±9,58b 225,20±8,49a 

26 M13 DMS 14,05±0,86b 11,72±0,62b 134,72±15,33b 223,33±7,24ab 

27 M14 DMS 13,72±0,76b 11,47±0,47b 126,75±11,82b 226,93±5,06a 

28 M15 DMS 14,26±0,67b 11,77±0,55b 134,52±12,16b 220,47±6,30a-c 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c… trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test). 

3.3.2.3. Hàm lượng chất diệp lục và caroten 

Ở thực vật các sắc tố quang hợp được tổ chức thành những phức hệ quang hợp gắn trên 

màng thylakoid trong lục lạp của tế bào, gồm có phân tử chlorophyll a (Chla), chlorophyll b 
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(Chlb) và các carotenoid. Khi xử lý đột biến, các hoá chất đã làm biến đổi cấu trúc và làm thay 

đổi hàm lượng các chất trong tế bào, trong đó có chất diệp lục và caroten. Kết quả kiểm tra 

hàm hượng diệp lục và caroten được thực hiện trên 28 mẫu lan trong đó có 27 mẫu lan Giả hạc 

tím Huế xử lý đột biến và 1 mẫu đối chứng không xử lý hoá chất (M1), mẫu thu vào thời gian 

8-10 giờ sáng được trình bày ở bảng 3.16. 

 Phân tích 27 mẫu lá của cây có xử lý hoá chất đột biến cho kết quả hàm lượng Chl cao 

nhất là cây M17 với hàm lượng Chla là 0,870 mg/g, Chlb là 0,447 mg/g, Chl tổng số 1,317 

mg/L, hàm lượng caroten chỉ đạt 0,226 mg/g, và tỷ lệ Chla/Chlb là 1,948 lần, kết quả này cao 

hơn so với đối chứng của cây không xử lý hoá chất (0,770 mg/g, 0,416 mg/g, 1,186 mg/g, 0,193 

mg/g, 1,853 lần) (M1). Hàm lượng carotenoid cao nhất qua phân tích đạt được là 0,231 mg/g 

(M14) và đạt thấp nhất là 0,053 mg/g ở mẫu HX5. Hàm lượng Chla và Chlb chênh lên cao nhất 

ở mẫu M2 với tỷ lệ Chla/Chlb là 2,238 lần. Trong các mẫu phân tích hàm lượng Chla thấp nhất 

là 0,146 mg/g (M6), Chlb thấp nhất là 0,091 mg/g (HX2), (Bảng 3.16). 

Công bố của Cao Phi Bằng (2018) về những biến đổi sinh lý, hoá sinh của lan D. 

anosmum Lindl. trong quá trình luyện ex-vitro cho thấy hàm lượng diệp lục của cây con được 

trồng ở vườn sau 56 ngày là đạt giá trị cao nhất với Chla 0,733 mg/g, Chlb 0,480 mg/g, chl 

tổng số đạt 1,217 mg/g, hàm lượng carotenoid đạt 0,125 mg/g và tỷ lệ Chla/Chlb là 1,55 [3]. 

Một nghiên cứu khác của Đào Quốc Hưng và cộng sự (2021) về quy trình vi nhân giống lan 

Giả hạc Di Linh TaLy (D. anosmum) cho thấy hàm lượng Chla cao nhất là 0,652 mg/g, Chlb 

0,341 mg/g, Chl tổng số 0,994 mg/g và hàm lượng carotenoid là 0,313 ở giai đoạn 6 tuần nuôi 

chồi với ánh sáng xanh và đỏ [19], những kết quả này khá tương đồng với kết quả của luận án. 

Theo Mustika và Semiarti (2021) về nuôi cấy in-vitro cây lan D. lineale Rolfe để nhân giống, 

tác giả đã phân tích hàm lượng diệp lục trong lá và đạt giá trị cao nhất là 1,58 mg/g, cụ thể hàm 

lương Chla là 1,11 mg/g và Chlb là 0,47 mg/g, trong khi hàm lượng diệp lục trong rễ cao nhất 

là 0,34 mg/g [130]. Trong công bố của Sekhi và cộng sự (2022) trên cây dâu tây (fragaria 

ananassa) được làm biến đổi bằng DMS thì kết quả phân tích hàm hượng Chla, Chlb và Chl 

tổng số có giảm đi so với cây đối chứng và khác nhau giữa các dòng biến dị [156]. 
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Bảng 3.16. Hàm lượng chlorophyll và carotenoid của một số dòng lan Giả hạc tím Huế xử lý 

hoá chất (mẫu lá thu ở giai đoạn sau khi cấy chồi in-vitro được 8 tuần) 

TT 
Mẫu 

Hoá chất 

xử lý 

Chlorophyll 

a (mg/g) 

Chlorophyll 

b (mg/g) 

Chlorophyll 

tổng (mg/g) 

Carotenoid 

(mg/g) 
Chla/Chlb 

1 M1 ­ 0,770±0,015b 0,416±0,004b 1,186±0,012b 0,193±0,001d 1,853±0,001e 

2 HX2 Colchicine 0,183±0,002p 0,091±0,007s 0,274±0,013 j 0,072±0,005m 2,011±0,018c 

3 HX3 Colchicine 0,721±0,003d 0,412±0,001b 1,134±0,009b 0,201±0,001d 1,749±0,001f 

4 HX4 Colchicine 0,215±0,014o 0,173±0,011n 0,388±0,010i 0,102±0,012m 1,241±0,002k 

5 HX5 Colchicine 0,150±0,016r 0,105±0,012q 0,255±0,010 j 0,053±0,013n 1,427±0,004i 

6 HX6 Colchicine 0,512±0,016i 0,368±0,011e 0,880±0,011e 0,134±0,013j 1,393±0,001ij 

7 HX11 Colchicine 0,481±0,012k 0,222±0,013l 0,704±0,012f 0,213±0,013c 2,168±0,002b 

8 M2 Colchicine 0,518±0,013i 0,231±0,004k 0,750±0,009f 0,205±0,011d 2,238±0,003a 

9 M4 Colchicine 0,438±0,014l 0,271±0,011i 0,709±0,008f 0,131±0,003j 1,620±0,002g 

10 M5 Colchicine 0,745±0,004c 0,408±0,010c 1,153±0,009b 0,227±0,001b 1,826±0,001e 

11 M6 Colchicine 0,146±0,016s 0,094±0,001r 0,240±0,010k 0,117±0,003l 1,547±0,004h 

12 M7 Colchicine 0,282±0,001n 0,148±0,001o 0,429±0,013h 0,147±0,004i 1,905±0,004d 

13 M8 Colchicine 0,406±0,002m 0,223±0,013l 0,629±0,013g 0,163±0,004g 1,821±0,007e 

14 M16 Colchicine 0,190±0,008p 0,135±0,011p 0,325±0,007 i 0,156±0,011h 1,404±0,003ij 

15 M17 Colchicine 0,870±0,007a 0,447±0,012a 1,317±0,012a 0,226±0,015b 1,948±0,001d 

16 HX1 DMS 0,155±0,005r 0,097±0,011r 0,252±0,008j 0,076±0,010m 1,593±0,005gh 

17 HX7 DMS 0,587±0,018h 0,331±0,001f 0,917±0,011d 0,173±0,003f 1,774±0,002f 

18 HX8 DMS 0,581±0,003h 0,385±0,001d 0,965±0,009d 0,144±0,012i 1,511±0,001h 

19 HX9 DMS 0,396±0,012m 0,202±0,003m 0,598±0,010gh 0,152±0,012h 1,962±0,003d 

20 HX10 DMS 0,693±0,017f 0,311±0,010 g 1,005±0,011c 0,216±0,013c 2,226±0,002a 

21 M3 DMS 0,446±0,014l 0,236±0,012k 0,682±0,009g 0,153±0,012h 1,890±0,002de 

22 M9 DMS 0,450±0,013l 0,240±0,003k 0,690±0,011g 0,161±0,011g 1,876±0,002de 

23 M10 DMS 0,449±0,002l 0,261±0,004j 0,710±0,011f 0,128±0,007k 1,718±0,002f 

24 M11 DMS 0,509±0,013j 0,314±0,004g 0,823±0,011e 0,211±0,007c 1,625±0,001g 

25 M12 DMS 0,497±0,013j 0,225±0,014l 0,721±0,012f 0,172±0,011f 2,212±0,003a 

26 M13 DMS 0,606±0,015g 0,309±0,004h 0,914±0,009d 0,182±0,001e 1,962±0,002d 

27 M14 DMS 0,701±0,012e 0,333±0,001f 1,034±0,009c 0,231±0,011a 2,104±0,002b 

28 M15 DMS 0,178±0,008q 0,098±0,010 r 0,275±0,011j 0,058±0,012n 1,821±0,005e 

Chú thích: Chữ cái (a, b, c…) khác nhau  trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống kê của 

trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test). 

3.3.2.4. Đặc điểm bộ nhiễm sắc thể 

Đếm số lượng NST là phương pháp xác định mức độ đa bội đáng tin cậy và rõ ràng 

nhất, đây cũng là phương pháp khẳng định lại các đặc điểm tế bào (tế bào biểu bì, khí khổng) 

đã quan sát được [177], trong nghiên cứu này, số lượng NST trong các đầu rễ của cây con biến 

dị được đếm để xác định dạng đột biến đa bội. Kết quả quan sát cho thấy các thể tứ bội và tạp 
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bội đã hình thành dưới tác động của colchicine, tuy nhiên, tỷ lệ cảm ứng đa bội của cây con 

phụ thuộc nhiều vào nồng độ và thời gian xử lý.  

Qua quan sát hình ảnh NST dưới kính hiển vi đã đếm được số lượng NST ở mẫu rễ cấy 

đối chứng không xử lý hoá chất đột biến là 2n=2x=38, số lượng NST ở mẫu rễ cây được xử lý 

colchicine đã quan sát và đếm được số lượng NST là 4n=4x= 76 (Hình 3.32). 

 

Hình 3.32. Bộ nhiễm sắc thể lan Giả hạc 

tím Huế quan sát dưới kính hiển vi 

(100x). A: Bộ NST cây đối chứng 2n=38; 

B: Bộ NST cây xử lý bằng colchicine, tứ 

bội 4n=76 (M17). 

 

Hình 3.33. Hình thái NST và sơ đồ 

karyotype của lan Giả hạc tím Huế. A: 

Cây lưỡng bội 2n= 38. B: cây xử lý 

colchicine (tứ bội 4n=76) dòng M17. 

 

Phân tích karyotype được thực hiện trên các NST trên 2 mẫu cây lan Giả hạc tím Huế là 

cây đối chứng không xử lý hoá chất đột biến (lưỡng bội 2n = 38), cây xử lý colchicine (tứ bội 

4n = 76). Các NST được đo, ghép lại thành đôi để tạo ra sơ đồ karyotype (Hình 3.33) của NST 

ở kì giữa của phân chia tế bào. 

Chi Dendrobium, hầu hết các loài đều có 2n = 38 nhiễm sắc thể, ở một số loài như D. 

leonis và D. dixanthum có 2n = 40 [176], và 8 loài thuộc nhóm Lautoria có 2n = 36. Ở 

Dendrobium, các thể đa bội được liên kết với một số loài và giống lai. Ở Phalaenopsis, hầu hết 

các loài đều có 2n = 38 nhiễm sắc thể, ngoại trừ nhóm Aphyllae có 2n = 34 và 36 nhiễm sắc 

thể. Tuy nhiên, đã quan sát thấy sự khác biệt đáng kể về kích thước của nhiễm sắc thể và bộ 
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gen của các loài và giống lai từ chi này [125]. Yang Liu và cộng sự (2023), cũng đã có kết quả 

tương tự khi phân tích NST của D. officinale, cây lưỡng bội có bộ NST 2n = 2x = 38 và cây tứ 

bội tạo ra bằng cách xử lý colchicine là 4n= 4x =76, [114].  

Tuy nhiên, phương pháp đếm số lượng nhiễm sắc thể trong kì giữa cũng có những hạn 

chế do nhiễm sắc thể có thể bị chồng lên nhau, do đó gây khó khăn cho việc đếm. Vì vậy, việc 

xác định số lượng nhiễm sắc thể hiệu quả của thực vật là vô cùng khó khăn [177]. Kết quả 

nghiên cứu hiện tại còn cần được xác nhận thêm qua các phân tích phân tử hoặc trồng thử 

nghiệm qua các thế hệ. Xác định các biến thể nhiễm sắc thể là rất quan trọng cho việc phân 

tích tiến hóa, nghiên cứu và nhân giống các giống cây trồng mới. Các thông số karyotype là 

một trong những chỉ số quan trọng để phân loại và xác định thực vật, từ đó cho phép nghiên 

cứu sự đa dạng di truyền của chúng về mặt tế bào học [186]. 

3.3.3. Đa dạng di truyền của các dòng đột biến bằng chỉ thị phân tử RAPD 

Các mẫu lan Giả hạc tím Huế (34 mẫu) được chúng tôi chọn lọc trong quá trình nghiên 

cứu bao gồm: 01 mẫu lan là cây mẹ ban đầu; 06 mẫu là cây được hình thành từ hạt trong in 

vitro; 11 mẫu là cây phát triển từ hạt trong in vitro có xử lý hoá chất gây đột biến và 16 mẫu là 

cây phát triển từ mô sẹo có xử lý hoá chất đột biến. Tất cả các mẫu được chúng tôi mã hoá ở 

phụ lục 16. 

Kết quả sàng lọc 63 mồi RAPD trên 2 mẫu chọn ngẫu nhiên cho thấy có 10 mồi RAPD 

cho hệ số các band DNA hình thành cao nhất (Hình 3.34, Bảng 3.17). Kết quả này chúng tôi 

chọn để đánh giá đa dạng di truyền của 34 mẫu lan trong quần thể nghiên cứu. 

Kết quả khuếch đại PCR-RAPD của 34 mẫu lan Giả hạc với 10 mồi RAPD cho tỷ lệ band 

DNA đa hình cao trong kết quả sàng lọc mồi được chúng tôi trình bày ở bảng 3.17. Kết quả 

cho thấy tất cả các mẫu lan Giả hạc cho tỷ lệ khuếch đại PCR thành công đạt 100%. Tổng số 

10 mồi RAPD sử dụng trong nghiên cứu đã tạo ra 70 band DNA/34 mẫu lan Giả hạc, trung 

bình đạt 7 band DNA/mỗi mồi, kích thước các band DNA dao động từ 350 – 1600 bp. Tổng số 

band DNA đa hình thu được là 53 band, chiếm 75,71 % trên tổng số band DNA hình thành. 

Các mồi RAPD khác nhau thì số band DNA đa hình thu được cũng khác nhau, dao động từ 3 

đến 9 band DNA, tương ứng với tỷ lệ band DNA đa hình dao động trong mỗi mồi RAPD là 50 

đến 100%. Hai mồi RAPD có ký hiệu P6 và P9 cho tỷ lệ band DNA đa hình lớn nhất, đạt 100 
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%, và mồi OPA-03 cho tỷ lệ band DNA đa hình thấp nhất, đạt 50 % (Bảng 3.17). Theo nghiên 

cứu của Basavaraj và cộng sự (2020) cho rằng do đặc điểm trình tự bộ gene của lan có nhiều 

vùng lặp lại cho phép nhiều vị trí bắt cặp mồi ngẫu nhiên nên số lượng band DNA hình thành 

trên mỗi mồi thường dao động từ 5 đến 9 băng [56]. Kết quả này tương đương với kết quả trong 

nghiên cứu của chúng tôi khi thực hiện trên loài lan Giả hạc tím Huế. Mặt khác, theo nghiên 

cứu của Nei và cộng sự (1978) cho thấy rằng, để các mẫu trong quần thể nghiên cứu có sự phân 

nhóm cao khi sử dụng chỉ thị phân tử RAPD nhằm xây dựng cây phả hệ thì cần số lượng các 

band DNA khuếch đại càng lớn và số band DNA đa hình tối thiểu phải đạt 50 băng [134]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng 10 mồi RAPD và thu được 53 band DNA đa hình/70 

band DNA hình thành của 34 mẫu lan Giả hạc tím Huế. Với kết quả này, chúng tôi tiếp tục tiến 

hành xây dựng cây phả hệ cho 34 mẫu lan Giả hạc tím Huế và phân tích đa dạng di truyền của 

chúng.  

Bảng 3.17. Kết quả khuếch đại PCR dựa trên mỗi mồi RAPD của 34 mẫu lan Giả hạc tím 

Huế 

TT Mồi Tỷ lệ cá thể 

khuếch đại 

PCR thành 

công (%) 

Số band 

DNA hình 

thành/mồi 

Số band 

DNA đa 

hình 

Kích 

thước của 

band 

DNA (bp) 

Tỷ lệ 

band 

DNA đa 

hình (%) 

1 P6 100 8 8 650-1600 100,00 

2 P9 100 9 9 450-1200 100,00 

3 P16 100 5 4 450-800 80,00 

4 P17 100 9 6 350-1450 66,67 

5 P18 100 6 4 400-1100 66,67 

6 OPA-03 100 6 3 750-1250 50,00 

7 OPF-01 100 7 6 600-1050 85,71 

8 OPF-05 100 5 3 600-900 60,00 

9 OPO-04 100 9 6 500-1100 66,67 

10 OPBH-16 100 6 4 500-800 66,67 

Tổng số band DNA ­ 70 53 ­ ­ 

Số band DNA 

 trung bình/mỗi mồi 
100 7 5,3 ­ 75,71 

Nghiên cứu gây đột biến trên cây lan với nhiều tác nhân khác nhau, sau đó sử dụng chỉ 

thị RAPD để kiểm tra biến đổi di truyền đã được nhiều nhóm nghiên cứu trên thế giới thực 

hiện.  



123 

 
 

Thông và cộng sự (2010) và Sherpa và cộng sự (2022), sử dụng tác nhân đột biến vật lý 

bằng tia gamma trên loài lan Dendrobium sp. và loài lan Dendrobium 'Emma White', sau đó 

kiểm tra sự sai khác di truyền bằng chỉ thị phân tử RAPD. Kết quả thu được tỷ lệ số lượng band 

DNA đa hình cũng cho thấy khác nhau, tương ứng 88,89 % (Dendrobium 'Emma White') [159] 

và 19,7 % (Dendrobium sp.) [39]. Tỷ lệ các band DNA đa hình thu được có sự khác nhau lớn 

và nằm trong tỷ lệ các band DNA đa hình chúng tôi thu được khi xử lý bằng tác nhân hoá học. 

Trong khi đó, Khosravi và cộng sự (2009), đã tiến hành xử lý đột biến trên loài lan Dendrobium 

Serdang Beauty trên mô sẹo bằng tác nhân hoá học Colchicine. Kết quả thu được tỷ lệ các band 

DNA đa hình thấp hơn (tương ứng 45,08% ) [103] so với nghiên cứu của chúng tôi thu được 

là 75,71 %. 

 

Hình 3.34. Kết quả sàng lọc mồi PCR-RAPD trên mẫu lan được xử lý colchicine nồng độ 200 

ppm trong thời gian 8 giờ có ký hiệu mẫu là M5. M: Khối lượng thang chuẩn DNA (200-1200 

bp, Biobase) 

Phân tích sự đa dạng của các mẫu lan Giả hạc tím Huế trong quần thể, chỉ số i0 cho thấy 

có sự đa dạng trong các mẫu được nghiên cứu, tuy nhiên mức độ đa dạng không cao, hệ số đa 

dạng trong từng mồi ngẫu nhiên dao động từ khoảng 0,082 đến 0,541, trung bình cho các mồi 

đạt 0,300. Trong 10 mồi được sử dụng để thực hiện phản ứng PCR-RAPD cho 34 mẫu lan này, 

kết quả mồi P9 thể hiện sự đa dạng cao nhất với giá trị i0 đạt trung bình 0,541, tiếp đến là mồi 

P6 (i0= 0,505). Mồi thể hiện sự đa dạng thấp nhất là OPBH-16 với giá trị i0=0,082 (Bảng 3.18). 
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Bảng 3.18: Chỉ số đa dạng di truyền quần thể lan Giả hạc tím Huế cho mỗi mồi RAPD 

TT Mồi Cở mẫu na* ne* h* i0* 

1 P6 34 2,000 1,521 0,328 0,505 

2 P9 34 2,000 1,628 0,364 0,541 

3 P16 34 1,800 1,352 0,226 0,358 

4 P17 34 1,667 1,335 0,211 0,327 

5 P18 34 1,667 1,266 0,173 0,274 

6 OPA-03 34 1,500 1,075 0,063 0,120 

7 OPF-01 34 1,857 1,242 0,174 0,292 

8 OPF-05 34 1,600 1,062 0,056 0,116 

9 OPO-04 34 1,444 1,201 0,132 0,206 

10 OPBH-16 34 1,500 1,041 0,037 0,082 

11 Trung bình/mỗi mồi 34 1,714 1,296 0,189 0,300 

12 ±SD  0,455 0,305 0,170 0,244 

Ghi chú: na* = số lượng allele được quan sát; ne* = số lượng allele có hiệu quả [Kimura and 

Crow (1964)]; h* = Đa dạng gen Nei's (1973); i0
* = Chỉ số đa dạng di truyền Shannon 

[Lewontin (1972)]; SD: độ lệch chuẩn 
 

Phân tích tương quan di truyền giữa các mẫu được thực hiện bằng phần mềm NTSYS-

pc 2.1 dựa trên hệ số tương quan đơn giản SM (simple matching coefficent). Hệ số tương đồng 

di truyền phản ánh mối quan hệ di truyền của các mẫu lan với nhau. Các mẫu lan có giá trị hệ 

số di truyền tương ứng càng tiến đến 0 thì sự khác biệt về di truyền càng lớn và khả năng sử 

dụng trong lựa chọn tạo giống càng cao, còn các mẫu có hệ số di truyền giống nhau tương ứng 

càng gần tới 1 thì càng gần nhau về mặt di truyền, trong nghiên cứu này hệ số tương đồng di 

truyền của 34 mẫu phân tích này tương đối cao, dao động từ 0,580 – 0,986 (Phụ lục 17).  

Kết quả này cũng tương đồng với nghiên cứu của Khosravi và cộng sự (2009) với hệ số 

tương đồng di truyền giữa các mẫu xử lý hoá chất với mẫu đối chứng dao động từ 0,6 – 0,94 

[103]. Trong 34 mẫu phân tích có hệ số tương đồng cao nhất là 0,986 ở cặp mẫu HX7 và HX8, 

cặp mẫu M2 và M5 có hệ số tương đồng thấp nhất là 0,580 (Phụ lục 17). Kết quả hệ số tương 

quan này được dùng làm cơ sở dữ liệu để xây dựng một sơ đồ hình cây nhằm phân nhóm di 

truyền cho 34 mẫu được phân tích. Sơ đồ này xếp nhóm dựa trên thuật toán UPGMA, theo 

phương pháp SAHN (Hình 3.35)  

Cây phân nhóm cho thấy, 34 mẫu lan Giả hạc tím Huế sử dụng trong nghiên cứu phân 

thành hai nhóm chính ở mức độ tương đồng di truyền 65%. Nhóm I chỉ có 1 mẫu lan có ký 
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hiệu M17 trong nghiên cứu của chúng tôi cho thấy đây là mẫu lan có tiềm năng cao trong việc 

lựa chọn để làm giống. Nhóm II gồm 33 mẫu lan còn lại và phân thành 2 nhóm phụ (IIa, IIb) ở 

mức độ tương đồng di truyền 66,8%. Nhóm phụ thứ nhất (IIa) chỉ có 1 mẫu lan Giả hạc tím 

Huế có ký hiệu M5 và trong nghiên cứu của chúng tôi cho thấy đây là mẫu lan có tiềm năng 

cao trong việc lựa chọn để làm giống; nhóm phụ thứ hai (IIb) bao gồm 32 mẫu lan Giả hạc còn 

lại (hình 3.35). 

 

Hình 3.35. Cây phân nhóm di truyền 34 dòng lan Giả hạc tím Huế. 

Kết quả cũng cho thấy 6 mẫu lan tạo ra từ hạt không xử lý hoá chất (H1, H2,…, H6) với 

mẫu đối chứng (M1) có hệ số tương đồng rất cao, dao động từ 0,884 – 0,971. Cặp mẫu có hệ 

số tương đồng cao nhất lá 0,971 ở mẫu H3 và H2, cặp mẫu có hệ số tương đồng thấp nhất 0,884 

là H3 và M1; (Phụ lục 17, hình P14-3.1 phụ lục 14). 

Những 11 mẫu lan Giả hạc tím Huế được tạo ra phương pháp gieo hạt in-vitro  và có xử 

lý hoá chất đột biến ở giai đoạn protocorm (HX1, HX2,… HX11) có mức độ tương đồng với 

một mẫu đối chứng (M1) dao động từ 0,812 - 0,889, điều này cho thấy mức độ tương đồng 

cũng rất cao, tuy nhiên so với 6 mẫu không xử lý hoá chất thì thấp hơn. (Phụ lục 17, hình P14-

3.2 phụ lục 14). 
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Nhóm 16 mẫu lan Giả hạc tím Huế tạo ra từ mô sẹo có xử lý hoá chất (M2, M3,…M17) 

là nhóm có hệ số tương đồng thấp nhất so với mẫu đối chứng (M1), với hệ số tương đồng từ 

0,661-0,899 trong đó có mẫu M17 có hệ số tương đồng với M1 là thấp nhất 0,661, tiếp đến là 

mẫu M5 là 0,663 (Phụ lục 17, hình P14-3.3 phụ lục 14). 

