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TOM TAT

Nghién ciru “Nghién ciru tao dong lan Dendrobium théip ciy trién vong
bang phwong phap lai hiru tinh két hop chiéu xa va nuéi cay in vitro” duoc thyc
hién nham x4y dung quy trinh tao giéng lan Dendrobium thap cay thong qua lai tao,
dot bién véi su hd trg danh gia quan hé di truydn bang chi thi phan tir va nudi cdy
in vitro. Muc tiéu cu thé cua nghién ctru 14 xac dinh duoc diéu kién moi trudong nudi
ciy va 4nh sang phu hop cho sy nay mam, sy hinh thanh chdi va ré& lan Dendrobium
thap cay; tao ra 2-3 dong lan lai Dendrobium thap cdy, 2 - 3 dong lan Dendrobium
thip cay dot bién theo tiéu chi chon dong lai Dendrobium thip cdy trién vong; xay
dung dugc quy trinh tao dong lai Dendrobium thip cdy va quy trinh tao dong
Dendrobium thap cay dot bién; danh gia dugc sy khac biét di truyén cua mot sb
dong lai, dong dot bién c6 trién vong so véi bd me cua chung bang chi thi phan tir
va nhan giéng vo tinh 2 - 3 dong Dendrobium thap cay lai, 2 - 3 dong Dendrobium
thap cdy dot bién cé trién vong.

Budc dau hat lan lai da duogc gieo trén cac diéu Kién mdi trudng véi cac ché do
chiéu sang khac nhau. Pa xac dinh méi truong nudi cay in vitro, ty 18 anh sang dung
dén LED d6 va LED xanh dwong, cuong do chiéu sang tot nhat cho sy nay mam,
nhan chdi va tao ré caa hat lan lai Dendrobium thap cay. Méi trudng nudi cay va
ché @6 chiéu sang t6i wu da duoc st dung cho viéc nudi cdy hat lan lai cua 15 t6 hop
dau qua va protocorm sau khi chiéu xa véi tia gamma *°Co.

Trong 20 cap lai lan Dendrobium thap cay nghién ctru, di c6 15 t6 hop lai dau
qua trong khoang tir 25 — 100%. Trong 15 t6 hop dau qua chi c¢6 9 t6 hop hinh thanh
hat hitu thu bao gém: DMO01x12, DM10x01, DM11x12, DM11x18, DM11x?24,
DM12x11, DM12x13, DM12x14 va DM24x11 vai ty 1€ dau qua tir 58,3 — 100% va
ty 1 hat nay mam tir 63,7 — 97,3%. Tir cac so sanh, danh gia sinh truéng va ra hoa
ctia cac to hop ndy trong diéu Kién in vitro va ngoai nha luéi di chon dwoc 3 dong
lai DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180 ¢6 trién vong. Tur d6 da thiét 1ap
dugc quy trinh dé chon tao dong lan lai Dendrobium thap ciy co trién vong bang

phuong phap lai tao gdm 7 budc co ban trong thoi gian 22 thang.
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Viéc chiéu xa protocorm cua t6 hop DM12x13 di x4c dinh duoc lidu giy chét
50% (LDsp) 1a 68 Gy. Khi chiéu xa tia gamma %Co trén protocorm, cac lidu 20, 40
va 60 Gy déu c6 tac dung ting tan suit bién di voi phd bién di rong, da dang vé cdu
tric hoa, mau sic hoa, than, 14 va cac tinh trang vé giam chiéu cao, ra hoa sém
trong diéu kién in vitro. Két qua so sanh, sang loc trong diéu kién nha lué6i da chon
dugc 3 dong dot bién c6 trién vong DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 va
DM12x13-60G:142. Tu do6 da xay dung dugc quy trinh chon tao dong lan
Dendrobium thap cay dot bién co trién vong bang phuong phap chiéu xa tia gamma
®Co méu protocorm vé1 10 bude co ban trong thoi gian 26 thang.

Sau khi sang loc da xac dinh 4 primer phu hop nhat 1a OPA2, OPA4, OPAS5 va
OPA18 dé danh gia sy khac biét di truyén giita 8 gidng bé me, 8 dong con lai va 3
dong dot bién. Dong dot bién DM12x13-40Gy:76 c6 sy khac biét di truyén Ion nhat
so voi giébng me DM12 va cac dong con lai (hé sb twong dong di truyén 1a 0,48 -
0,86). P4 nhan vo tinh ca 3 dong Dendrobium thap ciy lai, 03 dong Dendrobium
thap cdy dot bién c6 trién vong c6 chiéu cao cay tir 15 - 20 cm, s6 gia hanh tir 3 — 6
gia hanh, s6 14 tir 4 — 6 14, s6 hoa/phat hoa tir 6 hoa trg 1én, duong kinh hoa tir 4,5

cm trd 18n, 6 mau sic hoa khac véi bd me.



SUMMARY

The study "Research to generate promising dwarf Dendrobium clones by
breeding combined with mutation induction and in vitro culture” aimed to establish
protocols of generating new dwarf Dendrobium via breeding and mutation
induction and molecular assisted analysis. The objectives of the study were to
determine suitable culture condition and light illumination regimes for the
germination, shoots and roots induction of new dwarf Dendrobium; create 2 - 3 new
hybrids dwarf Dendrobium and 2 - 3 new mutants dwarf Dendrobium reaching
criteria of new dwarf Dendrobium; optimize protocol for creating new breed or
mutated dwarf Dendrobium; assess genetic variation of promising lines as
compared to their parents using molecular markers and in vitro propagation some
promising lines.

The best culture conditions for the germination, shoots and root formations of
new dwarf Dendrobium including culture medium, the ratio between red LED and
blue LED, the intensity of illumination for germination, for shooting and rooting of
Dendrobium were determined. These medium and the lighting regimes then were
applied for sowing seeds of 15 hybrids and protocorm after irradiated with ®°Co
gamma rays. Among 20 pairs of dwarf Dendrobium hybrids, only 15 hybrid pairs
gave seeds with a percentage of seed formation ranged from 25 - 100%. However,
only 9 among these 15 combinations gave fertile seeds including DMO01x12,
DM10x01, DM11x12, DM11x18, DM11x24, DM12x11, DM12x13, DM12x14 and
DM24x1 with the percentage of seed formation ranged from 58.3 - 100% and the
germination rate reached from 63.7 - 97.3%. After comparison and screening in
vitro as well as in greenhouse, three promising new hybrid lines including
DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180 were selected. The results allowed to
establish a protocol with 7 steps performing in 22 months of creating new hybrid

dwarf Dendrobium.

The lethal dose of hybrid DM12x13 Dendrobium protocorm under the effect
of ®Co gamma ray was 68 Gy. The effective doses for treating protocorm of

DM12x13 crossbred lines were 20, 40 and 60 Gy. Ihese doses were suitable for
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increase frequency of variation with generating wide-spread, diverse structure and
color of flowers, stems and leaves; impacted on height reduction, early flowering in
in vitro conditions. After comparison and screening, three promising new mutant
lines including DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 and DM12x13-60Gy:142
were selected. The results allowed to establish a protocol with 10 steps performing

in 26 months of creating new mutant dwarf Dendrobium.

The four most efficient primers: OPA2, OPA4, OPA5 and OPA18 were
determined and identified for evaluating genetic variation between 8 parents, 8
crossbred lines and 3 mutant lines. The results showed that DM12x13-40Gy:76
mutant line gave the largest genetic variation when compared to their mother DM12
and other crossbred lines (the genetic similarity coefficient from 0.48- 0.86).

In vitro propagation for three promising crossbred clones and three promising
mutant clones which gave the plant height ranged from 15 - 20 cm, pseudobulb
numbers ranged from 3 to 6, leaf number ranged from 4 to 6 leaves, flower numbers

per inflorescence higher than 6, the flower diameter wider than 4.5 cm, the color of
flowers different from their parents.
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MO PAU

Nén kinh té Viét Nam ngdy mot phét trién, muc séng cia ngudi dan duoc
nang cao, nhu cau vé str dung hoa lan, cy kiéng trong doi song tinh than ngdy cang
16n. Hoa lan 14 san phdm mang gia tri kinh té kha cao va chiém vi tri dic biét trong
thi truong hang héa nong nghiép cua cac nudc (Tran Thi Dung, 2010). Tai khu vuc
Thanh phé H Chi Minh va c4c tinh 14n can nhu Ty Ninh, Dong Nai, Binh Duong
c¢6 trén 100 loai lan khac nhau. Cac loai hoa lan nay c6 thé cho doanh thu tir 800
triéu — 1,3 ty dong/ha/ndm. Tuy nhién, hon 90% cay gidng c6 ngudn gdc nhap nodi
tir Thai Lan, Pai Loan va mot vai quéc gia Ty Au nhu Bi, Ha Lan (S¢ NN va
PTNT TP.HCM, 2018). Biéu dang luu y 1a gia tri nhap khau hoa lan cua Viét Nam
ludn c6 chiéu hudéng ting qua cac nam, tir 5,5 triéu USD vao nim 2014 di tang 1én
12,9 tri¢u USD vao nam 2018 (S& NN va PTNT TP.HCM, 2019). Sy tham gia cta
cac gidng lan do chinh ngudi Viét Nam tao ra con rat han ché.

Xu huéng thi hiéu cua ngudi choi lan Dendrobium hién nay thién vé nhiing
nhém Dendorbium dic hiru cia Viét Nam, cac gidng lai nhap noi cé cau tric méi la
va ¢6 nhitng gidng c6 huwong thom. Gidng lan Dendrobium thap cdy c6 hinh dang
thip nho dugc ghép trong nhimg chau 16n dé trang tri nodi that, ban cong, sin
thuong. Bén canh do, cac giéng hoa lan d6t bién cling dang rat duogc va chuong va
dem lai nhimng gia tri méi mé ciing nhu tiém ning kinh té 16n véi nhiing ai s& hitu
duoc gidng lan d6t bién mai la.

Dendrobium c¢o6 nhitng loai mang nhiéu dic tinh ndi troi (Vé hinh thai than 14,
cdu tric hoa, mau sic, sy phan bd sic t6 trén canh hoa, mui huong) nhung thong
thudng, nhimng dic tinh vu viét nay khong tap trung vao mot loai. C6 nhing loai noi
bat vé hinh thai than 14 nhung khong dac sic ve hoa, c6 loai mau sic hoa dep, hoa
c6 mui huong dic trung nhung hoa lai khong bén (Duong Hoa X6, 2011; Nguyén
Van Téi, 2002).