Kết quả phân tích 34 mẫu lan Giả hạc tím Huế bằng chỉ thị RAPD chúng tôi đã xác định 

các dòng HX1, XH3, HX10, M2, M5, M7, M8, M9, M10, M13, M14, và M17 có tiềm năng sử 

dụng làm vật liệu khởi đầu cho chọn tạo giống mới, trong đó M5, M17 là 2 dòng tiềm năng cao 

nhất. 

3.4 Quy trình tái sinh lại một số dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến có triển vọng 

Qua kết quả phân tích biến dị của các dòng được xử lý colchicine và DMS và kết quả 

theo dõi khả năng thích nghi với môi trường, khả năng sinh trưởng, phát triển của cây, và dựa trên 

các biến đổi về hình thái (thân, lá, màu sắc), đồng thời cũng dựa trên kết quả phân tích di truyền 

chúng tôi lựa chọn 6 dòng (HX3; HX10, M5, M13, M14, M17) có triển vọng và một dòng đối 

chứng (M1) để tiến hành tái sinh và nhân giống trở lại, nhằm khảo sát lại khả năng nhân giống in-

vitro và bảo lưu các dòng nàyMôi trường, điều kiện nuôi cấy và chất kích thích sinh trưởng được 

sử dụng từ những công thức cho kết quả tốt nhất ở các nội dung nghiên cứu trước. 

3.4.1 Tái sinh mô sẹo từ chồi của một số dòng đột biến 

 Sử dụng môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar + 0,7 g/L than hoạt tính + 30 g/L 

saccharose, pH 5,8 và có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng là 1,5 mg/L TDZ + 0,5 mg/L NAA 

để thực hiện thí nghiệm. Sau 3 tháng nuôi cấy kết quả cụ thể được thể hiện ở bảng 3.19, phụ 

lục 20 hình P20-3.1. 

Trong các dòng đột biến được lựa chọn để thực hiện tái sinh có dòng M17 cho kết quả 

tốt nhất với thời gian hình thành mô sẹo hay chồi là 27,40 ngày, tỷ lệ sống của mẫu đạt 96,44 

%, tỷ lệ mẫu tạo mô sẹo là 82,00 %, kích thước mô sẹo là 1,62 cm, tỷ lệ hình thành chồi 10,89 

% và chồi có kích thước 2,41 cm, kết quả không khác biệt so với mẫu đối chứng (M1). Khả 

năng tái sinh của M1 kết quả rất ổn định cụ thể thời gian tạo mô sẹo là 29,45 ngày, tỷ lệ sống 

của mẫu 90,67 %, tỷ lệ mẫu tạo mô sẹo 71,78 %, kích thước mô sẹo 1,13 cm, tỷ lệ tạo chồi 

15,56 % và chiều cao chồi 1,73 cm. Những mẫu còn lại khả năng tái sinh chồi hoặc mô sẹo 

luôn cao hơn 50 % (Bảng 3.19). 
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 Bảng 3.19. Khả năng tái sinh mô sẹo hoặc chồi của một số dòng đột biến sau 12 tuần 

Mẫu 

Thời gian 

hình thành 

mô sẹo/chồi 

Tỷ lệ sống 

của mẫu 

(%) 

Tỷ lệ mẫu 

tạo mô sẹo 

(%) 

Kích 

thước mô 

sẹo (cm) 

Tỷ lệ mẫu 

tạo chồi 

(%) 

Chiều cao 

chồi (cm) 

M1 29,45±0,90a 90,67±1,90b 71,78±2,54b 1,13±0,07b 15,56±2,94a 1,73±0,08b 

HX3 33,27±0,92b 95,33±1,20a 78,44±1,45a 1,58±0,11a 11,56±1,02ab 2,24±0,11a 

HX10 41,40±1,69c 82,22±1,80c 62,67±2,46c 0,94±0,09bc 11,56±1,38ab 1,81±0,09b 

M5 35,27±0,69b 92,89±1,62ab 76,44±1,70ab 1,63±0,14a 12,22±1,01ab 2,35±0,09a 

M13 47,87±1,68d 75,56±1,41d 53,56±1,54d 0,76±0,06c 7,33±0,58b 1,37±0,05c 

M14 44,47±1,50cd 78,67±1,48cd 64,22±2,19c 1,14±0,07b 9,33±1,96b 1,61±0,10bc 

M17 27,40±0,79a 96,44±1,19a 82,00±1,21a 1,62±0,11a 10,89±0,69ab 2,41±0,11a 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

3.4.2 Tái sinh chồi từ mô sẹo của của các dòng đột biến 

Sử dụng môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar + 0,7 g/L than hoạt tính + 30 g/L 

saccharose, pH 5,8 và có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng là 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA 

để thực hiện thí nghiệm. Sau 8 tuần nuôi cấy kết quả được trình bày ở bảng 3.20. 

Bảng 3.20. Khả năng tái sinh chồi của mô sẹo dòng đột biến ở các dòng đột biến được chọn 

sau 8 tuần nuôi cấy 

Mẫu 
Tỷ lệ tái sinh 

chồi (%) 
Số chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 
Số lá/chồi 

M1 80,67±2,45cd 3,12±0,37bc 2,15±0,337bc 3,16±0,49bc 

HX3 89,33±1,94ab 4,12±0,45ab 3,13±0,24a 4,58±0,40a 

HX10 77,33±2,21c-e 3,16±0,18bc 2,78±0,25ab 2,47±0,22c 

M5 83,33±2,36bc 3,27±0,18bc 3,26±0,39a 4,15±0,29ab 

M13 71,33±1,70e 2,62±0,31c 1,76±0,17c 2,31±0,26c 

M14 74,67±1,70de 2,87±0,31c 2,08±0,29bc 2,51±0,39c 

M17 94,67±2,26a 4,76±0,50a 3,52±0,42a 4,72±0,40a 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

Khả năng tái sinh chồi từ mô sẹo của các mẫu HX3, M5, M17 đều có kết quả cao hơn 

đối chứng M1 trong đó tốt nhất là khả năng tái sinh của mẫu M17 với tỷ lệ tái sinh chồi 94,67 

%, số chồi 4,76 chồi/mẫu, chiều dài chồi 3,52 cm, và chồi có số là 4,72 lá/chồi, kết quả này ở 

M1 là 80,67 %, 3,12 chồi/mẫu, 2,15 cm, 3,16 lá/chồi. Các mẫu còn lại đều có tỷ lệ tái sinh chồi 
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từ mô sẹo trên 70%. Như vậy với kết quả tái sinh chồi từ mô sẹo của các mẫu đột biến cho kết 

quả cao và chất lượng chồi tốt, chồi to khoẻ, lá màu xanh đậm (Bảng 3.20). 

3.5.3. Nhân nhanh chồi của các dòng đột biến  

 Chồi các dòng đột biến sau khi được tái sinh được tiến hành nhân nhanh chồi. Chồi đạt 

tiêu chuẩn cao từ 2 – 3 cm và có 2-3 lá được cấy vào môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar 

+ 0,7 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose, pH 5,8 + 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L IAA. Kết quả 

nhân nhanh sau 8 tuần nuôi cấy được thể hiện qua bảng 3.21. 

Khả năng nhân chồi của chồi đột biến M17 là cao nhất với hệ số nhân chồi 7,53 lần, 

chiều cao chồi 4,61 cm, đường kính thân chồi 0,65 cm, số lá chồi 5,87 lá/chồi, kết quả này cao 

hơn so với mẫu M1 kết quả lần lược là 6,20 lần, 3,36 cm, 0,54 cm, 4,93 lá/chồi. Những mẫu 

còn lại có hệ số nhân chồi từ 4,73 đến 6,60 lần. Chồi đều khoẻ mạnh, xanh, cao, lá dày và có 

khả năng sinh trưởng tốt (Bảng 3.21). 

Bảng 3.21. Khả năng nhân nhanh chồi của các chồi đột biến sau 8 tuần nuôi cấy 

Mẫu 
Hệ số nhân 

chồi 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Đường kính 

thân chồi (cm) 

Số lá của 

chồi 

Đặc 

điểm 

M1 6,20±0,33bc 3,36±0,18c 0,54±0,04b 4,93±0,32bc + 

HX3 7,13±0,29ab 4,15±0,18ab 0,57±0,03ab 5,33±0,29ab ++ 

HX10 5,47±0,39cd 3,49±0,25bc 0,58±0,04ab 4,33±0,25c + 

M5 6,60±0,31ab 3,71±0,24bc 0,61±0,03ab 4,73±0,33bc ++ 

M13 4,73±0,25d 3,29±0,31c 0,54±0,01b 4,13±0,29c + 

M14 5,07±0,37d 3,69±0,14bc 0,57±0,03ab 4,67±0,32bc + 

M17 7,53±0,26a 4,61±0,22a 0,65±0,04a 5,87±0,31a ++ 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

+: chồi cao, khoẻ, có màu xanh, lá dày.            

++: chồi cao, to khoẻ, có màu xanh đậm, lá nhiều và dày. 

3.5.4. Kết quả ra rể tạo cây hoàn chỉnh từ các chồi đột biến 

Các chồi đạt kích thước 3-4 cm và có 4-5 lá được lựa chọn cấy vào môi trường ra rễ. Su 

dụng môi trường MS + 7 g/L agar + 0,7 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose, pH 5,8 + 0,7 

mg/L NAA. Sau 8 tuần nuôi cấy kết quả thí nghiệm được trình bày ở bảng 3.22. 
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Khả năng ra rễ của chồi lan Giả hạc tím Huế là rất tốt, đều đạt tỷ lệ ra rễ 100% ở tất cả 

các mẫu thử nghiệm, tuy nhiên mẫu mang lại hiệu quả tốt nhất là M17 với số rễ đạt 6,31 rễ/chồi, 

rễ có chiều dài 5,84 cm, chiều cao cây đạt 7,01 cm và số lá đạt 6,63 lá/cây. Các mẫu thử nghiệm 

còn lại cũng cho kết quả rất tốt với mức khác biệt không quá cao cụ thể số rễ đạt từ 3,77 – 5,72 

rễ/chồi, chiều dài rễ trong khoảng 3,64 – 5,28 cm, chiều cao cây đạt 4,53 – 6,72 cm, số lá đạt 

5,87 – 6,51 lá/cây (Bảng 3.22). 

Bảng 3.22. Khả năng ra rễ của chồi ở một số dòng lan đột biến sau 8 tuần nuôi cấy 

Mẫu 

chồi 

Tỷ lệ ra 

rễ (%) 
Số rễ/chồi 

Dài rễ 

(cm) 

Cao cây 

(cm) 
Số lá 

Đặc 

điểm 

rễ 

M1 100±0,00 4,82±0,55a-c 4,25±0,32bc 5,89±0,40a-c 6,51±0,54a ++ 

HX3 100±0,00 5,72±0,34ab 5,28±0,29ab 6,72±0,40ab 6,06±0,52a ++ 

HX10 100±0,00 5,22±0,30a-c 4,31±0,47bc 5,55±0,41b-d 6,42±0,41a ++ 

M5 100±0,00 5,56±0,35ab 4,62±0,33bc 6,11±0,53a-c 6,26±0,44a ++ 

M13 100±0,00 3,77±0,51c 3,64±0,38c 4,53±0,33d 5,87±0,18a + 

M14 100±0,00 4,68±0,54bc 4,08±0,18bc 4,94±0,16cd 6,13±0,33a + 

M17 100±0,00 6,31±0,67a 5,84±0,58a 7,01±0,44a 6,63±0,34a ++ 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c…) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s test. 

+: rễ nhiều, dài nhưng nhỏ yếu, có màu trắng xanh, cây lá xanh, lá dày. 

++: rễ nhiều, dài to mập, rễ có màu trắng xanh, cây lá xanh đậm, lá dày, dài. 

3.5.5 Quy trình tái sinh một số dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến 

Từ kết quả đã có của nội dung 3.5, chúng tôi xây dựng nên một quy trình tái sinh của một 

số dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến gồm có 5 bước (Quy trình 1, phụ lục 18): 

Bước 1: Chuẩn bị, chọn cây lan con hoặc chồi in-vitro của những dòng lan đột biến 

Bước 2: Tái sinh chồi hoặc mô sẹo từ đoạn thân 

Bước 3: Tái sinh chồi từ mô sẹo 

Bước 4: Nhân chồi 

Bước 5: Ra rễ, tạo cây hoàn chỉnh 
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Hình 3.37. Sơ đồ các bước thực hiện tái sinh một số dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến 

3.5 Xây dựng quy trình huấn luyện cây con ra vườn ươm 

3.5.1. Nghiên cứu giá thể phù hợp để ra bầu cây con. 

Nghiên cứu tìm ra được hỗn hợp giá thể phù hợp để ra cây con in-vitro lan Giả hạc tím 

Huế giai đoạn vườn ươm, sau 3 tháng chăm sóc kết quả được trình bày ở bảng 3.23. 

Kết quả tốt nhất về tỷ lệ sống 97,8%, chiều cao cây 9,9 cm, đường kính thân cây 0,9 cm, 

số lá 11,3 lá, chiều rộng 1,5 cm, chiều dài lá 5 cm và số lá mới 5,8 lá là thu được ở CT1 và CT6 

có tỷ lệ sống đạt 95,6%, chiều cao cây 9,3 cm, đường kính thân cây 0,8 cm, số lá 10,7 lá, chiều 

rộng của lá 1,4 cm, chiều dài lá 4,7 cm, và số lá mới là 5,3 lá (Bảng 3.23, Hình 3.38). Ở các 

nghiệm thức khác đều có tỷ lệ sống đạt trên 80%, cho thấy khả năng thích nghi của cây lan con 

Giả hạc tím Huế in-vitro ở vườn ươm là rất tốt. 

Tỷ lệ sống của lan Giả hạc tím Huế trong nghiên cứu này dao động từ 80 đến 97,83% 

tương đồng với kết quả nghiên cứu của Nguyễn Thị Oanh và cộng sự (2022), đã báo cáo tỷ lệ 
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sống đạt 94,8% của lan D. thyrsiflorum Rchb. f. ex Andre được trồng trên giá thể bảng dương 

xỉ và có phủ rêu [138]. Trong nghiên cứu của Nguyễn Thị Mỹ Duyên (2021) về cây lan D. 

anosmum Lindl. thì có tỷ lệ sống thấp hơn từ 40 - 86,67% trồng trên giá thể đơn hoặc giá thể 

hỗn hợp rêu, xơ dừa và than củi [11]. Nguyên nhân có thể là do sự khác biệt về thời tiết, chế 

độ chăm sóc, độ ẩm và dinh dưỡng của giá thể [122]. 

 

Hình 3.38. Ảnh 

hưởng của giá thể 

đến sự sinh trưởng 

của cây con lan Giả 

hạc tím Huế in-

vitro ở vườn ươm 

(Nguyễn Hữu Thọ, 

2023) 

 

Tỷ lệ sống sót cao nhất của D. anosmum Lindl trong nghiên cứu của chúng tôi được trồng 

trong hỗn hợp giá thể xơ dừa và than trấu (1:1) là 97,83% sau 12 tuần, kết quả này khá tương 

đồng với kết quả công bố của Lê Thiên Vinh và cộng sự (2022), với tỷ lệ sống đạt 93,5% của 

lan D. anosmum Lindl. ở Quảng Trị được trồng trên cùng loại giá thể [45]. Hơn nữa, lan Giả 

hạc tím Huế và D. thyrsiflorum Rchb.f. Ex Andre trồng trên bảng dương xỉ có phủ rêu cũng 

cho kết quả rất tốt có tỷ lệ sống tốt lần lượt là 95,6% và 94,8%. Nghiên cứu của chúng tôi cho 

thấy lan Giả hạc tím Huế phát triển tốt trong hỗn hợp có 2 loại giá thể này, nhưng các giá thể 

đều phải đảm bảo duy trì độ thông thoáng và độ ẩm, đó là điều cần thiết để cho cây con in-vitro 

trồng thành công trong điều kiện vườn ươm. 
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Bảng 3.23. Ảnh hưởng của giá thể trồng đến sự sinh trưởng, phát triển của cây con in-vitro Giả 

hạc tím Huế trong vườn ươm sau 12 tuần trồng 

Thí 

nghiệm 

Tỷ lệ cây 

con sống 

(%) 

cao cây 

(cm) 

Đường 

kính cây 

(cm) 

Số lá 
Chiều rộng 

lá (cm) 

Chiều dài 

lá (cm) 
Lá mới 

Cây ban 

đầu 
- 5,2 ± 0,5d 0,3 ± 0,0d 5,5 ± 0,4c 0,6 ± 0,1e 3,2 ± 0,2e 0,0 ± 0,0c 

CT1 97,8 ± 0,4a 9,9 ± 0,3a 0,9 ± 0,0a 11,3 ± 0,4a 1,5 ± 0,0a 5,0 ± 0,2a 5,8 ± 0,2a 

CT2 90,7 ± 1,7b 7,5 ± 0,6c 0,6 ± 0,0c   9,5 ± 0,2b 1,3 ± 0,1cd 3,8 ± 0,2d 4,1 ± 0,2b 

CT3 87,7 ± 1,3bc 7,7 ± 0,8c 0,7 ± 0,0b   9,5 ± 0,4b 1,4 ± 0,1ab 4,3 ± 0,2c 4,0 ± 0,3b 

CT4 80,7 ± 1,8d 7,8 ± 0,5c 0,7 ± 0,0b   9,1 ± 0,2b 1,2 ± 0,0d 4,1 ± 0,1cd 3,6 ± 0,2b 

CT5 85,9 ± 1,5c 7,6 ± 0,2c 0,7 ± 0,0b   9,3 ± 0,2b 1,2 ± 0,0d 4,2 ± 0,1cd 3,8 ± 0,2b 

CT6 95,6 ± 0,5a 9,3 ± 0,4ab 0,8 ± 0,0a 10,7 ± 0,3a 1,4 ± 0,0ab 4,7 ± 0,1ab 5,3 ± 0,2a 

CT7 88,9 ± 1,2bc 8,3 ± 0,3bc 0,5 ± 0,0d   9,1 ± 0,3b 1,3 ± 0,0cd 4,4 ± 0,1bc 3,7 ± 0,2b 

Trung bình ± sai số chuẩn (SE); trong cùng một cột có cùng một chữ cái theo sau thì khác 

biệt không có ý nghĩa thống kê theo phép thử Duncan với p ≤ 0,05. 

Chú thích: CT1: Xơ dừa: Trấu hun (tỷ lệ 1 : 1, w : w); CT2: Xơ dừa : dớn (tỷ lệ 1 : 1, w 

: w); CT3: Xơ dừa: vỏ thông (tỷ lệ 1 : 1, w : w); CT4: dớn  (100%); CT5: Xơ dừa (100%); 

CT6: Gắn trên bảng dương xỉ (20 × 15 cm) có phủ rêu; CT7: Gắn trên gỗ vú sữa (20×15 cm) 

có phủ dớn. 

 

3.5.2. Ảnh hưởng giá thể trồng đến các dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến giai đoạn vườm 

ươm 

Kết quả nội dung 3.5.1 cho thấy cây con in-vitro lan Giả hạc tím Huế phát triển rất tốt 

trong trong hỗn hợp giá thể xơ dừa : trấu hun (1:1; w/w).  Do đó chúng tôi sử dụng hỗn hợp 

giá thể này trồng thử nghiệm cây con in-vitro của 6 dòng đột biến được lựa chọn, sau 3 tháng 

chăm sóc ở điều kiện vườn ươm kết quả được trình bày ở bảng 3.24. 

Kết quả bảng 3.30 cho thấy tỷ lệ sống của cây con in-vitro ở các dòng đột biến tương đối 

thấp, kết quả cao nhất là dòng M17 với tỷ lệ sống đạt 56,60 %, thấp nhất là 36,80 % ở dòng 

M13, các dòng HX3, HX10, M5, M14 có tỷ lệ sống cây con từ 41,47 – 53,07 %, kết quả này 

thấp hơn nhiều so với cây không xử lý đột biến (80,7%-97,8%) ở Bảng 3.24.  
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Bảng 3.24. Ảnh hưởng của giá thể trồng đến sự sinh trưởng, phát triển của cây con invitro Giả hạc tím Huế đột biến trong vườn 

ươm sau 12 tuần. 

Mẫu 
Tỷ lệ cây con 

sống (%) 
Cao cây (cm) 

Đường kính 

cây (cm) 
Số lá 

Chiều rộng lá 

(cm) 

Chiều dài lá 

(cm) 
Lá mới 

Cây con 

ban đầu 
­ 5,32±0,27d 0,47±0,02d 4,73±0,27e 0,63±0,02c 3,42±0,17d ­ 

HX3 53,07±1,54ab 8,27±0,34ab 0,95±0,04a 10,33±0,42b 1,45±0,05a 4,56±0,20ab 6,07±0,23ab 

HX10 50,67±1,78bc 7,74±0,28bc 0,82±0,04b 10,53±0,38ab 1,22±0,07b 4,18±0,19bc 5,93±0,27ab 

M5 47,33±1,72c 7,44±0,26bc 0,75±0,04bc 9,53±0,35bc 1,14±0,07b 4,07±0,16 c 5,53±0,27b 

M13 36,80±1,32e 7,10±0,23c 0,72±0,03bc 7,93±0,37d 1,25±0,06b 4,22±0,06bc 3,93±0,23c 

M14 41,47±1,32d 7,68±0,26bc 0,67±0,02c 8,73±0,40cd 1,17±0,06b 4,39±0,08a-c 4,20±0,26c 

M17 56,60±1,34a 12,80±0,34a 1,45±0,46a 11,53±0,35a 1,81±0,05a 5,83±0,16a 6,27±0,18a 

Trung bình ± sai số chuẩn (SE); trong cùng một cột có cùng một chữ cái theo sau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

theo phép thử Duncan với p ≤ 0,05. 

Chú thích: HX3: Cây từ dòng protocorm xử lý colchicine nồng độ 400 ppm trong thời gian 6 giờ;  

      HX10: Cây từ dòng protocorm xử lý DMS nồng độ 100 ppm trong thời gian 4 giờ;  

      M5: Cây từ dòng mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 200 ppm trong thời gian 8 giờ;  

     M13: Cây từ dòng mô sẹo xử lý DMS nồng độ 200 ppm trong thời gian 4 giờ;  

     M14: Cây từ dòng mô sẹo xử lý DMS nồng độ 400 ppm trong thời gian 2giờ;  

                           M17: Cây từ dòng mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 100 ppm trong thời gian 10 giờ 
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Khả năng sinh trưởng của cây con in-vitro các dòng đột biến tương đối đồng đều với các 

chỉ tiêu chiều cao cây, đường kính thân cây, số lá, chiều rộng lá, chiều dài lá và số lá mới, tuy 

vậy kết quả sinh trưởng của dòng M17 là nỗi bật nhất kết quả cụ thể tương ứng là 12,80 cm; 

1,45 cm; 11,53 lá; 1,51 cm; 5,83 cm; 6,27 lá.  

Kết quả này cho thấy, với các dòng đột biến khả năng thích nghi với giá thể trồng kém 

hơn so với cây bình thường, điều này có thể do những biến đổi bên trong như về cấu trúc mạch 

dẫn, cấu trúc tế bào, hàm lượng diệp lục, khả năng quang hợp, khả năng hấp thụ dinh dưỡng… 

đã tác động đến tỷ lệ sống sót của cây con đột biến, tuy vậy một số chỉ tiêu sinh trưởng (chiều 

cao cây, dài lá, đường kính thân) lại tốt hơn so với cây bình thường đặc biệt là những dòng đột 

biến đa bội. 

3.5.3. Điều kiện môi trường (nhiệt độ, độ ẩm, ánh sáng) ảnh hưởng đến sinh trưởng của 

cây lan con Giả hạc tím Huế in-vitro đột biến ra vườn 

 Cây con in-vitro đủ tiêu chuẩn (cao 4-5 cm, có 4-5 lá), không nhiễm nấm bệnh được 

trồng trên giá thể hỗn hợp sơ dừa: trấu hun (1:1, w/w), nhiệt độ được điều chỉnh ở mức 28-

35ºC, độ ẩm điều chỉnh ở mức 70-85 % bằng hệ thống tưới nước dạng phun sương. Ánh sáng 

được điều chỉnh theo các thí nghiệm không che nắng (CT1), che nắng 25 % (CT2), Che nắng 

50 % (CT3), che nắng 75 % (CT4), che nắng 100 % (CT5). Kết quả điều kiện môi trường (nhiệt 

độ, độ ẩm, ánh sáng) ảnh hưởng đến sinh trưởng của cây lan con Giả hạc tím Huế in-vitro đột 

biến ra vườn được trình bày ở bảng 3.25, hình 3.39. 

 Ánh sáng có tác động lớn đến khả nẳng sinh trưởng của cây lan, đặc biệt là cây lan con 

in-vitro mới trồng. Ánh sáng còn là tác nhân chính kéo theo sự thay đổi các yếu tố môi trường 

khác như nhiệt độ, độ ẩm.  