Dbi voi ki thuat lai tao giéng lan thi viéc nudi cay hat trong diéu kién in vitro
1a diéu kién bat budc nén viéc két hop giita nudi cdy mé té bao va dot bién thuc
nghiém s& 1am ting tan suit bién di 1én nhiéu lan, gitp ting hiéu qua va rat ngin

thoi gian chon tao giéng méi (Lé Tran Binh va ctv, 1997). Pbi vdi cac cay trong



sinh san hiru tinh thi k§ thuat gay dot bién cho phép rut ngin thoi gian chon loc phai
mat tir 6 - 10 thé hé dén chi can 3 - 6 thé hé, thdm chi chi can 2 - 3 thé hé. Tuy
nhién, lan v6i dic thu 13 loai thudng duoc nhan gidng bang k¥ thut nhan gidng vo
tinh do d6 chi cAn nhan dugc dong dot bién sau do co6 thé nhan vo tinh truc tiép dé
tao thanh gidng m&i ma khong can trai qua qué trinh 6n dinh qua nhiéu thé hé nhu
cac cdy nhan gidng bang hinh thirc sinh san hiru tinh. Trén thuc té, tan sé xuét hién
d6t bién khi str dung céc tia phong xa c6 thé cao hon trong ty nhién khoang 1000
lan (Lé Duy Thanh, 2000). Vi viy, viéc nghién ctu lai tao két hop gay dot bién dé
tang tan so da dang cac dong Dendrobium tao ra cac dong Dendrobium thap cay dé
trang tri noi that, gop phan lam phong phu thém chung loai hoa chau tuoi trang tri
trong nha 1a mot hudéng di thiét thuc, gop phan tao ra nhiéu gidng méi ciing nhu gia
tang nguon bién di cho giéng lan nay.

Hién nay, nhitng tién bo mai vé bd gen va k¥ thuat di truyén dang cach mang
hoa kha ndng ghi nhan sy xuét hién va danh gia cac két qua cua sy lai tao ¢ thuc
vat. Nguoi ta dé dang xac dinh céc chi thi phan tir trong quan chit véi cac dong cha
me¢ va con lai, cling nhu tir cac chi thi nay nhan dién va xac dinh chinh xac cac
giong méi duoc tao ra. Su két hop gitra chi thi hinh théi truyén théng va chi thi phan
tir hién dai c6 ¥ nghia 16n dé tao ra cac dong lai va dong dot bién méi, gop phan day
nhanh hiéu qua qua trinh chon tao gidng (Benjamin va ctv, 2017; Phan Thanh
Kiém, 2016; Tran Thi Dung, 2010).

Pé tai “Nghién ciru tao dong lan Dendrobium thip cdy trién vong bang
phuong phap lai hitu tinh két hop chiéu xa va nudi cdy in vitro” duoc thuc hién voi
mong mudn tan dung loi thé cua tit ca cac ky thuat ké trén dé tao ra cac dong lan
méi cé trién vong.

Muc tiéu nghién ciru
Muc tiéu tong quat

Pé tai nay nham xay dung dugc quy trinh tao dong Dendrobium thap cay lai
va dot bién. Tao ra mot sé dong lai va dong dot bién dap ung theo dinh hudng giong
méi cua lan Dendrobium thip cay, kiém dinh dugc mét sé dic trung di truyén va

nhan vo tinh s6 lugng 16n cac dong trién vong.



Muc tiéu cu thé

- Xéc dinh dugc diéu kién moi truong nudi cdy va anh sang phu hop cho sy
nay mam, sy hinh thanh chdi va ré lan Dendrobium thap cay.

- Xay dyng duoc quy trinh tao dong lai Dendrobium thap cdy va quy trinh tao
dong Dendrobium thap cay dot bién.

- Tao ra 2 - 3 dong Dendrobium théap cay lai, 2 - 3 dong Dendrobium thap ciy
dot bién dua trén cac tiéu chi chon dong Dendrobium thap cay trién vong.

- Péanh gid duoc su khac bi¢t di truyén ciia mot sb dong lai, dong dot bién co
trién vong so véi bd me cua chiing bang chi thi phan tir va nhan giéng vo tinh 2-3
dong lai, 2-3 dong dot bién c6 trién vong.

Y nghia khoa hoc va thye tién ciia dé tai nghién ctru
Y nghia khoa hoc ciia dé tai

- Pi tng dung k¥ thuat nudi ciy in vitro st dung dén LED don sic két hop
phuong phap lai tao hitu tinh va chiéu xa tia gamma *°Co gy dot bién protocorm
phat sinh tir hat lai lan Dendrobium thip cay, dong thoi ap dung k¥ thuat sinh hoc
phan tir d¢ danh gia khac biét di truyén va nhan nhanh mot s6 dong trién vong da
cho phép rit ngan duoc thoi gian tao cac dong dot bién méi.

- P ap dung phuong phap lai hiru tinh két hop véi chiéu xa giy dot bién dé
tang tan sudt cac ca thé c6 khac biét so véi bd me va ung dung k¥ thuat sinh hoc
phan tir dé chon loc dong lan Dendrobium thap cdy co trién vong.

Y nghia thue tién cia dé tai

- Xay dung duoc quy trinh tao dong lan Dendrobium thap cay lai va dot bién
c6 trién vong. Quy trinh k¥ thuét tao dong lai, dong dot bién bang phuong phap
chiéu xa protocorm ciing nhu tng dung dén LED trong nhan giéng v tinh phuc vu
cong tac nghién ctiru khong chi dbi véi lan Dendrobium thip ciy ma con c6 thé mé
rong voi nhidu giéng hoa lan khac.

- Tao ra duoc 6 dong Dendrobium thap cay c6 dic diém hinh thai khac v6i bd
me va c6 kha ning thuong mai hoa, phu hop dé trang tri ndi that, bd sung vao co
ciu giéng lan san xuat tai Viét Nam, lam phong pht bo giong lan san xuét trong
nudc.

- Két qua ciia luan 4n 1a ngudn tai liéu tham khao tét cho nghién ciru va giang

day tng dung céng nghé sinh hoc trong chon tao giong lan.



Diém méi cita dé tai

- Dbi v6i nganh trong va tao gidng lan ¢ Viét Nam, dé tai 1a cong trinh dugc
thuc hién tuan ty va bai ban dau tién trén ddi twong lan Dendrobium thap cay véi
cac budc tu lai tao, chon loc, danh gia, cho dén buéc nhan giéng vO tinh hudng téi
viéc tao ra cac dong co6 kha nang thuong mai hoa.

- Pé tai da tng dung cong nghé chiéu sang bang dén LED dé tdi uu hoa quy
trinh nuoi cay in vitro lan Dendrobium thap cay dot bién.

- Dé tai da két hop cac phuong phép truyén thng véi ky thuat hién dai, két
hop k¥ thuat gdy dot bién trén protocorm phét sinh tir hat lai lan Dendrobium thip
cdy, qua d6 nhin duogc ty 16 ciy bién di cao hon ciling nhu ting sé dong lan méi c6
trién vong.

- Pé tai di xdy dung dugc quy trinh tao dong lai Dendrobium thap cay va quy
trinh tao dong Dendrobium thap cdy dot bién, tao duoc 3 dong lai va 3 dong lan
Dendrobium thap cidy dot bién c6 trién vong, rit ngan thoi gian tao giéng lan
Dendrobium thap ciy méi.

Poi twong va pham vi nghién ciru
Poi twong nghién ciru

- Péi tuong nghién ciru 13 kha ning tao giéng lan Dendrobium thip ciy c6
trién vong qua st dung phuong phap lai hitu tinh két hop chiéu xa va nudi ciy in
vitro.

- Pé tai thuc hién lai hoa trén ngu@)n vat liéu giéng lan 1am bd, me khong
thuan chung thudc bo suu tap cac gidng lan Dendrobium thap cay hién hiru da duogc
suu tap, nhap noi, thuan dudng va danh gia hinh thai tai Tram huén luyén va thuc
nghiém Nong nghiép Van Thanh.

Pham vi nghién ciru va giéi han cia dé tai

- Tao giéng dot bién bang chiéu xa gamma tir ngudn nguyén liéu 13 t6 hop lai
khéng quy udc cua lan Dendrobium thap cay khong thuan chung, tir d6 chon loc cac
dong lai dot bién co trién vong va nhan dong vo tinh d6i véi cac dong lai, dong dot
bién c6 trién vong bang phuong phap nudi cdy mo dé tranh tac dong ctia su phan ly
tinh trang.

- Chi chon 1 t6 hop DM12x13 1am ngudn vat liéu chiéu xa tia gamma 0Co dé
gay tao dot bién.

- Panh gi4 khac biét di truyén bang ky thuat RAPD véi 10 primer.



Chuwong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Gi6i thiéu vé hoa lan va lan Dendrobium

Cay hoa lan thuoc nganh hat kin (Angiospermae), I6p mot ld& mam
(Monocotyledones), bd phong lan (Orchidales), ho lan (Orchidaceae). Ho lan cé
khoang 750 chi va khoang 20.000 - 25.000 loai (Pao Thanh Vén va Biang Thi T4
Nga, 2008; Tran Hop, 1998), chiém vi tri thir hai sau ho ctc trong nganh thyc vat
hat kin va 1a ho 16n nhat trong I6p mét 14 mam. Qua két qua chon loc va lai tao, cac
nha chon giéng va trong lan dd bd sung thém hon 150.000 gidng lai tao, trong d6 lan
Dendrobium c6 mau sic phong pht véi trén 1.600 loai va ngdy cang c6 nhiéu giéng
méi duoc lai tao (Tran Thi Dung, 2010; Nguyén Thién Tich va ctv, 2006).