Kết quả nghiên cứu đã cho thấy khi không được che nắng cây lan con đột biến có tỷ lệ 

sống thấp nhất chỉ đạt 10,00 %, cây lan không có dấu hiệu sinh trưởng cụ thể lá đều héo vàng 

và khô, không có lá mới xuất hiện, rễ không sinh ra thêm ngược lại còn bị chết rễ, số rễ chỉ còn 

2,47 rễ, ở công thức này nhận thấy cây và giá thể trồng bị nhiễm nấm bệnh là thấp nhất chỉ 

6,67 % (CT1).
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Bảng 3.25. Ảnh hưởng của ánh sáng đến khả năng thích nghi, sinh trưởng của lan Giả hạc tím Huế in-vitro đột biến sau 3 tháng ở vườn ươm.  

CT 
Tỷ lệ cây 

sống (%) 

Tỷ lệ cây 

nhiễm nấm 

bệnh (%) 

Chiều cao 

cây (cm) 

Đường 

kính cây 

(cm) 

Số lá Lá mới 
Dài lá 

(cm) 

Rộng lá 

(cm) 

Số rễ 

(cm) 

Dài rễ 

(cm) 

start ­ ­ 5,32±0,27d 0,45±0,02c 4,73±0,27c ­ 3,42±0,17d 0,63±0,02d 5,83±0,30b 4,43±0,25c 

CT1 10,00±1,24d 6,67±0,96 a 5,85±0,22cd 0,49±0,01c 0,00±0,00d 0,00±0,00d 0,00±0,00e 0,00±0,00e 2,47±0,55c 2,40±0,43d 

CT2 33,33±1,37c 16,67±0,90b 6,58±0,20c 0,57±0,02c 5,60±0,34c 0,87±0,38c 4,16±0,23c 1,16±0,12b 6,17±0,30b 4,86±0,26bc 

CT3 56,67±1,63a 20,00±0,89c 8,80±0,34b 1,05±0,06a 11,53±0,35a 6,80±0,47a 4,83±0,16b 1,51±0,05a 7,73±0,33a 6,31±0,24a 

CT4 43,33±2,13b 33,33±1,40d 10,54±0,43a 0,74±0,06b 9,33±0,60b 4,60±0,58b 5,23±0,19b 0,93±0,09c 6,03±0,26b 5,54±0,32ab 

CT5 36,67±1,16c 63,33±2,06e 11,20±0,42a 0,57±0,05c 8,93±0,55b 4,20±0,47b 6,36±0,24a 0,69±0,06d 5,83±0,21b 5,78±0,30a 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Chú thích: CT1. không che nắng; CT2. Che nắng 25%; CT3. Che nắng 50%; CT4. Che nắng 75%; CT5. Che nắng 100% 

     
Hình 3.39. Thí nghiệm ảnh hưởng của ánh sáng đến khả năng sinh trưởng của lan con in-vitro Giả hạc tím Huế đột biến đột biến ở vườn ươm. 
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 Khi tỷ lệ che nắng tăng lên dẫn đến tỷ lệ sống của cây con cải thiện, có hiệu quả cao nhất 

khi tỷ lệ che nắng 50 %, cụ thể tỷ lệ sống đạt 56,67 %, chiều cao cây đạt 8,80 cm, đường kính 

thân cây có được là 1,05 cm, số lá đạt được 11,53 lá trong đó có 6,80 lá mới được sinh ra, chiều 

dài lá đạt 4,83 cm, chiều rộng lá là 1,51 cm, số rễ cây có được là 7,73 rễ, rễ dài trung bình 6,31 

cm, tỷ lệ cây và giá thể bị nhiễm nấm bệnh tăng lên ở mức 20,00 % (CT3). Khi tỷ lệ che nắng 

lên 75 % (CT4), 100 % (CT5), các chỉ tiêu đánh giá lại giảm xuống cụ thể tỷ lệ sống của cây 

theo thứ tự là 43,33 %, 36,67 %, tỷ lệ nhiễm bệnh lại tăng cao 33,33 % và 63,33 %, chiều cao 

cây đạt 10,54 cm và 11,20 cm, đường kính thân đạt 0,74 cm và 0,57 cm, số lá đạt 9,33 lá và 

8,93 trong đó số lá mới có được là 4,60 lá và 4,02 lá, chiều dài lá đạt 5,33 cm và 6,36 cm, chiều 

rộng của lá đạt 0,93 cm và 0,69 cm, số rễ của cây đạt 6,03 rễ và 5,83 rễ, và rễ có chiều dài trung 

bình là 5,54 cm và 5,78 cm. Kết quả cho thấy cây lan con giai đoạn vườn ươm rất nhạy cảm 

với ánh nắng và nó phù hợp nhất ở mức che sáng 50 %. 

3.5.4 Ảnh hưởng của chế phẩm vi sinh vật nội sinh đến sinh trưởng của dòng lan Giả hạc 

tím Huế đột biến 

3.5.4.1 Kết quả phân lập và tuyển chọn vi sinh vật nội sinh từ lan rừng 

Kết quả phân lập vi sinh vật nội sinh từ các bộ phận khác nhau của cây lan rừng đã thu 

được 30 chủng vi khuẩn nội sinh. Phần lớn các chủng phân lập được có hình thái khuẩn lạc là 

màu trắng (73,4 %) một số ít (26,6 %) là màu sắc khác(vàng, vàng nhạt, hồng hoặc cam). Ngoài 

ra, đặc điểm bề mặt khuẩn lạc có trơn nhầy, khô ráp, hoặc bóng nhẵn. Mép của khuẩn lạc qua 

quan sát thấy thường tròn đều hoặc lượn sóng. (Bảng P12-3.13 phụ lục 12). Các mô tả về đặc 

điểm khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn nội sinh tương tự trong các nghiên cứu của Nguyễn 

Thị Minh và Đỗ Minh Thu [31]; Nguyễn Thị Thúy Duy và cộng sự [38]. 

Kiểm tra hoạt tính của 30 chủng vi sinh vật nội sinh được phân lập cụ thể có được 18 

chủng có khả năng phân giải lân, đây là hoạt tính hòa tan tri-calcium phosphas (TCP) có trong 

môi trường Pikovaskya, 16 chủng có khả năng cố định đạm, có 15 chủng có khả năng sinh 

IAA, có được 18 chủng có khả năng sinh NH3, và có 1 chủng (L6) có khả năng đối kháng, ức 

chế sự phát triển của vi khuẩn gây bệnh thối nhũn, vòng sáng kháng khuẩn hình thành với 

đường kính đạt 2,12 cm (Hình 3.40), (Bảng P12-3.13 phụ lục 12). 
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Nghiên cứu đã chọn lựa được 3 chủng có các hoạt tính hoá sinh mạnh nhất để định danh 

xác định loài đó là L4, L6 và C4. Xác định loài qua việc giải trình tự gen mã hóa vùng 16S 

rRNA, kết quả 3 chủng L4, L6 và C4 thứ tự được xác định là vi khuẩn Burkholderia ps., vi 

khuẩn Bacillus cereus và vi khuẩn Pseudomonas boreopolis (Hình P14-3.4 phụ lục 14). Kết 

quả có sự tương đồng với với một số công bố trước đây về đặc điểm của những chủng vi sinh 

này như đặc tính hoá sinh của chi vi khuẩn Pseudomonas [139]. Những đặc điểm về hoạt tính 

hoá sinh của chủng Bacillus cereus cũng tương đồng với nghiên cứu của Akhtar Nosheen và 

cộng sự [47]. Đặc biệt chủng này có khả năng đối kháng với vi khuẩn gây bệnh thối nhũn điều 

này đã ghi nhận bởi nghiên cứu của Nguyễn Thị Thanh Mai và cộng sự (2020) về khả năng đối 

kháng của chi  Bacillus đối với vi khuẩn gây bệnh thối nhũn [30]. Các hoạt tính của 

Burkholderia sp. trong nghiên cứu này cũng tương đồng với nghiên cứu của Hau-Hsuan Hwang 

và cộng sự [93]. 

 

Hình 3.40. Phân lập và tạo dòng thuần khiết các vi khuẩn nội sinh. (A. phân lập vi khuẩn 

nội sinh trong môi trường bán lỏng NA; B. Tạo dòng thuần khiết, C. Thử nghiệm khả năng 

đối kháng của vi sinh vật nội sinh với vi khuẩn gây thối nhũn trên lan. 

Như vậy, 3 chủng vi khuẩn được lựa chọn để định danh có mức tương đồng khá cao với 

các chủng liên quan đã được công bố trước đó, và cũng là những chi vi khuẩn có các loài vi 

khuẩn nội sinh phổ biến, được ứng dụng nhiều trong trong lĩnh vực sản xuất phân bón, chế 

phẩm vi sinh. 

3.5.4.2. Chế phẩm dinh dưỡng chứa vi sinh vật nội sinh 

Ba chủng vi sinh vật nội sinh Pseudomonas boreopolis, Bacillus cereus, Burkholderia sp. 

tiến hành nuôi thu sinh khối. Sinh khối này trộn với dung dịch dinh dưỡng theo tỷ lệ 1:50; 

https://www.researchgate.net/profile/Hau-Hsuan-Hwang
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1:100, 1:500 (chế phấm kí hiệu CP2, CP3, CP4). Hỗn hợp lên men trong thời gian 3 tháng được 

chiết dịch sử dụng, liều lượng sử dụng là 10 ml/L nước, phun 2 lần/tuần, ở các thí nghiệm. Kết 

quả thử nghiệm được thể hiện qua bảng 3.26. 

Kết quả thí nghiệm cho thấy tỷ lệ sống của lan con Giả hạc tím Huế in-vitro là rất cao, 

trên 90% ở tất cả các thí nghiệm. Hiệu quả của chế phẩm vi sinh thể hiện rõ ở tỷ lệ cây nhiễm 

nấm bệnh, với công thức sử dụng chế phẩm luôn có tỷ lệ nhiễm nấm bệnh thấp hơn so với đối 

chứng. Ở công thức CP2 tỷ lệ nhiễm nấm bệnh giảm xuống còn 7,56% so với 21,56% đối 

chứng (CP1). Ngoài ra, các chỉ tiêu sinh trưởng đều có kết quả tốt khi sử dụng chế phẩm (Bảng 

3.26). Hiệu quả sử dụng chế phẩm ở CP3 và CP4 tương đối tốt, cao hơn đối chứng tuy nhiên 

không hiệu quả bằng công thức CP2 (Bảng 3.26). Như vậy, với kết quả thí nghiệm đã cho thấy 

chế phẩm vi sinh từ vi sinh vật nội sinh có hiệu quả rất tốt đối với sự sinh trưởng phát triển và 

khả năng đề kháng bệnh của cây lan con in-vitro ở giai đoạn vườn ươm. 

Kết quả thí nghiệm cũng cho thấy không có sự khác biệt lớn giữa các chế phẩm CP2, 

CP5, CP6, điểm khác biệt lớn nhất ở tỷ lệ nhiễm bệnh của cây lan con, kết quả cụ thể theo thứ 

tự là 7,56%, 14,67% và 11,56%, kết quả này chứng tỏ ba loại chế phẩm vi sinh CP2, CP5, CP6 

đem lại hiệu quả rất tốt tương đương nhau cho lan Giả hạc tím Huế (Bảng 3.26). Như vậy kết 

quả nghiên cứu cho thấy chế phẩm vi sinh từ vi sinh vật nội sinh do nhóm nghiên cứu tạo ra có 

hiệu quả rất tốt và tương đương với những sản phẩm hiện có trên thị trường.  

Kết quả này cũng có sự tương đồng với những nghiên cứu trước đây như nghiên cứu 

của Nguyễn Văn Hồng và cộng sự (2022) [17], De Medeiros và cộng sự (2023) [120] sử dụng 

chế phẩm vi sinh đều cho kết quả tác dụng tốt đến sinh trưởng và sinh khối của lan trong điều 

kiện nhà kính. Trong nghiên cứu của Nguyễn Thị Diễm và cộng sự (2021),  trên lan D. 

anosmum ‘Di Linh’, kết quả cho thấy sử dụng chế phẩm vi sinh không những hỗ trợ cho D. 

anosmum ‘Di Linh’ sinh trưởng, phát triển, tăng sinh khối tốt, có hiệu quả tương đương với 

phân hoá học, chế phẩm vi sinh còn giúp cây khoẻ hơn, giảm được sâu bệnh [7]. Như vậy có 

thể thấy chế phẩm vi sinh có tác động tốt đến sinh trưởng của lan D. anosmum và có thể được 

ứng dụng rộng rãi cho nhiều loài lan khác. 
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Bảng 3.26. Hiệu quả của chế phẩm vi sinh đến khả năng sinh trưởng của lan Giả hạc tím Huế in-vitro giai đoạn vườn ươm sau 3 tháng trồng. 

CP 
Tỷ lệ cây 

sống (%) 

Tỷ lệ cây 

nhiễm nấm 

bệnh (%) 

Chiều cao 

cây (cm) 

Đường 

kính cây 

(cm) 

Số lá Lá mới Dài lá (cm) 
Rộng lá 

(cm) 
Số rễ (rễ) Dài rễ (cm) 

start ­ ­ 4,71±0,27d 0,34±0,02d 4,53±0,22c ­ 3,29±0,17d 0,55±0,03d 6,21±0,34c 4,10±0,24c 

CP1 97,78±0,70a 21,56±0,85d 7,78±0,51c 0,55±0,04c 8,33±0,35b 3,80±0,36c 4,29±0,26c 0,73±0,06d 6,71±0,23bc 5,10±0,29b 

CP2 98,22±0,64ab 7,56±0,76a 12,25±0,67a 1,20±0,10a 10,80±0,55a 6,27±0,49a 5,56±0,27a 1,74±0,04a 8,11±0,39a 6,70±0,39a 

CP3 97,56±0,89a 13,78±1,25bc 10,65±0,59b 0,85±0,09b 10,40±0,68a 5,67±0,65ab 4,76±0,28bc 1,32±0,09b 7,35±0,30ab 6,04±0,34ab 

CP4 97,78±0,70a 19,56±0,79d 8,78±0,38c 0,72±0,07bc 9,47±0,50ab 4,73±0,44bc 4,43±0,26b 1,05±0,09c 6,85±0,34bc 5,34±0,30b 

CP5 97,56±0,61a 14,67±1,02c 12,53±0,59a 0,68±0,02bc 10,20±0,45a 5,67±0,37ab 5,55±0,23a 1,56±0,09a 7,65±0,29ab 6,48±0,33a 

CP6 98,67±0,54ab 11,56±1,17b 12,20±0,51a 0,76±0,02b 10,40±0,42a 5,87±0,39ab 5,09±0,18ab 1,54±0,09a 8,24±0,35a 6,83±0,34a 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

 

Hình 3.41. Ảnh hưởng của các chế phẩm vi sinh 

đến khả năng sinh trưởng của lan Giả hạc tím Huế 

in-vitro giai đoạn vườn ươm sau 3 tháng trồng. 

-CP1. Đối chứng, không sử dụng chế phẩm vi sinh. 

-CP2. Sử dụng chế phẩm vi sinh với tỷ lệ vi sinh 

vật nội sinh và chất nền phụ gia 1/50. 

-CP3. Sử dụng chế phẩm vi sinh với tỷ lệ vi sinh 

vật nội sinh và chất nền phụ gia 1/100 

-CP4. Sử dụng chế phẩm vi sinh với tỷ lệ vi sinh 

vật nội sinh và chất nền phụ gia 1/500 

-CP5: Dùng chế phẩm GE 

-CP6: Dùng chế phẩm bán trên thị trường 
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3.5.4.3. Ảnh hưởng của chế phẩm dinh dưỡng chứa vi sinh vật nội sinh đến sinh trưởng của 

các dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến 

Khảo sát ảnh hưởng của chế phẩm dinh dưỡng chứa vi sinh vật nội sinh đến khả năng sinh 

trưởng của các dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến từ đó làm cơ sở ứng dụng chế phẩm này 

trong quy trình huấn luyện cây lan đột biến ra vườn ươm. Thí nghiệm sử dụng 6 dòng đột 

biến (HX3, HX10, M5, M13, M14, M17) và một dòng đối chứng (M1), chế phẩm CP2 sử dụng 

liều lượng 10ml/Lít nước, phun 2 lần/tuần. Kết quả trình bày ở bảng 3.27, hình 3.43. 

 Tỷ lệ cây bị nhiễm bệnh ở các công thức thí nghiệm từ 7,11 – 8,89 %. Các dòng đột biến 

sinh trưởng tốt hơn khi có sử dụng chế phẩm, Trong 6 dòng đột biến, M17 có phản ứng tốt nhất 

với chế phẩm (tỷ lệ sống 67,56 %, chiều cao cây 14,16 cm) chứng ỏ đây là dòng có tiềm năng. 

Các dòng đột biến còn lại khi có sử dụng chế phẩm để chăm sóc cũng hiệu quả tương đối tốt 

có tỷ lệ sống từ 43,78 – 61,11 %; chiều cao cây dao động từ 10,51 – 13,25 cm (Bảng 3.33). Kết 

quả đã cho thấy chế phẩm chứa vi sinh vật nội sinh được tạo ra trong nghiên cứu có tác động 

tốt đến khả năng sinh trưởng và kháng bệnh của các dòng đột biến được lựa chọn. Điều này 

góp phần giảm sử dụng phân hóa học, thuốc bảo vệ thực vật, đồng thời nâng cao tỷ lệ 

sống của cây lan đột biến. 

 

Hình 3.42.  Ảnh hướng của chế phẩm vi sinh CP2 đến khả năng sinh trưởng của các dòng lan 

Giả hạc tím Huế in-vitro đột biến sau 3 tháng ở vườn ươm. 
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Bảng 3.27. Hiệu quả của chế phẩm vi sinh đến khả năng sinh trưởng của các dòng lan Giả hạc tím Huế in-vitro đột biến giai 

đoạn vườn ươm. 

CP 
Tỷ lệ cây 

sống (%) 

Tỷ lệ cây 

nhiễm nấm 

bệnh (%) 

Chiều cao 

cây (cm) 

Đường 

kính cây 

(cm) 

Số lá Lá mới Dài lá (cm) 
Rộng lá 

(cm) 
Số rễ (rễ) 

Dài rễ 

(cm) 

start ­ ­ 4,71±0,27e 0,34±0,02f 4,53±0,22 c ­ 3,29±0,17d 0,55±0,03e 6,21±0,34e 4,10±0,24c 

M1 98,22±0,64a 7,56±0,76a 12,25±0,67b-d 1,20±0,10ab 10,80±0,55ab 6,27±0,49ab 5,56±0,27ab 1,74±0,04b 8,11±0,39a-c 6,70±0,39b 

HX3 61,11±2,25c 8,44±0,79a 13,25±0,66ab 1,35±0,11b 11,13±0,51ab 6,60±0,46ab 5,83±0,23a 1,88±0,10ab 8,37±0,36ab 7,25±0,39ab 

HX10 57,56±2,63c 8,22±0,72a 11,25±0,67cd 1,12±0,10c 11,07±0,61ab 6,34±0,67ab 5,49±0,24ab 1,39±0,09c 7,17±0,38c-e 7,12±0,48ab 

M5 60,89±1,82c 7,33±0,67a 12,85±0,61a-c 0,87±0,09d 11,09±0,38bc 6,36±0,50ab 5,54±0,28ab 1,36±0,13c 7,45±0,41b-d 7,76±0,38ab 

M13 43,78±1,75e 7,11±0,72a 10,51±0,64d 0,58±0,06e 10,02±0,46b 5,29±0,46b 4,53±0,25c 0,81±0,10de 6,81±0,41de 6,61±0,34b 

M14 52,44±1,82d 8,89±0,84a 10,78±0,66d 0,64±0,05e 10,29±0,33b 5,56±0,35b 4,86±0,22bc 0,88±0,11d 7,35±0,35b-e 6,97±0,39b 

M17 67,56±1,51b 7,11±1,02a 14,16±0,67a 1,63±0,07a 12,00±0,58a 7,27±0,61a 6,09±0,26a 2,08±0,11a 8,88±0,41a 8,17±0,37a 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 
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3.5.5 Quy trình nhân giống và huấn luyện cây con in-vitro lan Giả hạc tím Huế  

 Quy trình nhân giống và huấn luyện cây con in-vitro lan Giả hạc tím Huế thực hiện 7 

bước (Quy trình 2, phụ lục 17): 

Bước 1: Lấy mẫu. Mẫu lan Giả hạc tím Huế được thu thập, nuôi dưỡng.  

Bước 2: Khử trùng mẫu. Khử trùng 

đoạn thân hoặc quả. 

Bước 3: Tái sinh mô sẹo hoặc protocorm 

tạo vật liệu khởi đầu. 

Bước 4: Tái sinh chồi. Bước 5: Nhân chồi.  

Bước 6: Ra rễ tạo cây hoàn chỉnh. Bước 7: Ra cây ngoài vườn ươm.  

 

Hình 3.43. Sơ đồ quy trình nhân giống in-vitro lan Giả hạc tím Huế 
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

1. Kết luận 

1. Nghiên cứu đã thành công trong việc xác định, thu thập đúng mẫu lan Giả hạc tím Huế 

(Denrobium anosmum Lindl) tại thành phố Huế, làm nguyên liệu nuôi cấy thành công in-vitro 

lan này từ hạt và chồi ngủ, tạo ra vật liệu khởi đầu (protocorm và mô sẹo) cho các thí nghiệm 

tiếp theo. Đồng thời, nghiên cứu xác định được các điều kiện phù hợp để nhân giống in-vitro 

cho lan Giả hạc tím Huế. 

2. Xử lý đột biến bằng Colchicine và DMS trên protocorm và mô sẹo đã được thực hiện 

hiệu quả ở nồng độ 50 – 400 ppm trong 2 – 10 giờ tạo ra các mẫu sống với biến đổi hình thái. 

Nghiên cứu đã chọn lọc được 27 dòng lan biến dị, trong đó có 14 dòng từ Colchicine và 13 

dòng từ DMS.  

3. Thực hiện đánh giá các dòng đột biến bằng các chỉ thị hình thái, tế bào, hoá sinh và 

bằng chỉ thị RAPD. Nghiên cứu đã lựa chọn được 6 dòng triển vọng có sự khác biệt rõ về hình 

thái và di truyền để nghiên cứu phát triển. 

4. Nghiên cứu xây dựng thành công quy trình chăm sóc lan con in-vitro phù hợp cho giai 

đoạn vườn ươm, tìm được điều kiện tối ưu để cây lan con in-vitro thích nghi và phát triển tại 

vườn. Ứng dụng được chế phẩm vi sinh vật nội sinh trong chăm sóc cây lan con tại vườn, giảm 

bớt việc sử dụng các loại phân hoá học và thuốc bảo vệ thực vật.  

Đề nghị 

- Cần tiếp tục khảo nghiệm các dòng đột biến trong điều kện sản xuất (vườn ươm, vườn 

cảnh). 

- Cần có những nghiên cứu sâu hơn về phân tử, đặc biệt là xác định được những thay đổi 

về mặt di truyền là từ gen nào; hoặc xác định các dòng đa bội (chẵn hoặc lẽ) và đặc điểm của 

chúng.  

- Cần đánh giá giá trị kinh tế, thẩm mỹ và tiềm năng ứng dụng thực tế của lan Giả hạc tím 

Huế và các dòng đột biến của nó. 
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PHỤ LỤC 1: GIẤY GIÁM ĐỊNH GIỐNG LAN GIẢ HẠC TÍM (Dendrobium 

anosmum Lindl.) 

 



2 
 

PHỤ LỤC 2: THÀNH PHẦN CÁC MÔI TRƯỜNG DINH DƯỠNG  SỬ DỤNG 

TRONG NGHIÊN CỨU 

I. Môi trường nuôi cấy mô 

a) Môi trường MS- Murashige and Skoog Medium 

 - đa lượng: 

+ Ammonium nitrate (NH4NO3) : 1650 mg/L 

+ Calcium chloride (CaCl2.2H2O) : 440 mg/L 

+ Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O) : 370 mg/L 

+ Potassium phosphate (KH2PO4) : 170 mg/L 

+ Potassium nitrate (KNO3) : 1,900 mg/L 

-  Vi lượng: 

+ Boric acid (H3BO3) : 6,2 mg/L 

+ Cobalt chloride (CoCl2.6H2O) : 0,025 mg/L 

+ Cupric sulphate (CuSO4.5H2O) : 0,025 mg/L 

+ Ferrous sulphate (FeSO4.7H2O) : 27,8 mg/L 

+ Manganese sulphate (MnSO4.4H2O) : 22,3 mg/L 

+ Potassium iodide (KI) : 0,83 mg/L 

+ Sodium molybdate (Na2MoO4.2H2O) : 0,25 mg/L 

+ Zinc sulphate (ZnSO4.7H2O) : 8,6 mg/L 

+ Na2EDTA.2H2O : 37,2 mg/L 

-  Vitamins và chất hữu cơ 

+ i-Inositol : 100 mg/L 

+ Niacin : 0,5 mg/L 

+ Pyridoxine : HCl 0,5 mg/L 

+ Thiamine : HCl 0,1 mg/L 

+ Glycine : 2 mg/L 

+ Edamin (có hoặc không) : 1 g/L 

Môi trường ½ MS là môi trường MS có thành phần đa lượng và vi lượng được giảm đi 

1/2. 

b) Môi trường Knudson C 
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- Vi lượng 

 + Ferrous sulphate (FeSO4.7H2O):  25,00 mg/L 

+ Manganese sulphate monohydrate (MnSO4.H2O): 5,68  mg/L 

- Đa lượng 

+ Calcium nitrate ( Ca(NO3)2 ) : 241,30 mg/L 

+ Kali chloride ( KCl ): 250,00 mg/L 

+ Potassium phosphate (KH2PO4): 250,00 mg/L 

+ Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O) : 122,15 mg/L 

+ Ammonium nitrate (NH4NO3) 500,00 mg/L 

+ Ammonium Sunfate (NH4)2SO4 : 500,00 mg/L 

c) Môi trường Vacin Went 

- Vi lượng 

+ Ferric Tartrate ( Fe2(C4H4O6)3): 23,13 mg/L 

+ Manganese Sulphate Monohydrate (MnSO4.H2O) : 5,68 mg/L 

- Đa lượng 

+ Tricalcium phosphate (Ca3(PO4)2) : 200,00 mg/L 

+ Potassium phosphate (KH2PO4): 250,00 mg/L 

+ Potassium nitrate (KNO3) : 525,00 mg/L 

+ Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O): 122,00 mg/L 

+ Amoni sulfat ( (NH4)2SO4 ): 500,00 mg/L 

d) Môi trường Hyponex 

- Đa lượng 

+ Ammonium nitrate (NH4NO3): 1 g/L. 

+ Potassium nitrate (KNO3): 1 g/L. 

+ Potassium phosphate (KH2PO4): 0,25 g/L. 

+ Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O): 0,25 g/L. 

+ Calcium chloride (CaCl2.2H2O): 0,25 g/L. 

- Vi lượng 

+ Manganese(II) sulfate  tetrahydrate (MnSO4.4H2O): 22,3 mg/L. 

+ Boric acid (H3BO3): 6,2 mg/L. 
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+ Zinc sulfate (ZnSO4.4H2O): 8,6 mg/L. 

+ Potassium iodide (KI): 0.83 mg/L. 

+ Sodium molybdate (Na2MoO4.2H2O): 0,25 mg/L. 

+ Cupric sulfate (CuSO4.5H2O): 0,025 mg/L. 

+ Cobalt chloride (CoCl2.6H2O): 0,025 mg/L. 

II.Môi trường nuôi cấy vi sinh 

Môi trường Luria-Bertani (LB) dùng nuôi cấy vi khuẩn gồm 10 g/L Tryptone, 5 g/L cao 

nấm men, 10 g/L NaCl (trong thí nghiệm sử dụng LB dạng đặc thì bổ sung agar 15 g/L.) 

Nước Peptone gồm có Peptone: 10 g/L; NaCl: 5 g/L. 

Môi trường Pikovskaya (PVK) (dùng để phân lập vi khuẩn có khả năng phân giải lân 

khó tan) gồm glucose (10 g), Ca3(PO4)2 (5 g), (NH4)2SO4 (0,5 g), KCl (0,2 g), MgSO4.7H2O 

(0,1 g), MnSO4 (0,002 g), FeSO4 (0,002 g), cao nấm men (0,5 g), agar (20 g) và nước cất 

1.000 mL. 

Môi trường Nutrient agar (NA) gồm có nước thịt bò: 200 g/L; Peptone: 5 g/L; cao nấm 

men: 3 g/L; NaCl: 5 g/L; 18 g/L agar, pH: 7,0. 

Môi trường NA bán lỏng gồm có nước chiết thịt bò: 200 g/L; Peptone: 5 g/L; cao nấm 

men: 3 g/L; NaCl: 5 g/L; 4 g/L agar, pH: 7,0. 

Môi trường Starch casein agar (SCA) gồm có Tinh bột: 10 g/L; K2HPO4: 2 g/L; KNO3: 

2 g/L; casein: 0,3 g/L; MgSO4.7H2O: 0,05 g/L; CaCO3: 0,02 g/L; FeSO4.7H2O: 0,01 g/L; 

NaCl: 2 g/L; Agar: 15 g/L; pH: 7,0. 

Môi trường International streptomyces project 2 (ISP2) gồm có cao nấm men: 4 g/L; 

chiết xuất mạch nha: 10 g/L; dextrose (hoặc glucose): 4 g/L; Agar: 15 g/L; pH: 7,3. 

Môi trường Ashby xác định khả năng cố định đạm của vi sinh vật gồm có Glucose 

(nguồn carbon): 20 g/L; K2HPO4: 0,2 g/L; NaCl: 0,2 g/L; MgSO4.7H2O: 0,2 g/L; K2SO4: 0,1 

g/L CaCO3: 5 g/L; Agar: 15 g/L; pH: 7,0. 
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PHỤ LỤC 3: SƠ ĐỒ HOÁ CÁC NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

 
Hình P.1. Sơ đồ tóm lược các nội dung nghiên cứu. 
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Hình P.2. Sơ đồ tóm lược quá trình thực hiện thí nghiệm 

 
Vật liệu khởi đầu (lan 

Giả hạc tím Huế) 

Khử trùng, nuôi cấy khởi 

đầu 
Khử trùng , nuôi cấy khởi 

đầu 

Đoạn thân có chứa mắt ngủ Quả lan chín sinh lý 

Cảm ứng hình thành 

protocorm 

Hình thành mô 

sẹo 

Hình thành 

chồi 

Tái sinh chồi 

Tạo rễ, cây hoàn chỉnh 

Xử lý hoá chất đột 

biến 

Tái sinh chồi 

Nhân nhanh chồi 

Tái sinh chồi 

Huấn luyện cây con 

ở vườn ươm, trồng 

vào giá thể phù hợp 

Đánh giá các hình 

thái biến đổi của 

mô sẹo/ protocorm 

Đánh giá các hình 

thái biến đổi của 

chồi, lựa chọn ra các 

dòng biến đổi 

Đánh giá các tác động của 

môi trường và chế phẩm vi 

sinh lên cây con ở vườn ươm 

Đánh giá các hình 

thái biến đổi của 

chồi, lựa chọn ra các 

dòng biến đổi 

Tái sinh lại chồi / mô sẹo các dòng 

đã lựa chọn có các biến đổi 

Nhân nhanh chồi 
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PHỤ LỤC 4: PHƯƠNG PHÁP TÁCH CHIẾT VÀ ĐIỆN DI KIỂM TRA DNA TỔNG SỐ 

I. Phương pháp tách chiết DNA tổng số 

1.Chuẩn bị: 

- Đệm CTAB: 2% cetyl trimethylammonium bromide, 1% polyvinylpyrrolidone, 100 mM 

Tris-HCl (pH 8,0), 1,4 mM NaCl, 20 mM EDTA (pH 8,0), hoặc đệm chiết xuất CTAB. 

- Ống eppendorf 1,5 mL, máy ly tâm lạnh (ít nhất 14.000 vòng/phút), bể ổn nhiệt, chày cối. 

- Dung dịch RNase A (10 mg/ml trong nước, không chứa DNase). 

- Isopropanol, 70% Etanol, đệm TE (10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA). 

- Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol (tỷ lệ 25:24:1) được lưu trữ trong đệm TE, pH 8. 

2.Các bước thực hiện 

Bước 1: Mẫu lá/mô lan giả hạc tím Huế được chuẩn bị được chuẩn bị bằng cách cắt nhỏ và 

nghiền mô đông lạnh bằng cối và chày sau khi làm lạnh trong nitơ lỏng. Mẫu được nghiền ở 

nhiệt độ phòng, nghiền nhanh thành bột mịn là tốt nhất để chiết xuất DNA. 

Bước 2: Lấy 100 mg mẫu đã nghiền cho vào ống eppendorf 1,5 mL, thêm 500 µL đệm CTAB. 

Trộn đều và lắc kỹ, sau đó ủ ở nhiệt độ 60°C trong 30 phút, trong thời gian ủ có lắc nhẹ. 

Bước 3: Ly tâm hỗn hợp sau khi ủ trong 5 phút ở tốc độ 14.000 vòng/phút ở 4ºC,  hút dịch 

nổi chuyển sang ống eppendorf 1,5 mL mới. Thêm 5 µL dung dịch RNase A và ủ ở 37°C 

trong 20 phút. 

Bước 4: Thêm một lượng phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) bằng thể tích dịch 

mẫu đang có trong ống eppendorf vào ống. Lắc mạnh trong 5 giây rồi ly tâm mẫu trong 1 

phút ở tốc độ 14.000 vòng/phút ở 4ºC để tách các pha. 

Bước 5: Chuyển pha dịch nỗi phía trên sang ống eppendorf 1,5 mL mới. Lặp lại quá trình 

chiết này cho đến khi pha nước phía trên trong suốt. 

Bước 6: Chuyển phần nước ở trên sang ống mới. Thêm 0,7 thể tích isopropanol lạnh và ủ ở 

-20°C trong 15 phút để kết tủa DNA. 

Bước 7: Ly tâm dịch mẫu ở tốc độ 14.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4ºC, đổ bỏ phần dịch 

trong bên trên mà không làm xáo trộn phân kết tủa và sau đó rửa bằng 500 µl etanol 70% 

lạnh. sau đó Ly tâm 14.000 vòng/phút trong 10 phút  ở  4ºC loại dịch nổi (lặp lại 2 lần).  
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Bước 8: Kết tủa sẽ được làm khô ở 37ºC và sau đó hòa tan kết tủa trở lại trong 20 µL đệm 

TE (10 mM Tris-HCl, 1,0 mM EDTA, pH 8,0). Bảo quản DNA ở  nhiệt độ -30ºC cho các thí 

nghiệm tiếp theo. 

II.Các bước thực hiện phương pháp kỹ thuật điện di kiểm tra DNA 

Bước 1: Chuẩn bị gel agarose 1%: lấy 0,4 g thạch agarose nguyên chất cho vào cốc  

đong thủy tinh chịu nhiệt, đổ  vào đó 40 mL đệm TAE 1X (40 mM Tris pH 7,6; 20 mM acetic 

acid, 1 mM EDTA). Chuyển cốc đong vào lò vi sóng (Microwave) đặt nóng chảy trong 3 

phút sao cho agarose tan hoàn toàn, để nguội đến nhiệt độ 50 - 60ºC sau đó bổ sung thêm 4 

µL ethidium bromide (0,5 µg/L). Gài lược có nhiều răng vào khay của hệ thống điện di, đổ 

thạch ngập răng lược khoảng 0,5 cm và để nguội ở nhiệt độ phòng. 

Bước 2:  Đặt ngập khay có chứa gel agarose trong hộp điện di chứa dung dịch đệm TAE 

1X, sau đó rút lượt ra khỏi khay, lúc này gel agarose sẽ tạo các giếng để tra mẫu vào. 

Bước 3: Tra mẫu: lấy 5 - 10 µL sản phẩm mỗi loại, trộn với 1 - 2 µL chỉ thị màu 

(Loading  dye 6X) (thường là hỗn hợp xanh Bromophenol và Glycerol) với mẫu và tra riêng 

biệt vào từng giếng trong thạch. 

Bước 4: Tra chỉ thị phân tử: trong một giếng riêng biệt khác cho 5 - 10 µL chỉ thị phân 

tử (DNA marker), thang chuẩn DNA có kích thước dao động từ 100-1500 bp plus của 

Fermentas. 

Bước 5: Nối hệ thống điện di với nguồn điện, cực âm ở  phía đầu của bản thạch, cực 

dương ở phía cuối, DNA tổng số, và DNA của sản phẩm PCR sẽ chuyển dịch từ cực âm đến 

cực dương. Chạy điện di ở hiệu thế 100 V trong 15 - 30 phút.  

Bước 6: Rửa thạch bằng nước, sau đó soi qua đèn UV, chụp lại hình và đọc kết quả. 
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PHỤ LỤC 5: QUY TRÌNH TẠO GIỐNG LAN GIẢ HẠC TÍM HUẾ ĐỘT BIẾN 

BẰNG TÁC NHÂN HOÁ HỌC 

Quy trình tạo giống đột biến bằng phương pháp hoá học kết hợp nuôi cấy in-vitro, có 

các bước cơ bản sau: 

Bước 1: Lựa chọn dòng tế bào mẹ: Đây là các dòng tế bào từ protocorm hoặc mô sẹo 

được tạo ra từ nuôi cấy in-vitro  hạt hoặc chồi lan. Protocorm hay mô sẹo phải đảm bảo không 

bị nhiễm bệnh, khoẻ mạnh có kích thước đồng đều ≤ 0,5cm, có khối lượng từ 0,02-0,1 g. 

Bước 2: Gây đột biến: Sử dụng các tác nhân hoá học như hoá chất DMS, colchicine để 

gây đột biến vào tế bào mẹ. Điều này sẽ tạo ra các biến đổi trong gen, NST của tế bào mẹ. 

Bước 3: Nuôi cấy in-vitro : Tế bào mẹ sau khi đã trải qua đột biến được nuôi cấy in-

vitro  trong điều kiện lý tưởng để tạo ra các dòng giống mới chứa đột biến mong muốn. 

Bước 4: Xác định dòng giống chứa đột biến: Sau khi nuôi cấy, các tế bào con tiếp tục 

được phân chia để tạo ra các dòng giống mới, phát triển thành chồi, cây con và bắt đầu biểu 

hiện các hình thái ra bên ngoài. Sử dụng một số chỉ thị hình thái, tế bào, phân tử để xác định 

dòng giống chứa đột biến. 

Bước 5: Lưu giữ và nhân giống: Khi đã xác định được dòng giống chứa đột biến mong 

muốn, tiếp tục nhân lên và nuôi cấy trong môi trường in-vitro  để tạo cây hoàn chỉnh.  

Bước 6: Thự nghiệm giống đột biến: Các cây giống được tạo ra từ phòng thí nghiệm, 

mang những biến đổi về hình thái được trồng và theo dõi các chỉ tiêu nghiên cứu tại vườn. 
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PHỤ LỤC 6: PHƯƠNG PHÁP LÀM TIÊU BẢN KÍNH HIỂN VI VÀ CHIẾT XUẤT 

DIỆP LỤC, CAROTEN 

I. Phương pháp làm tiêu bản thực vật kính hiển vi tạm thời 

1. Chuẩn bị 

- Kính hiển vi quang học, dao mổ, kim mũi mác, đĩa đồng hồ, giấy thấm, bản kính, lá kính. 

- Nước cất, thuốc nhuộm xanh methylen/fuchsin/ đỏ carmin, acid acetic 10%, Javel, glycerin. 

- Mẫu thực vật: thân, lá, rễ của lan giả hạc tím Huế 

2. Các bước thực hiện 

Bước 1: Dùng dao/kim mũi mác cắt, bóc một lát (ngang/dọc) mỏng của mẫu thực vật (càng 

mỏng càng dễ quan sát). Mẫu lấy có kích thước khoảng 0,4x0,4 cm. 

Vị trí cắt: 

+  Rễ: Vùng lông hút 

+  Thân: Lóng, không cắt sát và ngay mấu 

+  Lá: 1/3 ở phía dưới, nếu phiến rộng quá thì có thể bỏ bớt thịt lá, chỉ chừa lại 1cm phần thịt 

lá ở 2 bên gân giữa 

Bước 2: Nhỏ 1 giọt nước cất lên bản kính, sau đó đặt mẫu đã cắt vào giọt nước. đặt lá kính 

nghiên 1 góc 45º từ từ đậy xuống giọt nước có mẫu cần quan sát. Tránh không tạo ra bọt khí 

khi đậy lá kính. 

Bước 3: Thực hiện quan sát. Đặt tiêu bản lên bàn kính hiển vi, điều chỉnh kính hiển vi để 

quan sát. 

3. Các bước nhuộm tế bào thực vật làm tiêu tiêu bản 

Để có thể quan sát thấy rỏ hơn thành phần, hình dạng cấu trúc tế bào, chúng tối tiến 

hành nhuộm tế bào, các bước thực hiện như sau: 

1.  Ngâm trong dung dịch Javel 15  –  20 phút (cho đến khi mẫu vi phẫu trắng, nếu quá 30 

phút mà vi phẫu chưa trắng thì thay nước Javen mới). 

2.  Rửa sạch 3 – 4 lần bằng nước cất. 

3.  Ngâm trong dung dịch acid acetic 10% trong 5 phút. 

4.  Rửa sạch 3 – 4 lần bằng nước cất. 

5.  Ngâm trong dung dịch xanh methylen 0,5% trong 10 giây. 

6.  Rửa sạch bằng nước cất. 
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7.  Ngâm trong dung dịch carmine son phèn (đỏ carmine) 1% trong 15 – 20 phút. 

8.  Rửa sạch và quan sát trong nước hoặc glycerin. 

4. Làm tiêu bản quan sát nhiễm sắc thể đầu rễ lan Giả hạc tím Huế 

Tiêu bản được thực hiện bằng cách:  

Bước 1: Cắt đầu rễ dài 5 mm của những cây lan Giả hạc tím Huế biến dị cho vào các 

ống eppendorf 1,5 ml có bổ sung 100 μL dung dịch colchicine 0,1%.  

Bước 2: Ủ trong dung dịch colchicine 30 phút. 

Bước 4: Loại bỏ colchicine và thêm vào ống eppendorf 200 μL sodium acetat 0,5%. 

Bước 5: Ủ mẫu trong 30 phút ở nhiệt độ phòng.  

Bước 6: Mẫu được lấy ra và cố định trong dung dịch carnoy trong 4 giờ.  

Bước 7: Loại bỏ carnoy và rửa mẫu nhiều lần bằng cồn 70%, nhuộm bằng dung dịch 

xanh methylen 1% hoặc đỏ carmine ở nhiệt độ phòng trong 5 phút.  

Bước 8: Làm tiêu bản mẫu bằng cách cắt đầu rễ 1-2 mm và lên lam kính, đậy lamen 

lên mẫu và ấn nhẹ để mẫu trải đều ra.  

Bước 9: Đưa lên kính hiển vi quan sát ở độ phóng đại vật kính 100x và thị kính là 10x, 

dùng dầu cho lên tiêu bản để quan sát. 

II. Phương pháp chiết xuất diệp lục và caroten 

Chiết xuất bằng phương pháp chuẩn của Porra RJ (2002) [10]. Lấy 0,25 gam lá còn 

tươi cắt nhỏ cho vào cối sứ (bỏ gân lá), thêm 0,2 gam bột CaCO3 để trung hoà dịch acid của 

tế bào, có thể cho một ít bột thuỷ tinh nghiền. Nghiền các mẩu lá đến khi thành một thể đồng 

nhất, cho vào ống nghiệm có chứa 10 ml aceton 80% hoặc cồn etylic 900 lắc đều, bịt kín và 

để 5 phút rồi lọc bằng bông trên phễu thuỷ tinh, dung dịch thu được có màu xanh. Tiến hành 

đo mật độ quang dịch mẫu ở các bước sóng 470 nm, 645 nm và 663 nm bằng máy đo UV-

VIS. 
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PHỤ LỤC 7: CÁC BƯỚC THỰC HIỆN PHẢN ỨNG PCR-RAPD 
 

Bước 1: Chuẩn bị thiết, dụng cụ, hoá chất cần thiết  

-  Tube khoảng 200 µl, micropipet 10 µl, 20 µl, máy luân nhiệt (MJ – MiniTM Persanol 

Thermal Cycle, Bio - Rad) 

- Thành phần phản ứng PCR gồm có: 

      + DNA mẫu (template) chứa mảnh DNA cần khuếch đại. 

+ Mồi RAPD (primer) là các đoạn DNA ngắn (10-15 nu) để xác định điểm bắt đầu và 

kết thúc vùng cần khuếch đại ( đều được cung cấp bởi hãng Operon Technologies) 

+ DNA-polymerase enzym (Taq polymerase, hãng Bioline ) xúc tác cho việc nhân lên 

của DNA. 

+ Nucleotides (dNTP, hãng Thermo Fisher Scientific Inc) là nguyên liệu cho DNA-

polymerase tổng hợp DNA mới. 

+ Dung dịch đệm (Buffer [Tris-HCl (pH 8.3), 50mM KCl, 2,0 mM MgCl2], hãng ABT 

Việt Nam) cung cấp môi trường hóa học cho DNA-polymerase. 

+ Nước cất 

Bước 2: Pha Master Mix cho phản ứng PCR 

 Phụ thuộc vào số lượng phản ứng thực hiện để pha Master Mix với lượng vừa đủ. 

Thành phần Master Mix là những thành phần chung cho các phản ứng ( Buffe, dNTP, Taq 

polymerase, nước cất) 

Bước 3: Pha hỗn hợp cho mỗi phản ứng PCR 

 Tổng thể tích cho mỗi phản ứng là 25 µl gồm có:  

- Buffe                :  2,5 µl 

- Mồi RAPD       :  1 µl 

- dNTP                :  2 µl 

- Taq                   :  2 µl 

- Template          :  1 µl 

- Nước cất           :   16,5 µl 

(Chú ý, các thành phần buffe, dNTP, Taq polymerase, nước cất đã có trong Master Mix nên 

chỉ cần lấy 23 µl Master Mix cho mỗi phản ứng.) 

Bước 3: Cài đặt chương trình cho máy luân nhiệt 
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Phản ứng PCR được thực hiện trong máy luân nhiệt (MJ – MiniTM Persanol Thermal 

Cycle, Bio - Rad) được cài đặt theo chu trình nhiệt như sau: Chương trình gia nhiệt cho phản 

ứng PCR khởi đầu bằng giai đoạn biến tính DNA ở nhiệt độ 940C trong 5 phút, theo sau là 

40 chu kỳ gia nhiệt với các giai đoạn: Biến tính DNA ở 940C trong 15 giây, gắn mồi ở 350C 

trong 15 giây, tổng hợp DNA ở 72ºC trong 1 phút 20 giây và kết thúc phản ứng PCR bằng 

giai đoạn ổn định sản phẩm ở 72ºC trong 10 phút và lưu trữ ở 4ºC.  

Bước 4: Thực hiện điện di sản phẩm PCR-RAPD 

Sản phẩm PCR-RAPD của các mẫu DNA được chạy điện di trên agarose gel 1,5% ở 

hiệu điện thế 100V trong 30 phút với thang chuẩn DNA có kích thước dao động từ 100-1500 

bp plus của Thermo Scientific.(Thang đo DNA GeneRuler 1 kb-  SM0311, Thermo 

Scientific) 
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PHỤ LỤC 8: PHƯƠNG PHÁP PHÂN LẬP VÀ TUYỂN CHỌN VI SINH VẬT NỘI 

SINH 

 Sử dụng mẫu rễ, thân, lá của lan rừng được thu thập về xử lý khử trùng bề mặt. Để loại 

trừ các vi sinh vật trên bề mặt, mẫu (thân, rễ, lá) sau khi thu thập được xử lý như sau: Loại 

bỏ các phần bị hỏng, úa vàng, rửa sạch mẫu dưới vòi nước chảy; tiếp tục rửa lại bằng nước 

cất vô trùng rồi cắt mẫu thành những đoạn nhỏ 1 - 2 cm, làm khô mẫu bằng giấy hút ẩm; sau 

đó khử trùng mẫu bằng cồn 96% trong 3 phút, Sodium hypochloride 1% trong 5 phút, 

hydrogen peroxide 3% (H2O2) trong 5 phút và rửa lại với nước cất vô trùng 4 lần để tẩy rửa 

các loại hóa chất còn thừa. Để kiểm tra khả năng các vi sinh vật còn sót lại trên bề mặt mẫu 

sau khi khử trùng, lấy 200 μL nước cất vô trùng đã rửa mẫu ở lần cuối cấy trãi trên môi trường 

LB agar và ủ ở 30C trong 24h để quan sát ngoại nhiễm (mẫu nào có ngoại nhiễm thì không 

sử dụng vi sinh vật từ mẫu đó cho các nghiên cứu tiếp theo). Các mẫu sau khi khử trùng được 

cho vào các cối bằng sứ đã khử trùng và nghiền mịn mẫu, thêm 10 mL nước cất khử trùng 

trùng, sau đó tất cả mẫu được cho vào một ống 50 mL vô trùng [7]. 

Dung dịch sau khi nghiền tiến hành pha loãng theo dãy nồng độ 100, 10-1, 10-2, 10-3 sau 

đó hút 50 µL dung dịch ở các nồng độ pha loãng được chuyển vào trong ống nghiệm có chứa 

3 mL môi trường bán lỏng NA, rồi đem ủ ở 30C trong 48 h, quan sát thấy các ống nghiệm 

chứa môi trường bán lỏng NA đã cấy dịch trích của mẫu có xuất hiện một lớp màng mỏng 

(vòng pellicle ) cách mặt môi trường nuôi khoảng 0,5 cm chỉ thị có sự hiện diện của vi khuẩn 

nội sinh [5]. 