Dendrobium bao gom cac loai lan séng trén céc canh cay nhung khong cong
sinh, phan b6 nhiéu & Chau Au va Nam Théi Binh Duong, dong thoi duoc tim thay
nhiéu & Chau Uc, Tan Guinea, Thai Lan, Viét Nam va diy nai Hymalaya.
Dendrobium moc nhiéu nhat ¢ ving Pong Nam A. Do qua da dang nén Dendrobium
duoc chia thanh 2 dang chinh: dang ding (Dendrobium phalaenopsis) va dang thong
(Dendrobium nobile). Dang Dendrobium phalaenopsis thuong sinh truong tot ¢ ving
khi hau néng, am va dé ra hoa. Dang Dendrobium nobile thich hop khi hdu mat mé &
ving d6i nai cao (Tran Thi Dung, 2010; Pham Hoang Ho, 1999; Tran Hop, 1998).
Lan Dendrobium thuong né hoa vao mua xuan va mua hé. Hién nay, nguoi ta da lai
tao ra nhiéu gidng lai c6 thé ra hoa ¢ cac mua trong nim, mau sic da dang, dé trong,
hoa 1au tan nén duoc nhiéu nguoi dan chon trong (Dwong Hoa X6, 2011).
1.1.1. Pic diém hinh thai ciia lan Dendrobium

Dendrobium c6 s6 lwong khé 16n, phan bd rong rdi nén dic diém hinh thai da
dang, do d6 khong c6 mot hinh dang chung nhit nao vé hoa va dang cay.
Dendrobium thudc nhém nhiéu gia hanh, chdi hoa thuong xuét hién trén than tir cac
nach 14, co thé 1a mot hé thdng nhiéu nhanh, séng lau nam, bd phan nam ngang cua
chiing tao thanh than ré va ré ting truong khong lién tuc va co thoi gian nghi sau

mua tang truéng.



1.1.1.1. R&

Ré thuong duoc hinh thanh tir cin hanh. Cay c6 hé ré khi sinh, c6 mot 16p mo
hat am day bao quanh goi 1a mac. Mac c6 thé hap thu hoi nuéc cua khéng khi, ciing
nhu tich trit nudc mua va swong dong. RE giup cay hap thu dinh dudng va chat
khoang, mit khac gitip cy bam chit vao gia thé, khong bi gié cudn. Mot s6 loai co
than 14 kém phat trién tham chi con tiéu giam hoan toan, c6 hé ré chira diép luc té
gitip cdy hap thu du 4nh sang can thiét cho su ra hoa va quang hop (Pao Thanh Van
va bang Thi T6 Nga, 2008; Nguyén Cong Nghiép, 2004; Tran Hop, 1998).
1.1.1.2. Than va gia hanh

Dendrobium thuéc nhém nhiéu gia hanh (con goi 1a nhém hop truc) c6 hé
théng nhanh nam ngang bo dai trén gia thé hoic nam sau trong dat goi 1a than ré. O
than cac loai Dendrobium c6 nhiéu doan phinh 16n thanh dang cu gia, ¢ gia c6 hinh
tru xép chong 1én nhau thanh mot than gia (gia hanh). D6t than Dendrobium rat
phong pht vé hinh dang, hinh try, hinh trdm, c6 mai hay det, cong. Mot s6
Dendrobium 14 chi ¢6 & cac mam non, rat nhanh tan, 1a thuong vang Gia va rung vao
mua thu, khi d6 than s& phinh to gidng nhu ci, 13 noi dy trit ning lwong. Gia hanh 1a
bo phan rat can thiét cho sy sinh trudng va phat trién caa lan. Gia hanh c¢é chira diép
luc, day 1a bd phan dy trir nhiéu chat dinh dudng rat can thiét cho su phat trién cua
gia hanh méi. Gia hanh ciing 1a co quan dy trit nudc, do vay cdy lan c6 thé sdng lau
trong diéu kién thiéu nudc va khi gip han thi cac loai lan nhiéu gia hanh c6 thé duy
tri su song 1au hon céc loai lan don than (Pao Thanh Van va Bing Thi Té Nga,
2008; Nguyén Cong Nghiép, 2004; Tran Hop, 1998).
1.1.1.3. La

L4 13 co quan dinh dudng, 1a bd may dong hoa thong qua quang hop. Cac 14
moc xen k& va 6m l4y than gia do 14 c6 tan cing bang mot cuéng hay thudn dai
xudng thanh be 6m than, hinh dang va ciu truc 14 rat da dang. L4 Dendrobium hinh
kim, c6 ranh hay phién moéng. La thuong mém mai mong nudc, dai, c6 mau xanh
bong, dam hay nhat tiy thudc vao vi tri séng cua cay. Phién 14 trai rong hay gap lai
theo gan vong cung nhu cii quat hay chi gap lai theo gan giita nhu hinh chit V.

Nhiing 14 sat dudi gc doi khi giam di chi con nhitng be khong phat trién hay giam



han thanh vay hop (Pao Thanh Véan va Ping Thi T4 Nga, 2008; Nguyén Cong
Nghiép, 2004; Tran Hop, 1998).
1.1.1.4. Hoa

Dendrobium ra hoa ¢ nach 14. Phat hoa moc tir mét ngu trén gia hanh gan ngon
va ca trén ngon cdy. Hoa Dendrobium thudc loai hoa ludng tinh, nhuy va nhi nam
trén cung mét tru don, ddy 1a dic diém nhan dang dau tién cua hoa lan. Céu tric hoa
Dendrobium cuc ky phong pha, hap dan vé hinh dang lan mau sic, tuy nhién luén
¢6 dic diém chung nhu nhau: 3 canh phia ngoai (canh dai), 3 canh phia trong (canh
trang) va mot tru hoa ¢ giita gan lién nhuy véi nhi.