Lấy một ít vi khuẩn từ màng mỏng của các môi trường bán lỏng NA lần lượt cấy chuyển 

sang các đĩa môi trường NA, LB, SCA, ISP2 đặc để tách dòng các khuẩn lạc. Sau vài lần cấy 

chuyển trên các môi trường đặc, chọn các khuẩn lạc rời và đều nằm trên đường cấy quan sát 

dưới kính hiển vi. Khi thấy vi khuẩn đã thuần nhất thì cấy chuyển sang ống nghiệm chứa môi 

trường đặc tương ứng để trữ ở 4C và được xem như là một dòng. 
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PHỤ LỤC 9: PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH CÁC ĐẶC ĐIỂM CỦA CÁC CHỦNG VI 

SINH VẬT NỘI SINH 

- Phân tích hoạt tính hoá sinh 

+ Xác định khả năng phân giải lân 

Lựa chọn các khuẩn lạc đã phân lập cấy chấm điểm lên môi trường Pikovaskya. Các 

khuẩn lạc xuất hiện trên bề mặt môi trường sau 24 đến 72 giờ ủ, tiến hành khảo sát kích thước 

khuẩn lạc và khả năng hòa tan Phốt pho trên môi trường Pikovaskya đặc thông qua vòng sáng 

phân giải tạo ra xung quanh khuẩn lạc trên môi trường [3]. Chỉ tiêu theo dõi là đường kính 

phát triển của khuẩn lạc (mm) và đường kính vòng sáng phân giải (mm). 

+ Xác định khả năng cố định đạm 

Lựa chọn các khuẩn lạc đã phân lập cấy điểm lên môi trường Ashby mannitol agar, ủ 

ở 30°C trong 72 giờ. Xác định các khuẩn lạc phát triển được trên môi trường Ashby, đo đường 

kính (mm) khuẩn lạc phát triển [4]. 

+ Xác định khả năng sinh IAA 

Các chủng vi sinh vật đã phân lập được nuôi tăng sinh trong môi trường dịch thể Luria 

Bertani có bổ sung 0,1% L - Tryptophan trong máy lắc ổn nhiệt ở tốc độ 150 vòng/phút, trong 

thời gian từ 48-72 giờ, nhiệt độ từ 28°C đến 30°C. Ly tâm không ít hơn 3 mL dung dịch mẫu 

thử với tốc độ 6000 vòng/phút, trong thời gian 10 phút. Lấy 2 mL phần dung dịch trên bề mặt 

(phần nước trong) cho vào ống định mức dung tích 10 mL. Thêm thuốc thử Salkowski đến 

vạch định mức, trộn đều. Ủ tối trong vòng 25 phút và tiến hành so sánh màu sắc của các 

chủng vi sinh vật, màu càng đỏ thì hàm lượng IAA tổng hợp được càng cao [6]. Hàm lượng 

IAA sinh ra được xác định bằng đồ thị đường chuẩn (Hình P1). Đo cường độ màu trên máy 

quang phổ so màu ở bước sóng 530 nm. 

Hình P1. sơ đồ đường chuẩn IAA được xây dựng ở dãy nồng độ iaa từ 0 đến 100 mg/l 
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+ Xác định khả năng sinh NH3 

Xác định khả năng sinh NH3 của các chủng vi khuẩn nội sinh được phân lập bằng 

phương pháp định tính của Cappuccino & Sherman. Các dòng vi khuẩn đã phân lập được nuôi 

trong ống 10 mL nước peptone, nuôi lắc 150 vòng/phút, trong 48-72 giờ ở 28 ± 2°C. Sau đó 

cho 0,5 mL thuốc thử Nessler (K2HgI4) vào mỗi ống. Quan sát sự thay đổi màu sắc trong 

khoảng màu vàng sang nâu sẫm là chứng tỏ chủng vi khuẩn đó có sinh amoniac, màu sắc phụ 

thuộc vào hàm lượng amoniac sinh ra [8]. 

- Định loại phân tử chủng vi sinh vật 

Trong số những chủng phân lập được, lựa chọn chủng có hoạt tính tốt nhất để định 

danh vi khuẩn bằng cách giải trình tự gen 16S rRNA. DNA tổng số từ vi khuẩn được tách 

chiết theo mô tả của Sambrook và Russell.  

Các dòng phân lập được xác định bằng giải trình tự một phần của vùng 16S đối với vi 

khuẩn. Các vùng 16S rRNA của vi khuẩn được khuếch đại bằng cách sử dụng đoạn mồi thuận 

27F (5’-AGAGTTTGATC (AC) TGGCTCAG-3’) và mồi ngược 1492R (5’-ACGG (CT) 

TACCTTGTTACGACTT-3’). 

Phản ứng PCR được thực hiện 30 chu kỳ với sự biến tính ban đầu ở 95°C trong 5 phút. 

Biến tính ở 94°C trong 1 phút, gắn mồi ở 60°C trong 30 giây và kéo dài ở 72°C trong 30 giây. 

Lần kéo dài cuối cùng ở 72°C trong 5 phút. Sản phẩm PCR sau đó được điện di kiểm tra trên 

gel agarose 1,5%, và tinh sạch trước khi được giải trình tự tại Viện Công nghệ ADN và Phân 

tích di truyền GENLAB (Hà Nội). Trình tự thu được sau đó được so sánh và phân tích với 

trình tự đã được công bố trên cơ sở dữ liệu (NCBI) bằng chương trình BLAST. Cùng với đó 

trình tự được so sánh bằng CLUSTAL X. Các chủng được dựng cây phân loại xác định họ 

hàng gần bằng phần mềm Mega 7. 

- Xác định khả năng đối kháng của vi sinh vật với vi sinh vật gây bệnh 

Các chủng vi sinh vật nội sinh sẽ được dùng để đánh giá khả năng ức chế vi khuẩn gây 

bệnh thối nhũn trên lan. 

Thí nghiệm 1: Phân lập vi khuẩn gây bệnh thối nhũn từ các mẫu bệnh thối nhũn trên 

lan (mẫu bệnh được thu thập trên lan Giả hạc tím Huế, lan Hồ điệp (Phalaenopsis amabilis) 

và lan Dendrobium mini có ở vườn lan Viện công nghệ sinh học, Đại học Huế tại thời điểm 

nghiên cứu) . Chủng vi khuẩn này được lưu giữ để sử dụng cho thí nghiệm tiếp theo. 
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Thí nghiệm 2: Sàng lọc và tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả năng kháng được vi 

khuẩn gây bệnh thối nhũn được thực hiện bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa  thạch. Các 

chủng vi khuẩn nội sinh được phân lập nuôi trong  môi  trường LB lỏng, lắc 150  vòng/phút 

ở nhiệt độ phòng trong 48 giờ. Bổ sung 50 μL dịch nuôi cấy mỗi chủng vi khuẩn vào mỗi lỗ 

trên đĩa thạch LB đã được cấy trải 50 μL dịch vi khuẩn gây bệnh thối nhũn (106 cfu/mL), ủ 

ở 4ºC trong 2 giờ để dịch nuôi vi khuẩn khuếch tán vào môi trường, sau đó giữ trong tủ ấm 

30ºC. Đường kính (mm) vòng kháng khuẩn được xác định sau 24 giờ nuôi cấy. Cách xác định 

mật độ vi khuẩn (cfu/mL) thực hiện theo mô tả phụ lục 19. 
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PHỤ LỤC 10: CÁC BƯỚC THỰC HIỆN LÀM CHẾ PHẨM DINH DƯỠNG CÓ 

CHỨA VI SINH VẬT NỘI SINH. 

Bước 1. Chuẩn bị nguyên liệu cho dung dịch dinh dưỡng 

5 kg trùn quế thịt, xay nhuyễn. 

1,2 kg mật rỉ đường. 

1 kg bột đậu nành xay nhuyễn 

0,5 kg vỏ dứa xay nhuyễn  

0,5 kg đu đủ xanh xay nhuyễn 

0,5 kg chuối chín lột vỏ, bóp nhuyễn 

1 gói men vi sinh EMZEO (200g/ gói). 

Bước 2. Trộn hỗn hợp 

Trộn đều các nguyên liệu trên với nhau. Thêm 2,5 lít nước sạch và khuấy đều hỗn hợp. 

Bước 3. Ủ hỗn hợp: 

Cho hỗn hợp vào thùng ủ và vặn nắp kín khí, tạo lỗ thoát hơi bằng cách đục lỗ nhỏ trên 

lắp thùng ủ và dùng bông và băng dính bịt băng lại ( băng dính 1 chiều vẫn để thoát khí trong 

thùng ủ ra ngoài ). 

Định kỳ sau 7 ngày mở nắp thùng ủ kiểm tra, khuấy đảo đều rồi lại đậy kín ủ, để đảm 

bảo quá trình lên men diễn ra đều. 

Bước 4. Bổ sung vi sinh vật nội sinh 

Sau khi ủ được 25 – 30 ngày, bổ sung sinh khối vi sinh vật nội sinh (3 chủng được 

phân lập trong nghiên cứu) theo tỷ lệ thí nghiệm + 0,2 kg mật rỉ đường + 1 lít nước sạch. Ủ 

tiếp 15 – 20 ngày sau đó chiết lấy dịch và sử dụng. 

Bước 5. Sử dụng chế phẩm: 

Sử dụng dịch chiết để tưới cây hoặc làm phân bón lá. Pha loãng dịch chiết này với nước 

theo tỷ lệ thích hợp và phun lên cây vào lúc trời râm mát. 
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PHỤ LỤC 11: ĐẶC ĐIỂM HÌNH THÁI VÀ NHẬN DIỆN LOÀI LAN GIẢ HẠC TÍM 

HUẾ (Dendrobium anosmum Lindl.) 

I. Đặc điểm hình thái lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.) 

-Nhận diện bằng đặc điểm hình thái: 

Nghiên cứu đã thực hiện khảo sát ngẫu nhiên 30 cây lan Giả hạc tím Huế mỗi loại ở hai 

thời điểm là cây lan từ 2-3 năm tuổi và cây lan trên 3 năm tuổi về một số chỉ tiêu sinh trưởng, 

phát triển, kết quả được thể hiện ở bảng P11-3.1 và P11-3.2 

Bảng P11-3.1. Đặc điểm hình thái của lan Giả hạc tím Huế (Dendrobium anosmum 

Lindl.) 2-3 năm tuổi. 

STT Đặc điểm Nội dung ghi nhận Ghi chú 

1 Vị trí thu mẫu Nhà vườn ở TP. Huế 

Cây lan để lấy mẫu cho 

nghiên cứu được lấy tại 

nhà vườn Lan Đô Nguyễn, 

18 Thạch Hãn, TP. Huế 

(5/2021). 

2 
Môi trường sống Sống bám trên cây, thường gặp ở 

độ cao dưới 750 m. 

Ghi nhận ở hệ sinh thái tự 

nhiên. 

3 Kiểu sinh trưởng 

Phát triển không liên tục 

(sympodial) 

Chồi ngọn phát triện một 

thời gian ngừng sinh 

trưởng, thay thế bằng chồi 

bên hoặc chồi gốc phát 

triển. 

3 

Hoa 

Thời gian ra hoa Tháng 5-6   

Thời gian nở hoa 8-12 ngày Phụ thuộc vào thời tiết. 

Độ bền của hoa 7-10 ngày Phụ thuộc vào thời tiết. 

Vị trí phát hoa Tại các đốt giả hành Có thể lên phát hoa hoặc 

mầm chồi. 

Dạng phát hoa Dạng chùm  

Kích thước hoa 7-11 cm Đo chiều dài nhất của 

cánh. 

Số lượng hoa trên 

mỗi phát hoa 

1-3 hoa Phổ biến nhất là 2 hoa. 

Hình dạng tổng 

thể hoa 

Hình sao Khi hoa đã nở hoàn toàn 

Màu sắc cánh hoa Màu tím hồng, có viền tím ở các 

cánh hoa 

Màu rỏ nhất khi hoa đã nở 

bung các cánh. 

Hình dạng cánh 

hoa 

Thuôn dài  
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Môi hoa 

(labellum) 

Có vùng màu tím đậm tạo thành 

mắt hoa, có lông tơ mịn, uốn cong 

ở giữa, dài 3-4 cm. 

 

Cánh đài trên 1 cánh, thuôn dài, chóp nhọn hơi 

bo tròn, dài 3-4 cm, tím hồng nhạc, 

có những đường gân chạy dọc 

cánh, rìa nguyên. 

 

Cánh đài dưới 2 cánh, phần gốc lớn, nhỏ dần về 

chóp, chóp cánh nhọn, có đường 

gần, cánh hơi uốn về sau, màu tím 

hồng nhạc, dài 4- 5,5 cm, rìa 

nguyên. 

 

Cánh vai 2 cánh, thuôn dài giống mũi mác, 

màu tím hồng, không có gân, rìa có 

răng cưa nhẹ, dài 3,5-5 cm. 

 

Cựa (spur) Không có  

Trụ hoa (column) 

Dài 1-1,5 cm, trặt trên trắng hồng, 

mặt dưới có màu tím hồng, hơi 

cong xuống, phần dầu có lớp chất 

nhầy dính màu trắng. 

 

Bao phấn ( 

Pollinia) 

Có 2 khối, có màu vàng Mỗi khối có thể chia ra 

làm 2 phần như nhau. 

Hương thơm 
Có mùi thơm dịu nhẹ Sáng sớm và chiều tối 

hương thơm mạnh hơn. 

4 

Lá 

Cách mọc Mọc cách so le nhau  

Hình dạng lá 
Lá không có cuốn lá, phiến lá hình 

thoi, thuôn dài. 

 

Đầu lá Nhọn  

Mép lá 
Nguyên vẹn, không sẻ thuỳ hay 

răng cưa 

 

Kích thước lá 
Dài 8-17 cm, rộng 3-4 cm Cây lâu năm kích thước lá 

thường lớn hơn cây mới 

trồng 

Màu sắc lá 

Có màu xanh lục, mặt trên nhẵn 

bóng, mặt dưới không bóng hơi 

ngã vàng. Một số lá cây non có sắc 

tím. 

 

Bẹ lá Ôm sát thân, sau khi lá rụng thì bẹ 

lá vẫn ôm sát thân và khô có màu 

trắng bạc. 

 

5 Giả hành 
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Bảng P11-3.2. Một số chỉ tiêu sinh trưởng, phát triển của lan Giả hạc tím Huế ở cây lớn hơn 

3 năm tuổi và cây 2-3 năm tuổi. 

Đặc điểm Cây lan > 3 năm tuổi Cây lan từ 2-3 năm 

Chiều cao cây (cm) 102,00 ± 2,78a 58,53±2,0b 

Đường kính cây (cm) 1,16 ± 0,06a 0,83±0,0b 

Chiều dài lóng (cm) 3,67 ± 0,11a 2,38±0,07b  

Số lá 34,47 ± 0,69a 24,67±0,54b 

Chiều dài lá (cm) 16,14 ± 0,58a 10,38±0,34b 

Chiều rộng lớn nhất lá (cm) 3,42 ± 0,09a 2,17±0,09b 

Đường kính hoa (cm) 10,36±0,59 

Hình dạng giả 

hành 

Thân trụ tròn, mọng nước. có phân 

đốt, mỗi đốt mang 1 chồi ngủ hoặc 

phát hoa. 

 

Kích thước giả 

hành 

Dài 50- 110 cm, đường kính 0,5-

1,5 cm. 

Kích thước phụ thuộc vào 

thời gian trồng 

Màu sắc giả hành 
Có màu xanh, gần đốt có các tia 

màu trắng hoặc tím  

Màu sắc đậm nhạc khác 

nhau giữa  giả hành non và 

già 

Bề mặt giả hành Trơn nhẵn  

6 

Rễ 

Hình dạng rễ Dạng tròn, rễ có màu trắng xanh  

Đặc điểm rễ non 
Có màu xanh nhạt, đầu rễ bo tròn, 

mọng nước, nhẵn bóng. 

 

Kiểu rễ Bám dính  

7 Quả 

Loại quả Quả nang Khi khô có thể nứt vỏ bung 

ra ở vị trí các cạnh. 

Hình dạng Có hình trụ, phình to ở giữa, thuôn 

nhỏ 2 đầu, có 5-6 cạnh. 

 

Kích thước Dài 7-8 cm, đường kính 1-1,5 cm.  

Màu sắc Có màu xanh nhạt, về già có màu 

hơi ngã sang tím. 

 

8 Đặc điểm khác Rụng lá hàng năm Tháng 10-11 bắt đầu rụng 

lá 

Tuổi thọ giả hành ngắn Sau khi ra hoa hoặc lên 

chồi sẽ khô dần. 

Chồi con có thể phát triển thành 

cây con hoàn chỉnh ngay trên giả 

hành. 
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Ghi chú: Các chữ cái giống nhau trong cùng một hàng cho biết không có sự khác biệt về ý 

nghĩa thống kê (p < 0,05) 

- Đặc điểm Thân (Giả hành): Thân lan Giả hạc tím Huế dạng giả hành bao gồm nhiều 

đốt nối lại với nhau có dạng hình cung buông xuống với chiều dài thân từ 58,53-102 cm tùy 

thời gian trồng. Đốt thân nhẵn, mọng nước, bên trong là một khối mô đặc, mỗi đốt thân có 

chiều dài 2,38-3,67 cm tùy tuổi cây, thân có 4 đến 5 đường sọc màu trắng chạy song song bắt 

đầu từ gốc, thân có màu xanh nhạt, phần tiếp nối giữa hai đốt thân là nơi sẽ phát sinh mầm 

hoa hoặc chồi ngủ (Bảng P11-3.1, P11-3.2 phụ lục 11; Hình 2.1B). 

- Đặc điểm Lá: Lan Giả hạc tím Huế có lá thuôn dài, có màu xanh nhạt, cổ lá có vằn 

màu tím đen. Lá già trên bề mặt có gân nổi rõ chạy dọc hai bên phiến lá, lá bánh tẻ gân lá hơi 

mờ và nhẵn. Lá lan Giả hạc tím Huế không mọng nước và dễ bị gẫy khi gấp lại. Bẹ lá có sắc 

tố tím đen, thường là các chấm hoặc vệt. Lan Giả hạc tím Huế có tổng số lá/thân, chiều dài 

và chiều rộng lá có sự khác nhau ở lá già và lá bánh tẻ (Bảng P11-3.2). Đối với lá già, số 

lá/thân, chiều dài và chiều rộng lá thu được đạt giá trị trung bình lần lượt là 34,47 (lá/thân), 

16,14 cm (chiều dài lá) và 3,42 cm (chiều rộng lá). Trong khi đó các giá trị này thu được ở lá 

bánh tẻ lần lượt là 24,67 (lá/thân), 10,38 cm (chiều dài lá) và 2,17 cm (chiều rộng lá) (Bảng 

P11-3.1, P11-3.2 phụ lục 11) (Hình 3.1 C1, C2). 

- Rễ:  Rễ được hình thành từ gốc thân giả hành, rễ phát triển liên tục và có thể phân 

nhánh. Rễ non có màu xanh lá nhạt, có lớp lông mịn, phần chóp rễ sáng bóng, càng về gần 

gốc rễ có màu sẫm hơn, giòn dễ gãy. 

- Đặc điểm Hoa: Lan Giả hạc tím Huế có đường kính hoa trung bình 10,36 cm (Bảng 

3.1). Hoa được hình thành bởi 5 cánh tạo nên cấu trúc hoa cân đối bao gồm: một cánh đài 

trên, hai cánh đài dưới và hai cánh vai. Cánh đài trên có hình mũi mác thuôn dài với đỉnh 

nhọn hơi bo tròn, bên trong có gân mờ thể hiện cân đối hai bên và chạy dọc theo cánh hoa, 

khi hoa nở cánh đài trên thường uốn cong về phía sau và có màu trắng phớt hồng (Bảng P11-

3.1 phụ lục 11; Hình 3.1H). Cánh đài dưới có hình thuôn dài với đỉnh nhọn, bên trong có gân 

chạy dọc cánh hoa nhưng không rõ nét, khi hoa nở cánh đài dưới thường uốn cong về phía 

sau và có màu tím phớt hồng. Cánh đài dưới có kích thước lớn hơn cánh đài trên (Bảng P11-

3.1 phụ lục 11; Hình 3.1K). Cánh vai có hình mũi mác thuôn dài hơi bầu và có đỉnh nhọn, 

không có gân, khi nở cánh vai thường uống cong về phía sau với màu tím phớt hồng và xuất 
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hiện các đường sọc có màu tím mờ dần từ gốc lên đỉnh. Kích thước cánh vai lớn hơn cánh 

đài trên và dưới (Bảng P11-3.1 phụ lục 11; Hình 3.1I).  

Hoa có môi hoa hình bầu hơi tròn với cánh môi uốn cong ở giữa lên hai bên ôm lấy trụ 

hoa, môi hoa có lông tơ mịn màu tím trắng và ngã về màu tím khi ở gần mắt hoa đây là đặc 

điểm đặc trưng chỉ có ở loài Dendrobium anosmum [11]. Hai mắt hoa có màu tím đậm với 

thể hiện qua các đường gân hoa. Họng thuỳ sạch, không lem màu với màu tím trắng phớt 

hồng đặc trưng. Họng thuỳ có 3-4 đường vân sọc màu tím hồng chạy dọc theo họng và mờ 

dần từ gốc lên (Bảng P11-3.1 phụ lục 11; Hình 3.1 D5, L). Hoa có trụ hoa nằm sau mũi hoa 

và có màu tím trắng chứa nhụy hoa. Mũi hoa có màu tím hồng mang nhị và nhụy hoa (Bảng 

P11-3.1 phụ lục 11; Hình 3.1 E, F). Hoa có mùi thơm đặc trưng. 

- Quả: Quả lan Giả hạc tím Huế thuộc loại quả nang, nở ra theo 3-6 đường nứt dọc, có 

dạng hình trụ thon dài nhỏ hai đầu, phình ra ở giữa, có 5-6 cạnh. Khi chín, quả mở ra và mảnh 

vỏ còn dính lại với nhau ở phía đỉnh và phía gốc (Bảng P11-3.1 phụ lục 11; Hình 2.1A). 

 

Hình 3.1. Đặc điểm hình thái của lan Giả hạc tím Huế (D. anosmum Lindl.) (Nguyễn Hữu 

Thọ, 2022). 

(A. Cây lan Giả hạc tím Huế; B. Vị trí cụm hoa trên thân; C1,2. Mặt trên và dưới của lá; D1,2,3,4,5. Mặt hoa 

nhìn theo các hướng (D1. mặt trước, D2. mặt trên, D3. mặt dưới, D4. mặt bên, D5. hoa được dàn trải trên 

mặt phẳng); E. Trụ hoa (chứa nhuỵ hoa); F. Nắp bao phấn (mũi hoa); G. Bao phấn ( Pollinia); H.Cánh đài 

trên, I. Hai cánh vai; K. Hai cánh đài dưới, L. Cánh môi.) 

II. Nhận diện bằng chỉ thị phân tử 
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Kết quả phân tích BLAST trên NCBI trong nghiên cứu này cho thấy trình tự nucleotide 

vùng gen rbcL thu được từ loài lan Giả hạc tím Huế có mức độ tương đồng 100% với trình 

tự nucleotide của các loài thuộc chi Dendrobium. Một số nghiên cứu báo cáo rằng, vùng gen 

rbcL có thể sử dụng làm mã vạch cho phép nhận diện ở mức độ chi [1]. Tuy nhiên, trong 

nghiên cứu của chúng tôi, khi so sánh với 100 dữ liệu gen rbcL thuộc các loài khác nhau của 

chi Dendrobium trên GenBank đã cho thấy vùng gen rbcL có tính bảo thủ cao, không thể sử 

dụng làm chỉ thị phân tử để phân biệt được ở mức độ loài. Trong khi đó đối với vùng gen 

matK thể hiện được sự sai khác lớn hơn giữa các loài thuộc chi Dendrobium khi phân tích 

BLAST trên NCBI, trong 100 trình tự hiện diện trên Genbank thì có 5 trình tự công bố thuộc 

hai loài D. parishii (NC_035339.1; MK607431.1; KY966860.1 và AB972316.1) và loài D. 

anosmum (AB972311.1) độ tương đồng đạt 100%. Căn cứ trên cây phân loại (Hình P13-3.1 

phụ lục 13) cho thấy loài lan Giả hạc tím Huế nằm cùng nhánh với loài lan có tên khoa học 

D. anosmum (AB972311.1). Nhiều nghiên cứu trước đây khi sử dụng cặp mồi 390F/1326R 

để nhân bản vùng gen matK trong định danh loài cũng đã khuyến cáo sử dụng vùng gen này 

làm mã vạch trong phân loại thực vật. Điều này thể hiện trong nghiên cứu của Pham và cộng 

sự (2021) trên 12 mẫu của loài D. anosmum Lindl. var. Semi alba thu được từ nhiều địa 

phương ở Việt Nam, cặp mồi này được đánh giá là hiệu quả cao trong định danh loài D. 

anosmum Lindl. var. Semi alba [9]; Lê Thị Ngọc Điệp và cộng sự (2020) sử dụng cặp mồi 

này nhằm xác định 30 mẫu thuộc chi Dendrobium ở khu vực phía Nam Việt Nam. Kết quả 

nhận diện được 10/16 loài thuộc chi Dendrobium [2]. 

Tương tự vùng gen matK, vùng gen trnL cho thấy có sự sai khác lớn hơn giữa các loài 

thuộc chi Dendrobium khi phân tích BLAST trên NCBI (Phụ lục 14), trong 100 trình tự hiện 

diện trên Genbank thì có 2 trình tự công bố thuộc hai loài D. devonianum (OR231924.1 ) 

và D. anosmum voucher UGDA.0073096 (OP829221.1). Tuy nhiên, kết quả cây phân loại 

(Hình P13-3.1 phụ lục 13) cho thấy loài lan Giả hạc tím Huế nằm cùng nhánh với loài D. 

anosmum (OP829221.1). Kết quả xác định tên khoa học cho loài lan Giả hạc tím Huế càng 

thể hiện rõ khi sử dụng cặp mồi ITS4 /ITS5 nhân bản vùng gen ITS thuộc hệ gen nhân. Kết 

quả BLAST trên NCBI cho thấy có hai trình tự vùng gen tương ứng thuộc loài D. anosmum 

(KP743544.1) và D. aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) cho kết quả tương đồng đạt 

100% (Phụ lục 14). Cây phân loại di truyền (Hình P13-3.1 phụ lục 13) cho thấy loài lan này 
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nằm cùng nhánh với loài D. anosmum với hai mã số công bố nêu trên. Theo nghiên cứu của 

Lê Thị Ngọc Điệp và cộng sự (2020) cho thấy vùng gen ITS có khả năng nhận điện loài cao 

nhất với 16/16 loài thuộc chi Dendrobium với 30 mẫu lan thu ở khu vực phía Nam Việt Nam 

[2]. Kết quả phân tích 4 vùng gen khẳng định mẫu lan Giả hạc tím Huế thuộc loại D. 

anosmum. Chúng tôi kí hiệu mẫu chuẩn này là D. anosmum voucher GHTH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình P15-3.1. Cây phân nhóm dựa trên vùng gen ITS, trnL, matK của của mẫu lan 

Giả hạc tím Huế (GHTH) nghiên cứu so với trình tự vùng gen tương ứng của các mẫu được 

công bố trên ngân hàng gen Mỹ (Genbank). 

 Dendrobium anosmum voucher GHTH

 Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1)

 Dendrobium anosmum (KP743544.1)

 Dendrobium anosmum (KJ944630.1)

 Dendrobium bannaense (KY062487.1)

 Dendrobium parishii (AB593630.1)

 Dendrobium parishii (KJ944629.1)

 Dendrobium anosmum (AB593499.1)

 Dendrobium sp. (OP592176.1)

 Dendrobium anosmum (MZ540354.1)

 Dendrobium anosmum (KP743542.1)

32

95

100

68

74

61

52

26Vùng gene ITS 

 Dendrobium aphyllum (EF397910.1)

 Dendrobium aphyllum (LC660280.1)

 Dendrobium aphyllum (NC 035322.1)

 Dendrobium aphyllum (LC490669.1)

 Dendrobium primulinum (LC490376.1)

 Dendrobium parishii (NC 035339.1)

 Dendrobium polyanthum (OP829225.1)

 Dendrobium anosmum (PQ014469.1)

 Dendrobium ochreatum (OP829224.1)

 Dendrobium porphyrochilum (PP479730.1)

 Dendrobium gratiosissimum (PP479734.1)

 Dendrobium primulinum (LC660021.1)

 Dendrobium loddigesii (EF397927.1)

 Dendrobium anosmum voucher GHTH

 Dendrobium anosmum (OP829221.1)

 Dendrobium devonianum (OR231924.1)

 Dendrobium primulinum (NC 035321.1)

 Dendrobium loddigesii (NC 036355.1)

 Dendrobium primulinum (EF397929.1)

100

98

93

65

64

63

60

53

72

29

19

24

11

10

7

6

Vùng gene trnL 

 

 Dendrobium anosmum voucher GHTH 
 Dendrobium anosmum (AB972311.1) 
 Dendrobium parishii (NC 035339.1) 
 Dendrobium parishii (MK607431.1) 
 Dendrobium parishii (KY966860.1) 
 Dendrobium parishii (AB972316.1) 

15 

15 

14 
Vùng gene matK 
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PHỤ LỤC 12. MỘT SỐ BẢNG DỮ LIỆU ĐƯỢC THU THẬP TRONG NGHIÊN 

CỨU 

Bảng P12-3.1. Ảnh hưởng của khử trùng và chiếu sáng đến nảy mầm và hình thành protocorm 

của hạt lan Giả hạc tím Huế sau 12 tuần nuôi cấy 

CT Thời gian 

chiếu sáng 

(giờ) 

Thời gian 

nảy mầm của 

hạt (ngày) 

Tỷ lệ nảy 

mầm của hạt  

(%) 

Tỷ lệ hình 

thành 

protocorm 

(%) 

Tỷ lệ hạt 

chết  

(%) 

Tỷ lệ 

nhiễm (%) 

1 0 69,53±0,95c 20,93±0,95c 20,00±0,79c 76,00±0,56c 4,89±1,21a 

2 4 57,07±0,45b 46,13±0,40b 41,96±0,38b 44,40±0,90b 4,44±1,06a 

3 8 41,33±0,96a 64,76±0,96a 60,89±0,9a 20,36±0,96a 4,00±1,09a 

4 12 42,67±0,79a 45,24±0,45b 43,78±0,57b 22,58±0,89a 4,36±0,85a 

Ghi chú:  Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không có sự khác biệt về ý 

nghĩa thống kê (p < 0,05) 

Bảng P12-3.2. Ảnh hưởng của môi trường dinh dưỡng đến khả năng nảy mầm tạo protocorm 

của hạt lan Giả hạc tím Huế sau 12 tuần theo dõi 

Công 

thức 

Thời gian nảy 

mầm của hạt 

(ngày) 

Tỷ lệ nảy 

mầm của hạt 

(%) 

Tỷ lệ hình 

thành 

protocorm (%) 

Tỷ lệ hạt chết 

(%) 

CT1 41,33±0,96a 64,76±0,96a 60,89±0,91a 20,36±0,96a 

CT2 54,00±0,70b 50,42±1,19b 44,73±1,62b 45,63±1,61b 

CT3 57,53±0,48c 47,44±1,11b 36,87±1,44c 42,07±1,49b 

CT4 42,87±0,65a 63,08±1,68a 59,62±1,79a 22,71±0,67a 

CT5 63,93±0,49d 40,27±1,08c 29,29±1,13d 52,65±1,88c 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không 

có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test).  

Bảng P12-3.3. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng nảy mầm tạo 

protocorm của hạt lan Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

chất điều 

hoà sinh 

trưởng 

(mg/L) 

Thời gian nảy 

mầm của hạt 

(ngày) 

Tỷ lệ nảy 

mầm của hạt 

(%) 

Tỷ lệ hình 

thành 

protocorm 

(%) 

Tỷ lệ hạt chết 

(%) 

NAA BA 

CT1 0,0 0,0 41,33±0,96g 64,76±0,96h 60,89±0,91g 20,36±0,96e 

CT2 0,0 0,25 36,60±0,49ef 73,53±0,51g 70,81±0,87f 19,33±0,74e 

CT3 0,25 0,25 37,47±0,70f 75,39±0,77f 72,91±0,45ef 18,60±0,77e 

CT4 0,5 0,25 35,33±0,62de 81,63±0,63d 76,20±0,40d 14,68±0,67cd 

CT5 0,75 0,25 28,27±0,92b 87,64±0,64b 82,04±0,61b 10,49±0,54b 

CT6 1,0 0,25 31,33±0,69c 81,40±0,69d 77,41±0,44cd 13,13±0,52c 
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CT7 0,0 0,5 34,13±0,52d 75,84±0,57f 71,26±0,84ef 18,83±0,70e 

CT8 0,25 0,5 33,67±0,80d 78,76±0,81e 73,35±0,53e 13,79±0,36c 

CT9 0,5 0,5 33,93±0,63d 77,09±0,55ef 73,20±0,54e 15,80±0,83d 

CT10 0,75 0,5 23,27±0,27a 93,46±0,47a 88,75±0,55a 4,43±0,37a 

CT11 1,0 0,5 29,53±0,93bc 84,68±0,49c 78,66±0,56c 13,61±0,43c 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không 

có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê p < 0,05, Ducan’s test) 

 

Bảng P12-3.4 Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ protocorm 

sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Điều hoà sinh 

trưởng (mg/L) 

Tỷ lệ tái sinh 

chồi (%) 

Số chồi/mẫu Chiều cao 

chồi (cm) 

Số lá/chồi 

BA NAA 

CT1 0,0 0,0 65,33±2,26g 1,03±0,11h 0,55±0,03g 1,44±0,23de 

CT2 0,5 0,0 72,67±2,45f 1,36±0,06e-g 1,29±0,15cd 1,74±0,17c-e 

CT3 1,0 0,0 75,33±1,70ef 1,56±0,11c-e 1,49±0,09bc 1,89±0,14b-d 

CT4 1,5 0,0 76,67±2,36d-f 1,62±0,10cd 1,53±0,09b 2,16±0,28a-c 

CT5 2 0,0 73,33±1,83ef 1,52±0,09d-f 1,29±0,15cd 1,72±0,13c-e 

CT6 0,0 0,5 74,00±1,94ef 1,22±0,05e-g 0,75±0,04fg 1,64±0,21c-e 

CT7 0,5 0,5 79,33±1,94de 1,52±0,06d-f 1,26±0,03cd 2,12±0,10bc 

CT8 1,0 0,5 85,33±1,70bc 1,78±0,03c 1,57±0,05b 2,38±0,20ab 

CT9 1,5 0,5 96,00±1,25a 2,76±0,04a 1,83±0,03a 2,76±0,32a 

CT10 2 0,5 88,00±2,71b 1,54±0,03c-f 1,45±0,00bc 2,22±0,24a-c 

CT11 0,0 1,0 72,00±1,70f 1,01±0,06h 0,82±0,02f 1,36±0,12de 

CT12 0,5 1,0 76,00±1,25d-f 1,31±0,10fg 1,10±0,06de 1,72±0,12c-e 

CT13 1,0 1,0 82,00±1,70cd 1,59±0,05c-e 1,26±0,09cd 1,86±0,14b-e 

CT14 1,5 1,0 90,67±2,21ab 2,03±0,11b 1,58±0,04b 2,48±0,25ab 

CT15 2,0 1,0 73,33±1,83ef 1,23±0,05gh 0,90±0,05ef 1,24±0,10e 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không 

có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Bảng P12-3.5. Ảnh hưởng của chất khử trùng và thời gian khử trùng đến hiệu quả vào 

mẫu từ đoạn thân của lan Giả hạc tím Huế sau 1 tuần. 

Công 

thức 

Thời gian khử trùng 

(phút Tỷ lệ mẫu 

sạch (%) 

Tỷ lệ mẫu 

nhiễm (%) 

Tỷ lệ mẫu 

chết (%) NaClO 

2% 

H2O2 

3% 

HgCl2 

0,1% 

CT1 10 ­ ­ 0,00 ± 0,1e 100,00 ± 0,1f 0,00 ± 0,0a 

CT2 10 10 ­ 0,00 ± 0,0e 88,89 ± 2,6e 11,11 ± 2,6b 

CT3 10 15 ­ 11,11 ± 2,0d 66,67 ± 2,0d 22,22 ± 1,0c 

CT4 10 20 ­ 33,33 ± 2,0b 44,44 ± 2,2c 22,22 ± 0,6c 



28 
 

CT5 10 ­ 5 22,22 ± 2,6c 66,67 ± 2,4d 22,22 ± 0,9c 

CT6 10 ­ 10 66,67 ± 1,5a 11,11 ± 1,1b 22,22 ± 0,9c 

CT7 10  15 31,33 ± 1,9b 4,67 ± 0,9a 64,08 ± 1,6d 

Ghi chú:  -: Không có tham gia; Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không 

có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Bảng P12-3.6. Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy đến khả năng hình thành mô sẹo từ đoạn 

thân của lan Giả hạc tím Huế sau 12 tuần nuôi cấy 

Môi 

trường 

Thời gian 

hình thành 

mô sẹo (ngày) 

Tỷ lệ sống của 

mẫu (%) 

Tỷ lệ mẫu 

hình thành 

mô sẹo (%) 

Kích thước 

mô sẹo (cm) 

CT1 69,60±1,59a 66,33±3,00a 17,67±1,22a 0,65±0,03a 

CT2 89,70±1,04c 55,67±1,22b 7,67±1,12bc 0,32±0,02c 

CT3 94,50±0,50d 45,67±1,41c 6,33±0,92c 0,29±0,01c 

CT4 75,80±0,55b 71,00±1,86a 14,67±1,13a 0,67±0,01a 

CT5 88,20±0,49c 50,67±1,20bc 10,33±0,92b 0,42±0,01b 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không 

có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê p < 0,05, Ducan’s test) 

Bảng P12-3.7. Ảnh hưởng của chất điều hoà sinh trưởng đến khả năng hình thành mô sẹo 

của mẫu lan Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Kích thích sinh 

trưởng (mg/L) 

Thời gian 

hình thành 

mô sẹo 

(ngày) 

Tỷ lệ sống 

của mẫu (%) 

Tỷ lệ mẫu 

hình thành 

mô sẹo (%) 

Kích thước 

mô sẹo 

(chiều dài 

cm) 
BA TDZ NAA 

CT1 0,0 0,0 0,0 69,60±1,59h 66,33±3,00f 17,67±1,22h 0,65±0,03cd 

CT2 0,5 0,0 0,5 61,00±0,92g 71,67±1,67de 26,00±1,30g 0,69±0,02cd 

CT3 1,0 0,0 0,5 35,10±0,74b 83,67±1,36ab 57,33±1,85b 0,94±0,01a 

CT4 1,5 0,0 0,5 41,10±0,53c 76,67±1,11cd 50,00±1,32d  0,72±0,01cd 

CT5 2,0 0,0 0,5 56,30±0,47f 69,67±1,36ef 34,67±1,13f 0,64±0,00e 

CT6 0,0 0,5 0,5 51,80±0,55e 76,33±1,36cd 32,67±1,09f 0,71±0,01cd 

CT7 0,0 1,0 0,5 42,90±0,67c 80,67±1,30bc 53,33±0,86c 0,82±0,01b 

CT8 0,0 1,5 0,5 32,70±0,56a 86,67±1,57a 64,33±1,22a 0,97±0,08a 

CT9 0,0 2,0 0,5 47,20±0,68d 75,33±1,33d 45,33±1,02e 0,74±0,01bc 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không 

có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê p < 0,05, Ducan’s test) 

Bảng P12-3.8. Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng đến khả năng tái sinh chồi từ mô sẹo lan 

Giả hạc tím Huế sau 8 tuần nuôi cấy.  

Công 

thức 

Điều hoà sinh 

trưởng (mg/L) 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Số lá/chồi 
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BA NAA Tỷ lệ tái 

sinh chồi 

(%) 

CT1 0,0 0,0 14,67±1,82k 0,76±0,16j 0,51±0,05h 1,34±0,21c 

CT2 0,5 0,0 24,00±1,25ij 1,54±0,20d-g 0,73±0,05g 1,72±0,31bc 

CT3 1,0 0,0 29,33±1,94g-i 1,74±0,09c-e 1,10±0,11de 1,74±0,22bc 

CT4 1,5 0,0 55,33±1,70c 2,01±0,11bc 1,52±0,06b 2,15±0,34b 

CT5 2,0 0,0 42,67±1,94e 1,62±0,05d-f 1,28±0,09cd 1,71±0,18bc 

CT6 0,0 0,5 21,33±3,59j 1,05±0,12i 0,67±0,06gh 1,46±0,23bc 

CT7 0,5 0,5 32,67±2,21fg 1,36±0,08f-h 0,85±0,05fg 1,72±0,21bc 

CT8 1,0 0,5 47,33±2,21de 1,46±0,06e-g 1,23±0,07cd 2,12±0,20b 

CT9 1,5 0,5 78,67±3,09a 2,58±0,06a 1,71±0,03a 2,92±0,31a 

CT10 2,0 0,5 50,67±1,25cd 2,00±0,07bc 1,56±0,08ab 2,17±0,34b 

CT11 0,0 1,0 26,00±1,25h-j 1,11±0,04hi 0,81±0,03fg 1,51±0,20bc 

CT12 0,5 1,0 36,67±1,05f 1,32±0,04f-i 1,17±0,05d 1,37±0,13c 

CT13 1,0 1,0 45,33±2,71de 1,80±0,06cd 1,37±0,06bc 1,43±0,04bc 

CT14 1,5 1,0 64,67±1,70b 2,14±0,08b 1,49±0,02b 1,22±0,11c 

CT15 2,0 1,0 32,00±2,71f-h 1,25±0,05g-i 0,95±0,05ef 1,13±0,05c 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết không 

có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Bảng P12-3.9. Ảnh hưởng BA đến khả năng tái sinh chồi từ đoạn thân sau 8 tuần nuôi cấy 

Công 

thức 

Nồng độ 

BA (mg/L) 

Tỷ lệ tái sinh 

chồi (%) 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 

Số lá của 

chồi 

CT1 0,0 12,67 ± 1,1e 0,67 ± 0,1e 0,56 ± 0,1c 1,89±0,21c 

CT2 0,5 33,33 ± 1,4d 1,00 ± 0,1d 0,77 ± 0,1bc 2,34±0,28bc 

CT3 1,0 44,44 ± 1,3c 1,33 ± 0,1c 1,00 ± 0,1b 2,65±0,31ab 

CT4 1,5 88,89 ± 2,1a 2,33 ± 0,1a 1,57 ± 0,2a 3,24±0,21a 

CT5 2,0 55,56 ± 1,8b 1,67 ± 0,1b 1,07 ± 0,1b 2,21±0,22bc 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau cho biết không có sự khác biệt có 

ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Bảng P12-3.10. Khả năng sinh tổng hợp IAA của các chủng vi sinh vật nội sinh phân lập từ 

rễ lan. 

Hàm lượng 

IAA 

(μg/ml) 

Số 

chủng 

Tỷ lệ chủng có 

khả năng sinh 

IAA (%) 

0 15 50,00 

1 - 10 4 13,33 

11 - 20 5 16,67 

21 - 30 2 6,67 

>30 4 13,33 

Tổng số 30 100 
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Bảng P12-3.11. Kích thước, đường kính nhân tế bào biểu mô lá và chiều dày của phiến lá. 

TT Mẫu 

thí 

nghiệm 

Hoá chất 

xử lý 

Kích thước tế bào biểu mô Đường kính 

nhân tế bào 

biểu mô lá 

(μm) 

Bề dày phiến 

lá (mm) Chiều dài 

(μm) 

Chiều rộng 

(μm) 

1 M1 ­ 28,62±1,14b-h 16,02±0,83b-d 3,84±0,20cd 0,69±0,04gh 

2 HX2 Colchicine  32,20±1,75ab 17,51±0,85a-c 5,25±0,24ab 0,91±0,04a-c 

3 HX3 Colchicine 31,67±1,38a-d 17,20±0,91a-d 5,55±0,32ab 0,81±0,04b-h 

4 HX4 Colchicine 31,82±1,74a-c 17,29±0,95a-c 5,38±0,32ab 0,85±0,05a-f 

5 HX5 Colchicine 30,80±1,01a-f 16,28±0,88a-d 5,63±0,29ab 0,89±0,05a-d 

6 HX6 Colchicine 31,64±2,00a-d 17,03±0,90a-d 4,87±0,31b 0,83±0,04b-g 

7 HX11 Colchicine 32,33±1,80ab 17,86±1,02ab 5,14±0,33ab 0,85±0,05a-e 

8 M2 Colchicine 29,44±1,45a-g 14,94±0,66d-f 5,68±0,26a 0,89±0,05a-d 

9 M4 Colchicine 31,83±1,40a-c 17,23±0,97a-d 5,15±0,37ab 0,91±0,05a-c 

10 M5 Colchicine 29,86±1,21a-g 15,29±0,55c-e 5,53±0,24ab 0,91±0,06a-c 

11 M6 Colchicine 31,27±0,88a-e 16,81±1,01a-d 5,76±0,21a 0,88±0,06a-d 

12 M7 Colchicine 32,15±1,43ab 17,63±0,81a-c 5,50±0,25ab 0,89±0,05a-d 

13 M8 Colchicine 32,87±1,76ab 18,32±1,04ab 5,69±0,19a 0,91±0,06a-c 

14 M16 Colchicine 32,59±1,57ab 18,01±0,85ab 5,72±0,19a 0,94±0,07ab 

15 M17 Colchicine 33,06±1,59a 18,49±0,77a 5,83±0,16a 0,97±0,03a 

16 HX1 DMS 27,20±0,85e-h 12,87±0,55f-h 3,11±0,10d-g 0,74±0,03e-h 

17 HX7 DMS 27,47±0,73d-h 13,16±0,49e-g 2,82±0,14g 0,68±0,03g 

18 HX8 DMS 26,18±0,92gh 11,85±0,40gh 2,55±0,16g 0,71±0,03e-h 

19 HX9 DMS 26,05±0,94gh 12,01±0,49gh 2,61±0,19g 0,69±0,03gh 

20 HX10 DMS 26,59±0,89f-h 12,46±0,40gh 2,88±0,26g 0,72±0,03e-h 

21 M3  DMS 27,06±1,09e-h 12,86±0,57f-h 2,98±0,22e-g 0,76±0,02d-h 

22 M9  DMS 27,60±1,25c-h 13,27±0,55e-g 2,95±0,12fg 0,78±0,03c-h 

23 M10 DMS 25,92±0,86gh 11,57±0,33gh 3,32±0,22c-g 0,74±0,03e-h 

24 M11 DMS 25,85±0,97gh 11,67±0,34gh 3,72±0,22c-e 0,73±0,03e-h 

25 M12 DMS 24,64±1,13h 10,71±0,34g 3,65±0,23c-f 0,74±0,02e-h 

26 M13 DMS 26,64±0,79f-h 12,53±0,26gh 3,64±0,21c-f 0,72±0,03e-h 

27 M14 DMS 25,55±1,06gh 11,34±0,40gh 3,72±0,23c-e 0,71±0,03f-h 

28 M15 DMS 27,25±1,36e-h 12,98±0,52f-h 3,88±0,25c 0,76±0,03d-h 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c… trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test). 
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Bảng P12-3.12. Đặc điểm bó mạch trong thân non và lông hút của rễ lan Giả hạc tím Huế 

TT 
Mẫu 

Thí 

nghiệm 

Hoá chất 

xử lý 

Bó mạch dẫn trong thân 

non 
Lông hút của rễ 

Số lượng (bó 

mạch/thân) 

Đường 

kính (μm) 
Mật độ/mm2 Chiều dài 

(mm) 

1 M1 ­ 21,27±0,21e 71,89±1,17a 252,47±10,90a 0,64±0,02b 

2 HX2 Colchicine 56,47±0,52a-c 40,61±1,41c 211,67±8,09f 0,85±0,04a 

3 HX3 Colchicine 53,67±1,01d 37,46±1,41c 214,87±4,20d-f 0,81±0,06a 

4 HX4 Colchicine 55,13±0,87b-d 39,21±1,22c 216,07±8,52c-f 0,89±0,07a 

5 HX5 Colchicine 54,47±0,94cd 38,29±1,21c 213,47±7,56d-f 0,88±0,05a 

6 HX6 Colchicine 53,20±0,91d 36,87±1,26c 214,27±4,89d-f 0,86±0,07a 

7 HX11 Colchicine 55,13±1,03b-d 39,05±1,13c 215,53±8,95c-f 0,90±0,07a 

8 M2 Colchicine 56,67±0,96a-c 39,26±1,10c 213,07±6,38d-f 0,90±0,08a 

9 M4 Colchicine 56,53±1,02a-c 40,53±1,43c 216,07±7,01c-f 0,87±0,08a 

10 M5 Colchicine 53,73±1,14d 37,92±1,05c 209,00±8,16f 0,90±0,08a 

11 M6 Colchicine 54,53±0,87cd 37,97±0,90c 212,47±7,31ef 0,91±0,08a 

12 M7 Colchicine 54,73±1,08b-d 38,24±1,00c 209,93±6,28f 0,88±0,07a 

13 M8 Colchicine 56,87±0,82ab 39,79±1,21c 213,93±6,86d-f 0,90±0,07a 

14 M16 Colchicine 56,93±0,95ab 41,47±1,80c 212,47±7,09ef 0,93±0,06a 

15 M17 Colchicine 57,87±0,47a 43,08±1,65c 219,13±8,71b-f 0,96±0,02a 

16 HX1 DMS 18,67±0,29f 57,15±2,64b 240,47±9,45ab 0,39±0,02c 

17 HX7 DMS 19,13±0,19f 57,75±2,82b 239,13±9,77a-c 0,37±0,02c 

18 HX8 DMS 18,53±0,31f 57,22±2,94b 241,87±9,20ab 0,35±0,02c 

19 HX9 DMS 18,93±0,23f 57,21±2,94b 245,27±8,32a 0,36±0,02c 

20 HX10 DMS 18,60±0,29f 56,22±2,40b 242,07±7,49ab 0,38±0,02c 

21 M3  DMS 18,87±0,24f 57,02±2,74b 238,87±5,15a-c 0,35±0,02c 

22 M9  DMS 19,33±0,13f 58,35±2,91b 247,13±10,16a 0,43±0,02c 

23 M10 DMS 18,27±0,38f 56,35±2,73b 241,53±4,52ab 0,39±0,03c 

24 M11 DMS 18,47±0,38f 56,70±2,61b 242,47±4,29ab 0,36±0,03c 

25 M12 DMS 18,33±0,41f 56,80±2,57b 236,60±5,10a-e 0,38±0,03c 

26 M13 DMS 19,07±0,48f 57,24±2,48b 241,33±4,07ab 0,37±0,02c 

27 M14 DMS 18,87±0,51f 56,06±2,58b 238,87±3,94a-c 0,39±0,03c 

28 M15 DMS 18,93±0,46f 56,57±2,36b 237,33±3,86a-d 0,39±0,03c 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau (a, b, c… trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê của trung bình mẫu với (p<0,05, Duncan’s test). 
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Bảng P12-3.13. Một số đặc điểm khuẩn lạc và đặc tính hoá sinh của các chủng vi khuẩn phân lập sau 72 giờ nuôi cấy. 