Céanh moi rat da dang xép ddi dién véi véi canh dai trén, luén ludn & phia
trong cung va thuong c6 kich thudc 16n hon ca. Canh méi c6 thé nguyén hay chia
thily. Ria moi bién ddi rat phic tap: cong hay thang, c6 khia ring, ¢ tua vién hay
chia cit thanh cac soi manh. Bé mat canh moi nhan hay c6 nhiéu gan. Géc canh moi
thudng mang tuyén mat, trong mot cua dai hay trong mét u 16i, phan nay hoidc dinh
vao chan cua truc hop nhuy hay 1a phan kéo dai ra phia truéc cia cam.

- Nhuy va nhi nim chinh giita hoa. Truc hop nhuy mang phan nhi ¢ phia dau
gom c6 2 phan bao phan va hoc phan, phan nhuy nam phia sau.

- Bao phan: c6 tac dung bao vé hat phan. Bao phan nam & dau truc hop nhuy
gan nhu ngang hodc thang dung va ddi dién véi canh moi.

- Hoc phan: 16m, mang khdi phan. Khoi phdn gdm toan bo hat phan két dinh
lai v&i nhau rat cimg do c6 tinh bot, sap hay chit stmg. SO lwong khdi phan bién dbi
tir 2, 4, 6 dén 8 xép thanh d6i mot trong khoang, c6 dang thudn hay cong thanh ludi
liém. Cya (hoa) 1a mot ciu trac gidng nhu mang che chia déi truc hop nhuy trén
mot mat ph:flng ngang va dugc dinh vi gitra hat phén va bé mit chat nhﬁy cua voi
nhuy.

- Nhuy bao gém dau nhuy, voi nhuy va bau nodn. Voi nhyy nam dudi cua hoa
thudong cé chira chat nhay c6 tac dung giit chat hat phan. Pau nhuy 1a noi dién ra
qua trinh thu phan khi hat phan roi vao (Pao Thanh Van va Ping Thi T6 Nga,
2008; Nguyén Cong Nghiép, 2004; Tran Hop, 1998).



1.1.1.5. Sy thu phén & lan

Nguoi ta udc tinh rang khoang 60% ho lan dwoc thu phan nhd ong (Van der
Pijl va Dodson, 1966). Hinh dang va tinh ddi xang cua hoa lan c6 thé 1 su thich
nghi véi sy thu phan ctiia nhém con tring thu phan nay. O hoa lan, cac canh hoa tao
thanh mot hc bén trong dé con trung thu phan phai xdm nhap vao dé nhan phan
hoa. Hoc nay thuong duge hinh thanh tir méi va truc hop nhuy, nhitng phan con lai
cua hoa chi ¢6 chic ning hap dan con tring. Ngoai ra, nhiéu loai lan ngin ngira Sy
tu thu phan tir con tring mang hat phan bang cach dinh huéng noi dinh phan hoa.
Tinh dic hiéu cua loai mang hat phan va cac loai thu phan dat dugc thong qua sy
tuong thich gitra kich thudc bén trong canh hoa, vi tri truc hop nhuy véi kich thuéc
con trung (Mchatton, 2011). Su nén chit ciia hat phan vao tai phan két hop véi chat
dinh 1am cho viéc thu phan chinh xac hon nhiéu so véi hau hét cac loai hoa khéac va
mot loai ong c6 thé dong vai tro 1a loai thy phan caa nhiéu loai lan ma khong bi
nhiéu (Du Puy va Cribb, 2007).
1.1.1.6. Qua

Qua lan Dendrobium thudc loai qua nang, dang hinh try ngan, phinh & gita.
Khi chin, qua nut ra theo 3 — 6 duong nat doc, manh vé con dinh lai véi nhau ¢ phia
dinh va phia géc (Pao Thanh Van va Pang Thi T6 Nga, 2008). O mot s6 loai, qua
chi nut theo 1-2 khe doc, tham chi khong ntrt ra va hat chi roi khoi vo qua khi vo
nay muyc nat.
1.1.1.7. Hat

Hat lan Dendrobium rat nhiéu nhung nho, mot qua lan chtra tir muoi ngan dén
mot trim ngan hat, doi khi dén 3 triéu hat. Phoi hat cau tao boi mot khdi chua phan
hoa, trén mot mang ludi nho, xdp, chira day khong khi, phai trai qua 2 - 18 thang
hat méi chin. Hat Dendrobium khong cé ndi nhil vi vay khong du trir chat dinh
dudng cung cap cho hat trong giai doan dau tién cta sy ndy mam do d6 vao mua
nay mam thi hat Dendrobium can phai gip duoc ndm cong sinh phii hop ma c6 thé
phat trién. Phan 16n hat thuong chét do kho gip nim cong sinh can thiét trong méi
truong ty nhién dé nay mam. Vi 1y do nay nén hat nhiéu, co thé theo gié bay rat xa,
nhung sd luong hat ndy mam thanh cdy lai rat hiém. Chi ¢ trong nhimng khu rimg

gia am udt, vung nhiét déi mai da di€u kién cho hat lan ndy mam. Hat lan ndy mam



trong diéu kién in vitro s& tao ra mot luong 16n cac t& bao ¢ thé protocorm.
Protocorm thudng & dang hinh ciu, dudng kinh 1-2 mm, ¢6 mau xanh va dé dang duoc
tach dé nhan gidng in vitro. Protocorm sau d6 s& phat sinh hinh thanh ph6i soma hodc
tao thanh ciy con (Pao Thanh Vén va DPing Thi T6 Nga, 2008; Nguyén Thién Tich
va ctv, 2006; Tran Hop, 1998; Nguyén Tién Ban, 1990).
1.1.2. Pic diém ciia lan Dendrobium mini