Kí hiệu 

chủng 

Đặc điểm khuẩn lạc Đặc tính hoá sinh 

Màu sắc Mép Bề mặt 

Phân giải lân 
Sinh 

NH3 

Ø khuẩn lạc trên 

MT Ashby (mm) 

Hàm lượng IAA 

sinh ra (μg/ml) 
Ø vòng sáng phân giải 

và khuẩn lạc (mm) 

Ø khuẩn 

lạc (mm) 

Ø vòng sáng phân 

giải lân (mm) 

L1 Vàng Lượn sóng Trơn bóng 15 11 4 + 2 0,00 

L2 Trắng đục  Lượn sóng Trơn bóng 13 10 3 - - 0,00 

L3 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 16 8 8 + 11 0,00 

L4 Trắng sữa Tròn đều Khô ráp 20 5 15 +++ 16 34,10 

L5 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 14 7 7  + 6 0,00 

L6 Trắng trong Tròn đều Trơn nhầy 19 6 13 +++ 16 38,44 

L7 Vàng nhạt Tròn đều Trơn nhầy 16 5 11 +++ - 11,68 

L8 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 17 8 9 ++ 7 0,00 

L9 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 17 6 11 + 10 13,19 

C1 Trắng trong Lượn sóng Khô ráp 5 5 0 - - 0,00 

C2 Vàng  Lượn sóng Trơn nhầy 4 4 0 + 5 6,58 

C3 Trắng đục Tròn đều Trơn nhầy 7 5 2 + 9 26,83 

C4 Trắng trong Tròn đều Trơn nhầy 21 6 15 +++ 15 41,47 

C5 Trắng đục  Lượn sóng Khô ráp 10 10 0 - - 16,22 

C6 Trắng trong  Lượn sóng Trơn nhầy 6 6 0 ++ - 0,00 

C7 Vàng nhạt Tròn đều Trơn nhầy 3 3 0 - - 11,73 

C8 Trắng đục  Tròn đều Trơn nhầy 7 7 0 - 6 7,33 

C9 Trắng sữa  Tròn đều Trơn nhầy 16 10 6 + - 36,98 

C10 Vàng nhạt Tròn đều Khô ráp 2 2 0 + 8 0,00 

C11 Vàng Tròn đều Trơn nhầy 15 6 9 +++ 4 0,00 

C12 Trắng trong Tròn đều Trơn bóng 6 6 0 - - 7,13 

C13 Trắng sữa Lượn sóng Trơn bóng 4 4 0 - 4 0,00 

C14 Trắng sữa Lượn sóng Khô ráp 5 5 0 - - 17,48 

C15 Trắng sữa Lượn sóng Trơn nhầy 8 4 4 - 6 0,00 

C16 Trắng đục  Tròn đều Trơn nhầy 10 6 4 + 6 4,61 

C17 Trắng trong Tròn đều Trơn bóng 4 4 0 - - 0,00 

N1 Trắng trong Tròn đều Trơn bóng 5 2 3 - 3 22,89 

N2 Trắng trong Tròn đều Trơn nhầy 5 3 2 + 8 0,00 

X1 Cam Lượn sóng Trơn nhầy 5 5 0 - 2 0,00 

X2 Trắng hồng Lượn sóng Trơn bóng 18 7 11 +++ 13 0,00 

  Chú thích: +: có hoạt tính; ++: hoạt tính tốt; +++: hoạt tính rất tốt 

                  -: không có hoạt tính; Ø: đường kính 
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PHỤ LỤC 13: TRÌNH TỰ NUCLEOTIDE 

I. Trình tự nucleotide của các vùng gene nghiên cứu thu được từ cây lan giả hạc tím 

Huế 

1. Trình tự nucleotide vùng gen ITS4-5 

CATCCTGGGGTCGCATTCAAAGCGCCATCCATGGATCAGCGCATGATTTGGGATCACCTCA

ATGGTGTGATCATCTCTTAGGCATGCACGACACAATAGCATAGGCCTCATTTAAATCCACC

CCTTATTGTTCGCAGCCAACAAGACGATGATCCGCTCTTCAGCCCGCCGCGCCGAGGGGCA

CGACGAGCCACCATGCACATCCGAGCCCTCGCCAGCACATCCATCGATGGGTGGCTAGGCA

CGAAGCGACAAAATGCCTGACGCCCAGGCGGACGTGCCCTTGGCCGATTGGCCTCGGGCGC

AACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCGCGGGATTCTGCAATTCGCACCATATATCGCATT

TCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCATTGCCGAGAGTCGTGTCAATCC

ATATGGCATGCAACAGCAACCCATTCCACAAATCCATTTAAGGGCTTGTGCTACGATATTT

CCTTGGCGCGACGCTGCGCCGATTTGGGGGTTCATCCATCCTTCATCACGTCCACACCCCG

AAGAGGGGATGAGGCGAAGATTGGGATGAATTTTATCTCGGAAGCTATAGCCACCGATTAT

TTTGACGGGTTCTCAAGATCACTCAATGTATTTTAATCTCGACAATGATCCTTCCGCAGGT

TCACCTACGGAAACCTTGTTACGA 

 

2. Trình tự vùng gen trnL 

TTCAGAGAAACCCTGGAACTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTTTTTTTGAGAGAA

AAAATGATGGAAAATGAGAATAAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTA

ACGAATGAAATTGACTACGTTACGTTAGTAGCTAAAAACCTTCTATCGAAATGACAGAAAG

GATAACCTTATATGCGCCTAATACGTACGTATACATACTGACATAGCAAACGATTAATCAC

AACCCAAATCTGATATTGAATTCTATTCTGTATCTCTCTATATGAAAAATATGAAAATAGA

AATATTCTATATAGAATATATATTCTATTATCTTAAGAATTAGATTAAGAATCTATATATT

TCTTCATTCTATTATTCTAATTATTCTAGAATCTAATAATTCTATGATTTTCTATATTCTT

TCTTTCTTATTTATATTACTCTTAATATGAGTAATAGTATGAGATAAGGACCTATAGAAAC

CCTCTATTAATTAGAATCATAGAGATCAAAAAATCTATGAAAAATTGAAGAGTTATTGTGA

ATCAATTCCAATTGAAGTTGAAAAAAGAATCGAATTCGAATATTCAGTGATAAAATGATTC

ATTCCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCAT
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TTTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAATAGGAAAATCCGTCGAATTTTT

AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGCCCATTTTACTTCCTCGCTCT

TTATTTATCCTCATCCTCTTTCTTTTTTTTTTTCATCAGTGGCTCAGTTTAAACAAAATGA

AATATTTTCTCATTTCATTCACTCTGTTCTTTCACAA 

 

3. Trình tự vùng gen matK 

TATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCTGGAAATCTT

GGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTGCGATTGTTT

TTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCTTTACTTCAAAGAAATCCATTTACGTATTTT

CAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTGTTTCCTACATAATTCTTATGTATATGAATGCGAATA

TCTATTCCTGTTTCTTCGTAAACAGTCTTCTTATTTACGATCAATATCTTCTGGAGTCTTT

CTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAATATCTTATAGTCGTGTGTTGTAATTCTT

TTCAGAGGATCCTATGGTTCCTCAAGGATACTTTCATACATTATGTTCGATATCAAGGAAA

AGCAATTCTGGCTTCAAAAGGAACTCTTATTCTGATGAAAAAATGGGAATTTCATCTTGTG

AATTTTTGGCAATCTTATTTTCACTTTTGGTTTCAACCTTATAGGATCCATATAAAGCAAT

TACCCAACTATTCCTTCTCTTTTCTGGGGTTCTTTTCAAGTGTACTGAAAAATCCTTTGGT

AGTAAGAAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAAATACTCTATCTAAGAAATTAGAT

ACCATAGCCCCAGTTATTTCTCTTATTGGATCATTGTCGAAAGCTCAATTTTGTACTGTAT

TGGGTCATCCTATTAGTAAACCGATGTGGACTGATTTATCGGATTCTGATATTCTTGATCG

ATTTTGTCGGATATGCAGAAATCTTTGTCGTTATCACAGCGGATCCTCAAAGAAAC 
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4. Trình tự vùng gen rbcL 

AAGCTGGTGTTAAAGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAACCAAAGATAC

TGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCGGGAGTTCCGCCTGAAGAAGCGGGG

GCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTTA

CCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGAGGTCGTTGTTGGGGAGGAAAA

TCAATATATTGCTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAAC

ATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCTCTACGTCTGG

AAGATCTGCGAATTCCTACTTCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCATGGCATCCA

AGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCA

AAATTGGGATTATCCGCAAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTACGCGGTGGAC

TTGGATTTTAC 

II. Trình tự nucleotide của vùng 16s trên 3 chủng vi khuẩn nội sinh ở cây lan rừng 

1. Chủng L6 

CACAAATGCGCGGAGACTGATCATGCAGTCGAGCGGAGTGTGAATGCGGAGCTTGCTCTTA

TGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAAC

TCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGG

CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG

CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA

ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG

TAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG

GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT

GAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGA

CACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA

AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAG

CACTCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCGCA

CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA

TCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCGTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGTGATGCATG

GATTGTCGGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGATTAAGGTCCCGGCAACGAGCGCAACC

CCTTTGATCGTAGTTGCCATTCAATAGTCGGTCACTCTAAGCTGACTTGCGGTTGACAACC

TGTAAGGAACGATGGAGATGA 

2. Chủng L4 

TCCCCAGTGGAGGCGCAGACTGCCATGCAGTCGAACGGCAGTCACCGCGGTGCTTGCACCT

GGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCC

CGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCC

TCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGG
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CGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAAT

GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTG

GCTCTAATACAGTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCG

CAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGA

CTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAG

AGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCAC

GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAA

CTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGG

GGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAT

GATGTGGATTAATTTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATC

CTGCTGAAGAAGCGGGAGTGCTCGAAAGAAGAACCGGCGCACAGTGCTGCATGGCTGTCGT

CAGCTCGTGTCGGTGGAAGAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCACGAGCGCAACCGTGTTCGTA

GTGCTACGCAGAGCCACTCTAGAGACTGGCGTTGACAAATCGCAGAATGGTGGGGAATGAC

GGTCAAGTTCCCTCAATG 

3. Chủng C4 

GCTAACTTTGGATCGCAGACTGCACATGCAGTCGAACGGCAGCACCGGAGAGCTTGCTCTC

TGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACCTTGTCGTGGGGGATAA

CGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACG 

GGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTAGATGAGCCGATGTCCGATTAGCTAG

TTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCC

ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA

ATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGC

CCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAATCGGTTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGA

ATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTC

GGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTGATTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGG

CTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGTCACTAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATT

CCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCGTGGCGAAGGCGGCTACC

TGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG

TAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAACTTGGCACGCAGTATCGAA

GCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT

GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT

ACCTGGTCTTGACATCCACGGAACTTTCCAGAGATGGGATTGGTTGCCTTCGGAACCCGTG

AGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTTGTCGTGAGATTGTTGGGTTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCATCCTTGTCCGTAGTTGCCAGCACGGTATGGTGGAC 

TCTAAGGAACGCAGTGACAACCGGAGGAAGGGTGGGGGAT 
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PHỤ LỤC 14: MỘT SỐ CÂY DI TRUYỀN TRONG NGHIÊN CỨU 

 

 

Hình P14-3.1. Cây phân nhóm di truyền 7 mẫu lan Giả hạc tím Huế 

 
Hình P14-3.2. Cây phân nhóm di truyền 12 mẫu lan Giả hạc tím Huế tạo ra từ hạt có 

xử lý hoá chất đột biến. 
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Hình P14-3.3. Sơ đồ cây phân nhóm thể hiện mối tương quan di truyền giữa 17 mẫu lan Giả 

hạc tím Huế tạo ra từ mô sẹo có xử lý đột biến được phân tích theo phương pháp UPGMA. 

 

Hình P14-3.4: Cây phân loại của các chủng thuộc chi Burkholderia.; chi Bacillus.; chi 

Pseudomonas và 3 chủng thuộc 3 chi này theo thứ tự L4 được kí hiệu TIL-Ps63_E11; L6 

được kí hiệu TIL-Ps64_F11; Chủng C4 được kí hiệu TIL-Ps62_D11 
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PHỤ LỤC 15: SO SÁNH TRÌNH TỰ NU CỦA CÁC VÙNG GEN 

1. Vùng gen ITS4-5 
1        10        20        30        40        50          

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CATCCTGGGGTCGCATTCAAAGCGCCATCCATGGATCAGCGCATGATTTG Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.....................................G............ Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.....................................G............ Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.....................................G............ Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

..............................G.......A........... Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

..............................G.......A........... Dendrobium sp. (OP592176.1)    

..............................G.......A........... Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

...T......A....A..........C.........A.A........... Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

         60        70        80        90       100         

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

GGATCACCTCAATGGTGTGATCATCTCTTAGGCATGCACGACACAATAGC Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

............A..................................... Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

............A..................................... Dendrobium parishii (AB593630.1) 

............A..................................... Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

............A......G.............................. Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

............A......G.............................. Dendrobium sp. (OP592176.1)    

............A......G.............................. Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

............A......G.............................. Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        110       120       130       140       150     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

ATAGGCCTCATTTAAATCCACCCCTTATTGTTCGCAGCCAACAAGACGAT Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

...........................................G...... Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

...........................................G...... Dendrobium sp. (OP592176.1)    

...........................................G...... Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        160       170       180       190       200     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

GATCCGCTCTTCAGCCCGCCGCGCCGAGGGGCACGACGAGCCACCATGCA Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

..C............................................... Dendrobium anosmum (AB593499.1 

..C............................................... Dendrobium sp. (OP592176.1)    

..C............................................... Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

..C............................................... Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        210       220       230       240       250     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CATCCGAGCCCTCGCCAGCACATCCATCGATGGGTGGCTAGGCACGAAGC Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.............A.................................... Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 
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.................................................. Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

.................................................. Dendrobium sp. (OP592176.1)    

.................................................. Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        260       270       280       290       300     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

GACAAAATGCCTGACGCCCAGGCGGACGTGCCCTTGGCCGATTGGCCTCG Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

.................................................. Dendrobium sp. (OP592176.1)    

.................................................. Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        310       320       330       340       350     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

GGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCGCGGGATTCTGCAATTCG Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

.................................................. Dendrobium sp. (OP592176.1)    

.................................................. Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        360       370       380       390       400     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CACCATATATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGAT Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

.....C............................................ Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

.....C............................................ Dendrobium sp. (OP592176.1)    

.....C............................................ Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

.....C............................................ Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        410       420       430       440       450     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

ATCCATTGCCGAGAGTCGTGTCAATCCATATGGCATGCAACAGCAACCCA Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

........................................T......... Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

........................................T......... Dendrobium parishii (AB593630.1) 

........................................T......... Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

............................A..................... Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

............................A..................... Dendrobium sp. (OP592176.1)    

............................A..................... Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

............................A..................... Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        460       470       480       490       500     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TTCCACAAATCCATTTAAGGGCTTGTGCTACGATATTTCCTTGGCGCGAC Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

...........................T...................... Dendrobium anosmum (AB593499.1) 

...........................T...................... Dendrobium sp. (OP592176.1)    

...........................T...................... Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

...........................T.....................T Dendrobium anosmum (KP743542.1) 
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        510       520       530       540       550     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

GCTGCGCCGATTTGGGGGTTCATCCATCCTTCATCACGTCCACACCCCGA Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1) 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630.1) 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (AB593499.1 

.................................................. Dendrobium sp. (OP592176.1)    

.................................................. Dendrobium anosmum (MZ540354.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743542.1) 

 

        560       570       580       590       600     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

AGAGGGGATGAGGCGAAGATTGGGATGAATTTTATCTCGGAAGCTATAGC Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630. 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629. 

..............A................................... Dendrobium anosmum (AB593499.1 

..............A................................... Dendrobium sp. (OP592176.1)    

..............A................................... Dendrobium anosmum (MZ540354.1 

..............A................................... Dendrobium anosmum (KP743542.1 

 

        610       620       630       640       650     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CACCGATTATTTTGACGGGTTCTCAAGATCACTCAATGTATTTTAATCTC Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.................................................. Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743544.1 

.................................................. Dendrobium anosmum (KJ944630.1 

.................................................. Dendrobium bannaense (KY062487 

.................................................. Dendrobium parishii (AB593630. 

.................................................. Dendrobium parishii (KJ944629. 

....A............................................. Dendrobium anosmum (AB593499.1 

....A............................................. Dendrobium sp. (OP592176.1)    

....A............................................. Dendrobium anosmum (MZ540354.1 

.................................................. Dendrobium anosmum (KP743542.1 

 

        660       670       680       690          

....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

GACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGA      Dendrobium anosmum voucher GHTH 

.............................................      Dendrobium aff. anosmum TBG 159409 (AB593490.1) 

.............................................      Dendrobium anosmum (KP743544.1 

.................................C.........--      Dendrobium anosmum (KJ944630.1 

.............................................      Dendrobium bannaense (KY062487 

.............................................      Dendrobium parishii (AB593630. 

.................................C.........--      Dendrobium parishii (KJ944629. 

.............................................      Dendrobium anosmum (AB593499.1 

.............................................      Dendrobium sp. (OP592176.1)    

.............................................      Dendrobium anosmum (MZ540354.1 

.............................................      Dendrobium anosmum (KP743542.1 

 

2. Vùng gen matK 
1        10        20        30        40        50        60            

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCTGGAAATCT Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 

............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

--.......................................................... Dendrobium parishii (MK607431. 

 

         70        80        90       100       110       120         

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTGCGATTGT Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 
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............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium parishii (MK607431. 

 

        130       140       150       160       170       180      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCTTTACTTCAAAGAAATCCATTTACGTAT Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 

............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium parishii (MK607431. 

 

        190       200       210       220       230       240      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTGTTTCCTACATAATTCTTATGTATATGAATGCG Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 

............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium parishii (MK607431. 

 

        250       260       270       280       290       300      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

AATATCTATTCCTGTTTCTTCGTAAACAGTCTTCTTATTTACGATCAATATCTTCTGGAG Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 

............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium parishii (MK607431. 

 

        310       320       330       340       350       360      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TCTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAATATCTTATAGTCGTGTGTTGTA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 

............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium parishii (MK607431. 

 

        370       380       390       400       410       420      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

ATTCTTTTCAGAGGATCCTATGGTTCCTCAAGGATACTTTCATACATTATGTTCGATATC Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 

............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium parishii (MK607431. 

 

        430       440       450       460       470       480      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

AAGGAAAAGCAATTCTGGCTTCAAAAGGAACTCTTATTCTGATGAAAAAATGGGAATTTC Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium parishii (KY966860. 

............................................................ Dendrobium parishii (AB972316. 

............................................................ Dendrobium anosmum (AB972311.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium parishii (MK607431. 

 

        490       500       510         

....|....|....|....|....|....|....|... 

ATCTTGTGAATTTTTGGCAATCTTATTTTCACTTTTGG Dendrobium anosmum voucher GHT 

...................................... Dendrobium parishii (NC_035339 

...................................... Dendrobium parishii (KY966860. 

...................................... Dendrobium parishii (AB972316. 

...................................... Dendrobium anosmum (AB972311.1 

...................................... Dendrobium devonianum (OR23192 

...................................... Dendrobium parishii (MK607431. 
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3. Vùng gen trnL 
1        10        20        30        40        50        60            

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TTCAGAGAAACCCTGGAACTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTTTTTTTGAGAGA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

......................................................------ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

         70        80        90       100       110       120         

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

AAAAATGATGGAAAATGAGAATAAAAAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTC Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

-----....................................................... Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        130       140       150       160       170       180      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TAACGAATGAAATTGACTACGTTACGTTAGTAGCTAAAAACCTTCTATCGAAATGACAGA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 
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............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        190       200       210       220       230       240      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

AAGGATAACCTTATATGCGCCTAATACGTACGTATACATACTGACATAGCAAACGATTAA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        250       260       270       280       290       300      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TCACAACCCAAATCTGATATTGAATTCTATTCTGTATCTCTCTATATGAAAAATATGAAA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

.......................................................G.... Dendrobium polyanthum (OP82922 

.....................T...................................... Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

........................................................TC.. Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

........................................................TCT. Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

.........................................A.................. Dendrobium ochreatum (OP829224 

.....................T...................................... Dendrobium aphyllum (LC660280. 

.....................T..................................TCT. Dendrobium aphyllum (NC_035322 

.....................T..................................TCT. Dendrobium aphyllum (LC490669. 

.......................................................G.... Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

.........................................A.........T...AA... Dendrobium porphyrochilum (PP4 

.........................................A.........T...AA... Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        310       320       330       340       350       360      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

ATAGAAATATTCTATATAGAATATATATTCTATTATCTTAAGAATTAGATTAAGAATCTA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

.......................G.................................... Dendrobium primulinum (LC66002 

.......................G.................................... Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

..................................................G......... Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

........C..A.........A...................................... Dendrobium ochreatum (OP829224 

...........T......T..........A......A....T.................. Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

..................................................G......... Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

.........................G......A.....A....T......A......... Dendrobium porphyrochilum (PP4 

.........................G......A.....A....T................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 
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        370       380       390       400       410       420      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TATATTTCTTCATTCTATTATTCTAATTATTCTAGAATCTAATAATTCTATGATTTTCTA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

...............................................A.C.......... Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

...................................................T........ Dendrobium ochreatum (OP829224 

...............................................A.C.......... Dendrobium aphyllum (LC660280. 

...............................................A.C.......... Dendrobium aphyllum (NC_035322 

...............................................A.C.......... Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

..............................................AGA..AC....... Dendrobium porphyrochilum (PP4 

..............................................AGA..AC....... Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        430       440       450       460       470       480      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TATTCTTTCTTTCTTATTTATATTACTCTTAATATGAGTAATAGTATGAGATAAGGACCT Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

........A................................................... Dendrobium porphyrochilum (PP4 

........A................................................... Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        490       500       510       520       530       540      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

ATAGAAACCCTCTATTAATTAGAATCATAGAGATCAAAAAATCTATGAAAAATTGAAGAG Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

...............G............................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

...............G............................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        550       560       570       580       590       600      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TTATTGTGAATCAATTCCAATTGAAGTTGAAAAAAGAATCGAATTCGAATATTCAGTGAT Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 
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............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

....G....................................................A.. Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

.......................................T.................... Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

..............................................A............. Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

.......................................T.................... Dendrobium aphyllum (LC660280. 

.......................................T.................... Dendrobium aphyllum (NC_035322 

.......................................T.................... Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

..........................C................................. Dendrobium porphyrochilum (PP4 

..........................C................................. Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        610       620       630       640       650       660      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

AAAATGATTCATTCCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAGATTAATCGGACGAGAATAAAGA Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

..R......................................................... Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        670       680       690       700       710       720      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

GAGAGTCCCATTTTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAATAGGAAAATC Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

............................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

............................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        730       740       750       760       770       780      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CGTCGAATTTTTAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGCCCATTTT Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............C............................................... Dendrobium loddigesii (EF39792 

............................................................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

...........G................................................ Dendrobium polyanthum (OP82922 
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............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

............................................................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

............................................................ Dendrobium primulinum (LC49037 

............................................................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

............................................................ Dendrobium primulinum (EF39792 

............................................................ Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

...........G................................................ Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        790       800       810       820       830       840      

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

ACTTCCTCGCTCTTTATTTATCCTCATCCTCTTTCTTTTTTTTTTTCATCAGTGGCTCAG Dendrobium anosmum voucher GHT 

............................................................ Dendrobium anosmum (OP829221.1 

............................................................ Dendrobium devonianum (OR23192 

...................................-........................ Dendrobium primulinum (LC66002 

............................................................ Dendrobium loddigesii (EF39792 

...................................-........................ Dendrobium primulinum (NC_0353 

...........................A.......--....................... Dendrobium polyanthum (OP82922 

............................................................ Dendrobium aphyllum (EF397910. 

...................................-........................ Dendrobium primulinum (|LC6353 

...................................-........................ Dendrobium primulinum (LC49037 

.....T.............................-........................ Dendrobium loddigesii (NC_0363 

............................................................ Dendrobium parishii (NC_035339 

.....T.............................-........................ Dendrobium primulinum (EF39792 

................-.............Y...G......................... Dendrobium ochreatum (OP829224 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC660280. 

............................................................ Dendrobium aphyllum (NC_035322 

............................................................ Dendrobium aphyllum (LC490669. 

...........................A.......--....................... Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

............................................................ Dendrobium porphyrochilum (PP4 

............................................................ Dendrobium gratiosissimum (PP4 

 

        850       860       870       880       890     

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 

TTTAAACAAAATGAAATATTTTCTCATTTCATTCACTCTGTTCTTTCACAA Dendrobium anosmum voucher GHT 

................................................... Dendrobium anosmum (OP829221.1 

................................................... Dendrobium devonianum (OR23192 

................................................... Dendrobium primulinum (LC66002 

.....................................T............. Dendrobium loddigesii (EF39792 

................................................... Dendrobium primulinum (NC_0353 

................................................... Dendrobium polyanthum (OP82922 

................................................... Dendrobium aphyllum (EF397910. 