Dendrobium mini 1a nhom giéng lan lai thap ciy, than dtng. Nhom lan nay c6
ngudn gdc tir Thai Lan, Nhat Ban, sau d6 duoc du nhip vao nudc ta. Dic diém cua
nhom lan nay 13 cdy dang bui, thip cay (chi cao 15 — 20 c¢m), nhung rat siéng hoa,
hoa nd quanh nam. Cay tuy nho nhung nay chdi rat manh, nay chéi ngay ca trén cac
than gia hay cay suy yéu. Hoa c6 kich thuéc khong 16n chi khoang 4 x 5 cm nhung
hoa rat dep, s6 hoa trén canh tir 6 - 13 hoa, hoa lau tan (1,5 — 2 thang) (Nguyén Thi
My¥ Duyén, 2009).

| TO HOP
1X 12

a. Dendrobium Thomas Warne b. Dendr’obium mini
(cao cay) (thap cay)

Hinh 1.1. Gidng lan Dendrobium cao cay va Dendrobium thap cay
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1.1.3. Thi trwong hoa lan va xu hwéng vé giong lan Dendrobium
1.1.3.1. Thi trwong hoa lan va lan Dendrobium

Thi truong xuat khau hoa lan trén thé giéi ting dan tir ndm 2016 (193,4 triéu
USD), dén hét naim 2018 gi tri xuat khau dat ngudng cao nhét giai doan tir 2014 —
2018 (khoang 217,6 triéu USD). Gia tri xuat khau vé hoa lan hién nay trén thé gidi
cha yéu tap trung & mot vai qudc gia nhu Ha Lan, Thai Lan, Dai Loan, Singapore,
New Zealand. Hing nidm, gia tri Xuat khau tir nganh lan cua Viét Nam dat trén 4
triéu USD, trong d6 Nhat Ban chiém ty trong 72,5% va My chiém 11,3 %, cac thi
phan con lai 1a cac qudc gia Singapore, Uc, Hong Kong, A Rap, Ha Lan. Hién tai
Viét Nam 13 qudc gia c6 gia tri xuat khau vé hoa lan dung thi 6 trén thé gioi, nhung
chiém ty trong rat nho so véi Ha Lan, Thai Lan. Mitc d6 bién dong vé gia tri xuat
khau khong thé hién rd nét qua cac nim nhu thi truong thé gidi do hoa lan cua Viét
Nam chua da dang, thi phan xuat khau chi tap trung & mot vai quoc gia thuoc Chau
A nhu Nhat Ban, Singapore, Hong Kong va A Rap (Trademap.org — CPTTP, thing
4/2019). Gia tri nhap khau hoa lan ciia Viét Nam ludn tang qua cac nam, tir 5,5 triéu
USD vao nam 2014 d3 ting 18n trén 2 1an vao nam 2018 (12,9 triéu USD).

Hién nay, TP. HCM dang 14 thi trudng tiéu thy va budn ban hoa lan 16n nhat
ca nuoc. Chung loai lan & TP.HCM ciling kha phong phu nhu Dendrobium,
Cattleya, Mokara, Vanda, Phalaenopsis va loai lan dugc trong nhiéu nhat la
Mokara (chiém 44,8%), ké dén 1a Denbrobium (chiém 39,6%). Dién tich trong lan
nam 2018 dat 375 ha (tang 21% so véi nam 2015) (S& NN va PTNT TP.HCM,
2019).
1.1.3.2. Tiém ning va xu hwéng phat trién thi trwong hoa lan va lan
Dendrobium

Tiém nang phat trién hoa lan va lan Dendrobium tai Viét Nam c¢6 nhiing thuan
loi nhu diéu kién thoi tiét khi hau rat thuan loi cho trong hoa lan nhiét déi, khong
kén dat nhu nhiing cdy trong khac; da c6 nhiéu doanh nghiép tham gia thi truong
vat tu, dich vu xay dung, cung cip gidng va tmg dung cong nghé cao rét thuin loi
cho viéc cai tao thiét ké vudn va cham soc hoa lan; ¢6 nhiéu Vién, Trudng, Trung
tdm nghién cru ngay mdt quan tam nghién curu, tng dung cong nghé cao trong san

xuat hoa lan; céc sy kién van hda, kinh té, chinh tri va du lich trong nudc va quoc té
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ngay mot gia ting, nhu cau thi trudng hoa lan ngay cang ting cao (Trung tim Tu
van va hd trg Nong nghiép TP.HCM, 2019).

Mot s han ché sy phat trién hoa lan va lan Dendrobium tai Viét Nam bao gdm
cong tac nghién ctru giéng, lai tao nhiing loai lan dic hitu chua duoc trién khai dong
bd, cong tac ban quyén con cham, chua duoc dau tu dung muc di gy ra thé phy
thudc rat 16n vao gidng chil yéu tir Thai Lan; cac co so nhdn gidng cdy mo cd quy
mo va nang lyc con han ché, chat luong khong dong déu va nhét 13 chua du ning
lrc cung cip gidng cho nhu cu san xudt (Trung tim Tu van va hd tro Nong nghiép
TP.HCM, 2019).