................................................... Dendrobium primulinum (|LC6353 

................................................... Dendrobium primulinum (LC49037 

................................................... Dendrobium loddigesii (NC_0363 

................................................... Dendrobium parishii (NC_035339 

................................................... Dendrobium primulinum (EF39792 

................................................... Dendrobium ochreatum (OP829224 

................................................... Dendrobium aphyllum (LC660280. 

................................................... Dendrobium aphyllum (NC_035322 

................................................... Dendrobium aphyllum (LC490669. 

................................................... Dendrobium anosmum (PQ014469.1 

................................................... Dendrobium porphyrochilum (PP4 

................................................... Dendrobium gratiosissimum (PP4 
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PHỤ LỤC 16: KÍ HIỆU CỦA NHỮNG DÒNG LAN GIẢ HẠC TÍM HUẾ ĐƯỢC 

LỰA CHỌN LẤY MẪU PHÂN TÍCH 

TT Kí hiệu dòng Dòng lan được tạo ra 

1 HX1 Protocorm xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong thời gian 8 giờ. 

2 HX2 Protocorm xử lý colchicine nồng độ 200 ppm trong thời gian 6 giờ. 

3 HX3 Protocorm xử lý colchicine nồng độ 400 ppm trong thời gian 6 giờ. 

4 HX4 Protocorm xử lý colchicine nồng độ 400 ppm trong thời gian 2 giờ. 

5 HX5 Protocorm xử lý colchicine nồng độ 100 ppm trong thời gian 4 giờ. 

6 HX6 Protocorm xử lý colchicine nồng độ 200 ppm, trong thời gian 8 giờ. 

7 HX7 Protocorm xử lý DMS nồng độ 100 ppm trong thời gian 2 giờ. 

8 HX8 Protocorm xử lý DMS nồng độ 200 ppm trong thời gian 2 giờ. 

9 HX9 Protocorm xử lý DMS với nồng độ 100 ppm, trong thời gian 6 giờ. 

10 HX10 Protocorm xử lý DMS với nồng độ 100 ppm, trong thời gian 4 giờ. 

11 HX11 Protocorm xử lý colchicine nồng độ 50 ppm trong thời gian 10 giờ. 

12 M1 Mẫu lan Giả hạc tím Huế không xử lý hoá chất (đối chứng). 

13 M2 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 400 ppm trong thời gian 6 giờ. 

14 M3 Mô sẹo xử lý DMS với nồng độ 100 ppm, trong thời gian 2 giờ. 

15 M4 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 200 ppm trong thời gian 4 giờ. 

16 M5 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 200 ppm trong thời gian 8 giờ. 

17 M6 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 100 ppm trong thời gian 8 giờ. 

18 M7 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 400 ppm, trong thời gian 2 giờ. 

19 M8 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 200 ppm trong thời gian 6 giờ. 

20 M9 Mô sẹo xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong thời gian 4 giờ. 

21 M10 Mô sẹo xử lý DMS nồng độ 200 ppm trong thời gian 6 giờ. 

22 M11 Mô sẹo xử lý DMS nồng độ 100 ppm, trong thời gian 8 giờ. 

23 M12 Mô sẹo xử lý DMS nồng độ 100 ppm trong thời gian 10 giờ. 

24 M13 Mô sẹo xử lý DMS nồng độ 200 ppm, trong thời gian 4 giờ. 

25 M14 Mô sẹo xử lý DMS với nồng độ 400 ppm, trong thời gian 2 giờ. 

26 M15 Mô sẹo xử lý DMS với nồng độ 100 ppm, trong thời gian 4 giờ. 

27 M16 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 50 ppm trong thời gian 10 giờ. 

28 M17 Mô sẹo xử lý colchicine nồng độ 100 ppm trong thời gian 10 giờ. 

29 H1 Mẫu cây gieo hạt không xử lý hoá chất đột biến 

30 H2 Mẫu cây gieo hạt không xử lý hoá chất đột biến 

31 H3 Mẫu cây gieo hạt không xử lý hoá chất đột biến 

32 H4 Mẫu cây gieo hạt không xử lý hoá chất đột biến 

33 H5 Mẫu cây gieo hạt không xử lý hoá chất đột biến 

34 H6 Mẫu cây gieo hạt không xử lý hoá chất đột biến 
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PHỤ LỤC 17: BẢNG HỆ SỐ TƯƠNG ĐỒNG 

Bảng hệ số tương đồng của 34 mẫu lan Giả hạc tím Huế thí nghiệm 

Mẫu M1 HX2 M2 HX1 M6 HX3 M15 M4 M7 M10 M11 M13 M14 M12 M16 HX11 H2 H5 H1 HX10 HX4 HX7 HX9 HX5 M5 HX8 H3 H4 H9 M9 HX6 M8 M5 M17 

M1 1,000                                  

HX2 0,855   1,000                                 

M2 0,870   0,870   1,000                                

HX1 0,812   0,899   0,768   1,000                               

M6 0,826   0,826   0,811   0,841   1,000                              

HX3 0,826   0,913   0,841   0,870   0,855   1,000                             

M15 0,768   0,768   0,783   0,725   0,768   0,739   1,000                            

M4 0,812   0,870   0,855   0,797   0,928   0,870   0,812   1,000                           

M7 0,687   0,696   0,652   0,739   0,725   0,638   0,725   0,681   1,000                          

M10 0,725   0,812   0,710   0,768   0,696   0,725   0,667   0,681   0,826   1,000                         

M11 0,739   0,797   0,754   0,783   0,768   0,768   0,739   0,725   0,870   0,899   1,000                        

M13 0,754   0,754   0,739   0,768   0,754   0,725   0,725   0,710   0,884   0,884   0,928   1,000                       

M14 0,855   0,855   0,841   0,812   0,826   0,826   0,797   0,841   0,725   0,754   0,768   0,754   1,000                      

M12 0,783   0,812   0,768   0,768   0,783   0,783   0,754   0,768   0,826   0,913   0,957   0,913   0,783   1,000                     

M16 0,812   0,841   0,826   0,768   0,812   0,812   0,870   0,884   0,768   0,739   0,783   0,768   0,841   0,826   1,000                    

HX11 0,841   0,841   0,826   0,797   0,783   0,812   0,870   0,826   0,681   0,710   0,754   0,739   0,812   0,797   0,884 1,000                   

H2 0,913   0,913   0,899   0,812   0,855   0,884   0,797   0,870   0,696   0,754   0,797   0,783   0,826   0,841   0,899 0,870   1,000                  

H5 0,957   0,870   0,884   0,826   0,841   0,870   0,754   0,826   0,681   0,739   0,754   0,768   0,841   0,797   0,826 0,797   0,928   1,000                 

H1 0,913   0,884   0,841   0,841   0,797   0,855   0,768   0,812   0,696   0,754   0,768   0,783   0,826   0,812   0,841   0,812   0,913   0,957   1,000                

HX10 0,855   0,855   0,812   0,812   0,768   0,797   0,855   0,812   0,725   0,725   0,797   0,754   0,826   0,783   0,812   0,841   0,855   0,841   0,855   1,000               

HX4 0,899   0,928   0,855   0,855   0,841   0,870   0,783   0,855   0,739   0,797   0,841   0,797   0,841   0,855   0,884   0,855   0,957   0,913   0,928   0,899   1,000              

HX7 0,884   0,884   0,841   0,870   0,913   0,884   0,797   0,841   0,725   0,754   0,826   0,812   0,826   0,841   0,841   0,870   0,942   0,899   0,884   0,855   0,928   1,000             

HX9 0,913   0,855   0,841   0,870   0,884   0,855   0,797   0,812   0,725   0,754   0,826   0,812   0,797   0,841   0,841   0,841   0,942   0,928   0,913   0,855   0,928   0,971 1,000            

HX5 0,913   0,884   0,812   0,870   0,826   0,826   0,826   0,812   0,725   0,783   0,826   0,783   0,826   0,841   0,841   0,870   0,913   0,899   0,913   0,913   0,957   0,913 0,942   1,000           

M5 0,841   0,870   0,797   0,855   0,812   0,841   0,754   0,797   0,710   0,710   0,783   0,739   0,812   0,768   0,826   0,884   0,870   0,826   0,870   0,841   0,913   0,899   0,870   0,870   1,000          

HX8 0,870   0,870   0,826   0,855   0,899   0,870   0,783   0,826   0,710   0,739   0,812   0,797   0,812   0,826   0,826   0,855   0,928   0,884   0,899   0,841   0,913   0,986   0,957   0,899   0,913   1,000         

H3 0,884   0,913   0,870   0,812   0,855   0,884   0,826   0,870   0,696   0,725   0,768   0,754   0,826   0,812   0,870   0,870   0,971   0,899   0,884   0,884   0,928   0,942   0,913   0,884   0,870   0,928   1,000        

H4 0,913   0,884   0,870   0,812   0,855   0,855   0,768   0,841   0,667   0,725   0,768   0,754   0,826   0,812   0,841   0,870   0,942   0,899   0,884   0,855   0,928   0,942   0,913   0,884   0,899   0,928   0,942   1,000       

H9 0,913   0,884   0,841   0,841   0,855   0,855   0,768   0,841   0,667   0,725   0,739   0,754   0,826   0,783   0,812   0,812   0,913   0,957   0,942   0,855   0,899   0,913   0,913   0,884   0,841   0,899   0,913   0,913   1,000      

M9 0,696   0,725   0,710   0,681   0,725   0,725   0,870   0,768   0,681   0,652   0,696   0,681   0,725   0,739   0,826   0,797   0,754   0,681   0,696   0,782   0,739   0,754   0,725   0,754   0,681   0,739   0,783   0,754   0,696   1,000     

HX6 0,841   0,870   0,826   0,797   0,812   0,841   0,812   0,826   0,739   0,768   0,783   0,768   0,783   0,826   0,855   0,855   0,928   0,855   0,870   0,841   0,913   0,899   0,899   0,899   0,826   0,884   0,928   0,870   0,841   0,768   1,000    

M8 0,899   0,783 0,797 0,797  0,841 0,812 0,696  0,768 0,652 0,681 0,725 0,739 0,754 0,739 0,739   0,768   0,841   0,913 0,870   0,754   0,826   0,870   0,899   0,841   0,797   0,855   0,812   0,841   0,899   0,623   0,797   1,000   

M5 0,663   0,623   0,580   0,638   0,681   0,594   0,710   0,638   0,696   0,667   0,739   0,725   0,652   0,696   0,667   0,638   0,652   0,638   0,681   0,681   0,696   0,681   0,710   0,739   0,696   0,696   0,623   0,652   0,652 0,638   0,638   0,696   1,000  

M17 0,661 0,623   0,609   0,696   0,710   0,652   0,623   0,638   0,725   0,638   0,652   0,667   0,623   0,638   0,638   0,609   0,623   0,696   0,652   0,594   0,638   0,681   0,681   0,652   0,638   0,667   0,623   0,681   0,681   0,638   0,609   0,696   0,652 1,000 
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PHỤ LỤC 18: XÂY DỰNG QUY TRÌNH 

Quy trình 1: Quy trình tái sinh của một số dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến 

Bước 1: Chuẩn bị, lựa chọn cây lan con hoặc chồi in-vitro của những dòng lan đột biến đủ tiêu 

chuẩn ( khoẻ mạnh, xanh tốt, cao 3-4 cm, có 4-5 lá), cắt bỏ lá, rễ sau đó cắt thân chồi thành 

những đoạn ngắn 1,5-2cm. Mỗi đoạn thân phải chứa ít nhất 1 chồi ngủ. 

 Phòng nuôi có nhiệt độ được cài đặt 25 ± 2°C, độ ẩm phải được phân bố đều trong toàn 

phòng nuôi, độ ẩm được điều chỉnh từ 50-60%. Sử dụng bóng đèn huỳnh quang chiếu sáng với 

mật độ thông lượng photon quang hợp trong khoảng 13,5 - 27 μmol s-1m-2, thời gian chiếu sáng 

được điều chỉnh 8 giờ/ ngày. 

Bước 2: Tái sinh chồi hoặc mô sẹo từ đoạn thân 

 Những đoạn thân ngắn được cấy vào môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar + 0,7 g/L 

than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và có bổ 

sung chất điều hoà sinh trưởng là 1,5 mg/L TDZ + 0,5 mg/L NAA, pH 5,8. 

Bước 3: Tái sinh chồi từ mô sẹo 

 Mô sẹo khoẻ mạnh không nhiễm nấm bệnh được cấy vào môi trường dinh dưỡng MS + 

7 g/L agar + 0,7 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L 

nước dừa và có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng là 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA, pH 5,8 

nhằm kích thích mô sẹo tạo chồi. 

Bước 4: Nhân chồi 

Những chồi tái sinh khoẻ mạnh, cao 2-3 cm và có 2-3 lá không nhiễm nấm bệnh được 

cấy vào môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar + 0,7 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose 

+ 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng là 1,5 

mg/L BA + 0,5 mg/L IAA, pH 5,8 để kích thích chồi nhân nhanh. 

Bước 5: Ra rễ, tạo cây hoàn chỉnh 

Những chồi khoẻ mạnh, cao 3-4 cm và có 4-5 lá không nhiễm nấm bệnh được cấy vào 

môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar + 0,7 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 60 g/L 

khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và có bổ sung chất điều hoà sinh trưởng là 0,7 mg/L 

NAA, pH 5,8 để nuôi cấy ra rễ và tạo cây hoàn chỉnh. 
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Quy trình 2: Quy trình nhân giống và huấn luyện cây con in-vitro lan Giả hạc tím Huế 

Bước 1: Lấy mẫu. Mẫu lan Giả hạc tím Huế được thu thập, nuôi dưỡng. Thu thập quả đã chín 

sinh lý và đoạn thân có chồi ngủ, mẫu thu thập cần khoẻ mạnh, sạch bệnh. 

Bước 2: Khử trùng mẫu. Những đoạn thân hoặc quả thu về được vệ sinh loại bỏ các phần 

không cần thiết, rửa dưới vòi nước chảy và lắc nhẹ trong xà phòng pha loãng trong 5 phút, sau 

đó rửa lại bằng nước cất khử trùng và chuyển vào tủ cấy vô trùng. 

 Đối với mẫu là quả lan sẽ được nhúng ngập toàn bộ quả trong cồn ethanol 96º và lắc 

nhẹ trong vòng 30 giây, sau đó quả được lấy ra và đốt qua bằng ngọn lửa đèn cồn. Tiếp theo là 

cắt đôi quả lấy hạt gieo lên môi trường dinh dưỡng MS. Đối với mẫu là đoạn thân sẽ được khử 

trùng bằng cách lắc 10 phút trong NaClO 2% và 10 phút HgCl2 0,1% sau đó mẫu được rửa lại 

bằng nước cất vô trùng và cấy vào môi trường dinh dưỡng MS. 

Bước 3: Tái sinh mô sẹo hoặc protocorm tạo vật liệu khởi đầu. Mẫu sạch, không bị nhiễm nấm 

khuẩn, còn sống được cấy chuyển sang môi trường tái sinh chồi/mô sẹo/protocorm.  

 Nếu mẫu là hạt lan được cấy vào Môi trường MS + 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt tính 

+ 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và pH 5,8 + 0,75 mg/L 

NAA +0,5 mg/L BA để kích thích hạt phát triển thành protocorm. 

 Nếu mẫu là đoạn thân được cấy vào môi trường MS + 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt 

tính + 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và pH 5,8 + 1,5 mg/L 

DTZ + 0,5 mg/L NAA nhằm kích thích đoạn thân tạo mô sẹo. 

Bước 4: Tái sinh chồi. Chồi có thể được tái sinh từ đoạn thân chứa chồi ngủ, hoặc từ mô sẹo 

hoặc từ protocorm bằng cách nuôi cấy vào môi trường dinh dưỡng có bổ sung hàm lượng chất 

điều hoà sinh trường phù hợp, cụ thể là:  

 Tái sinh chồi từ đoạn thân môi trường dinh dưỡng được sử dụng là MS + 7 g/L agar + 

0,5 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và 

pH 5,8 + 1,5 mg/L BA. 

 Tái sinh chồi từ mô sẹo/protocorm môi trường dinh dưỡng được sử dụng là MS + 7 g/L 

agar + 0,5 g/L than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước 

dừa và pH 5,8 + 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA. 
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Bước 5: Nhân chồi.  Chồi tạo ra từ quá trình tái sinh chồi được lựa chọn những chồi to khoẻ, 

xanh tốt, không nhiễm nấm khuẩn cấy vào môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar + 0,5 g/L 

than hoạt tính + 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và pH 5,8 

+ 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L IAA để kích thích chồi nhân nhanh. 

Bước 6: Ra rễ tạo cây hoàn chỉnh. Chọn chồi xanh tốt, khoẻ mạnh, không nhiễm nấm khuẩn, 

cao 4-5 cm, có 3-4 lá cấy vào môi trường dinh dưỡng MS + 7 g/L agar + 0,5 g/L than hoạt tính 

+ 30 g/L saccharose + 60 g/L khoai tây xay mịn, 100 mL/L nước dừa và pH 5,8 + 0,7 mg/L 

NAA nhằm kích thích ra rễ của chồi. 

Bước 7: Ra cây ngoài vườn ươm. Những bì cây lan con Giả hạc tím Huế in-vitro phát triển đạt 

chuẩn có đầy đủ rễ lá, xanh tốt, khoẻ mạnh ko bị nhiễm nấm khuẩn được đưa xuống vườn ươm 

chăm sóc từ 2-3 tuần sau đó ra cây trồng trên hỗn hợp giá thể sơ dừa và trấu hun tỉ lệ 1:1, điều 

kiện vườn ươm được kiểm soát ánh sáng che 50%, nhiệt độ 25-35ºC. Cây được chăm sóc tưới 

nước 2 lần/ngày, phun chế phẩm với liều lượng 10ml/L nước, phun 2 lần/tuần đồng thời có bổ 

sung thêm phân chậm tan có thành phần N:P:K:Mg tương đương 6:40:6:15 với liều lượng 1 

g/cây/tháng. 
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PHỤ LỤC 19: CÁC BƯỚC XÁC ĐỊNH MẬT ĐỘ VI KHUẨN (CFU/mL) 

Bước 1: Pha loãng mẫu vi khuẩn 

Mẫu ban đầu thường có mật độ vi khuẩn rất cao, nên cần pha loãng theo cấp số nhân 

(10 lần mỗi cấp). 

Ví dụ: lấy 1 mL mẫu cho vào 9 mL nước muối sinh lý hoặc môi trường lỏng  → pha 

loãng 10⁻¹; tiếp tục lấy 1 mL từ đó cho vào 9 mL mới → 10⁻², v.v. 

Bước 2: Cấy mẫu lên đĩa thạch 

Dùng pipet lấy một lượng nhỏ ( 0.1 mL) từ mỗi độ pha loãng và cấy lên đĩa thạch Petri. 

Trải đều mẫu trên bề mặt thạch để khuẩn lạc phát triển riêng biệt. 

Bước 3: Ủ đĩa thạch 

Đặt đĩa vào tủ ấm ở nhiệt độ thích hợp (37°C) trong 24–48 giờ để vi khuẩn phát triển 

thành khuẩn lạc. 

Bước 4: Đếm số khuẩn lạc 

Sau thời gian ủ, đếm số khuẩn lạc xuất hiện trên đĩa. Mỗi khuẩn lạc được xem là một 

CFU. 

Bước 5: Tính toán mật độ vi khuẩn 

Áp dụng công thức: 

𝐶𝐹𝑈/𝑚𝐿
𝑠ố 𝑘ℎ𝑢ẩ𝑛 𝑙ạ𝑐 đế𝑚 đượ𝑐

𝑇ℎể 𝑡í𝑐ℎ 𝑐ấ𝑦(𝑚𝑙) × ℎệ 𝑠ố 𝑝ℎ𝑎 𝑙𝑜ã𝑛𝑔
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PHỤ LỤC 20: MỘT SỐ HÌNH ẢNH ĐƯỢC CHỤP LẠI TRONG THỜI GIAN 

NGHIÊN CỨU 

 

Hình P20-3.1: Khả năng tái sinh chồi/mô sẹo của một số dòng lan Giả hạc tím Huế đột biến. 
(A, H: Mẫu đối chứng; B, I: Mẫu HX3; C, J: Mẫu HX10; D, K: Mẫu M5;  E, L: Mẫu M13; F, M: Mẫu M14; G, N: Mẫu M17) 
 

  
Hình P20-3.2: Cây lan Giả hạc tím Huế đầu dòng. 
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Hình P20-3.3: Ra cây làn con Giả hạc tím Huế in-vitro ở vườn ươm 

 
Hình P20-3.4: Giai đoạn tái sinh chồi của môi sẹo sau khi xử lý hoá chất đột biến 

 

 
Hình P20-3.5: Phòng nuôi cây thí nghiệm 

 



56 
 

TÀI LIỆU THAM KHẢO PHẦN PHỤ LỤC 

 

[1] H. V. .Cường, M. T. H. Anh, T. Q. Tân, and C. H. Mậu, ‘phân tích vùng gene lục lạp, 

rbcL, phân lập từ cây lan tai cáo (Hoya parasitica (Roxb.) Wall. ex Wight)’, Tạp chí 

Khoa học và Công nghệ Đại học Thái Nguyên, vol. 228, no. 01, pp. 474–481, 2023. 

[2] L. T. N. .Điệp, N. T. Điềm, N. N. Hoa, T. H. Dũng, and V. T. H. Trang, ‘Đánh giá đa 

dạng di truyền của một số loài Lan Dendrobium ở khu vực phía Nam Việt Nam’, Tạp 

chí Khoa học và Công nghệ - Trường ĐH Nguyễn Tất Thành, vol. 3, no. 3, pp. 1–12, 

2020, doi: https://doi.org/10.55401/jst.v3i3.113. 

[3] N. V. .Giang, P. P. Thu, C. Đ. Hà, and N. T. T. Mai, ‘Phân lập, tuyển chọn vi khuẩn phân 

giải lân, kali khó tan từ đất trồng cà phê tại khu vực Tây Nguyên’, Bản B của Tạp chí 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam, vol. 60, no. 5, 2018, [Online]. Available: 

https://b.vjst.vn/index.php/ban_b/article/view/480 

[4] P. T. N. .Lan, L. T. T. Xuân, and N. T. B. Châu, ‘Phân lập và tuyển chọn vi khuẩn cố 

định nitrogen từ đất trồng rau ở thành phố pleiku,tỉnh Gia lai’, tạp chí khoa học và công 

nghệ, Trường đại học khoa học Huế, ĐH Huế, vol. 17, no. 2, pp. 169–179, 2020. 

[5] N. T. .Minh and Đ. M. Thu, ‘Nghiên cứu phân lập và tuyển chọn vi sinh vật nội sinh từ 

vùng sinh thái đất mặn huyện giao thuỷ,tỉnh Nam Định’, Tạp chí khoa học Nông nghiệp 

Việt Nam, pp. 1022–1032, 2017, doi: http://www1.vnua.edu.vn/tapchi/upload/8-

2017/4.pdf. 

[6] J. M. Bric, R. M. Bostock, and S. E. Silverstone, ‘Rapid in situ assay for indoleacetic 

acid production by bacteria immobilized on a nitrocellulose membrane’, Appl. Environ. 

Microbiol., vol. 57, no. 2, pp. 535–538, 1991, [Online]. Available: doi: 

https://doi.org/10.1128/aem.57.2.535-538.1991%0A 

[7] A. Kumar, R. Singh, A. Yadav, D. D. Giri, P. K. Singh, and K. D. Pandey, ‘Isolation and 

characterization of bacterial endophytes of Curcuma longa L.’, 3 Biotech, vol. 6, no. 1, 

p. 60, Jun. 2016, doi: 10.1007/s13205-016-0393-y. 

[8] J. D. Nugroho, A. Y. S. Arobaya, and E. A. Tanur, ‘Propagation of Dendrobium 

antennatum Lindl via seed culture in vitro using simple medium: fertilizer and complex 

organic based medium’, Hayati J. Biosci., vol. 26, no. 3, pp. 133–138, 2019, doi: 

https://doi.org/10.4308/hjb.26.3.133. 

[9] D. T. K. Pham, B. Van Huynh, and T. Mai, ‘Genetic relationship analysis of Dendrobium 

anosmum Lindl. var. semialba based on the chloroplast matK and rbcL genes’, J. Agric. 

Dev., vol. 20, no. 3, pp. 41–49, 2021, doi: 10.52997/jad.6.03.2021. 

[10] R. J. Porra, ‘The chequered history of the development and use of simultaneous equations 

for the accurate determination of chlorophylls a and b’, Photosynth. Res., vol. 73, pp. 

149–156, 2002. 

[11] T. Takamiya et al., ‘Molecular phylogenetics and character evolution of morphologically 

diverse groups, Dendrobium section Dendrobium and allies’, AoB Plants, vol. 6, p. 

plu045, 2014, doi: https://doi.org/10.1093/aobpla/plu045. 

 

 