Xu huéng thi hiéu cua nguoi choi lan Dendrobium hién nay thién vé nhitng
nhom Dendorbium dac hitu cia Viét Nam, cac giong lai nhap noi cé cau trac méi la
va c6 nhitng giéng c6 hwong thom. Bén canh dé, nhiéu nghé nhan da thap ghép cac
gidng hoa lan Dendrobium thap cay trén nhitng than ciy kho dé tao thanh nhiéu
hinh dang khac nhau hodc ghép nhiéu cdy lan c6 hinh déng thap nho thanh nhiing
chau 16n dé trang tri noi that, ban cong, san thuong. Ngoai ra, cac giong hoa lan dot
bién dang rit dugc wa chudng va dem lai gia tri kinh té 16n d6i voi nhitng nguoi
chuyén sau vao nhom cac ca thé lan khéc la.

Nhu vay, tiém ning phat trién san xuat hoa lan con rat 16n. Tuy nhién, dé phat
trién cho tiéu dung ndi dia va tao loi thé canh tranh trong xuét khau can phai kéu goi
va hd trg dau tu mo rong ning luc san xuat giéng cdy mo dong bo vé sb luong va
chét luong giéng, giam dan ty trong nhap khau gidng tir nudc ngoai; tap trung dau
tu tng dung cong nghé sinh hoc trong nghién ctru, lai tao gidng; suu tap, thuan hoa
va lam nguSn lai tao céc loai lan rung dac hiru cia Viét Nam tién dén dang ky ban
quyén qudc té giéng lan da thuan hoa va lai tao (Trung tim Tu van va hd trg Nong
nghiép TP.HCM, 2019).

1.2. Chon tao giong thure vat

Tao giéng nham muc dich duy tri hay cai thién cac tinh trang ctia cdy nhu kich
thude, mau sic hoa ciing nhu cac dic tinh khac nhu tudi tho cua hoa, chiéu dai phat
hoa, dang 14, dic tinh dé trong, khang sau bénh, ty 18 dau qua cao. V&i nd luc cua
cac nha chon tao giéng di tao ra nhiéu giéng lan Dendrobium véi nhiéu mau sic

hap dan, kiéu hinh hoa da dang cung cap cho thi trudng (Duong Hoa X6, 2011).
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1.2.1. Pic diém di truyén caa giéng lan Dendrobium

Céc nha khoa hoc trén thé gi6i da thyc hién nhiéu nghién cau vé bo NST cua
lan Dendrobium. Chi Dendrobium trong ho lan 14 loai da dang vé hinh thai, sy phan
bd dia 1y cac két qua duge bao cao rat phong phu. Kiéu nhin ciia mdi ca thé duoc
xac dinh dya trén sb lugng, kich thudc va hinh dang ctia cac NST va NST sé co

hinh dang d& quan sat nhit vao ky giita ciia phan bao nguyén phan.
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Hinh 1.2. Nhiém sic thé o trung ky trong qua trinh phan bao cta 4 loai
Dendrobium véi A: D. sanderae, B: D. formosum, C: D. draconis (Haruyuki
Kamemoto va ctv, 1999)
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Hinh 1.3. Nhiém sic thé cta cac loai lan Dendrobium
A: D. leonis, B: D. discolor, C: D. monile, D: D. draconis, E: D. biggibum,
F: D. phalaenopsis (Haruyuki Kamemoto va ctv, 1999)
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O cac khu vuc khac nhau thi sé lugng NST cua céac loai Dendrobium 1a khac
nhau, phan 16n sé NST & céc loai 1a 2n = 38 nhu ¢ loai Dendrobium nobile va D.
moniliforme (Shangguo va ctv, 2013). M6t s6 it loai c6 2n = 40, 2n = 36 hoic 2n =
76 hay 80. Cu thé & loai D. kingianum c6 cac marc boi thé nhu 2n = 38, 3n=57, 4n =
76 va 6n = 114 (Haruyuki Kamemoto va ctv, 1999).

1.2.2. Tao giéng hoa lan bing phwong phap lai

Muc dich cta viéc lai tao 1a dem lai nhitng cay tét, dep va moi la hon ma
khéng tim thiy trong tu nhién nhu: hoa 16n hon, mau sic méi (sic thuan hay bién
thién), nhiéu hoa hon, s6 1an ra hoa nhiéu, hoa 1au tan, d& trong, khang bénh va chiju
nhiét. Pé tao mot giong lan lai mang nhing tinh trang tét dat yéu cau, trudc tién
phai chon giong/dong bé me co céac tinh trang vé hinh théi than 14, cdu trac hoa,
mau sic hoa, huong thom. Thong thudng, nhitng dic tinh wu viét khong tap trung
vao Mot loai nao nhu ¢6 nhimng loai ndi bat vé hinh thai than 14 nhung khong dac
sac vé hoa; o loai mau sic dep, mui huong dac trung nhung khong thich hgp cho
viéc nudi trong véi muc dich kinh té (hoa khong bén). Viéc lai tao s& dap (ing phan
nao cac yéu cau ngdy cang da dang vé mit thi hiéu, thuong ngoan va tao tién dé cho
viéc khai thac kinh té cac giéng hoa lan dugc lai tao trong nudc (Duong Hoa X,
2011).
1.2.2.1. Co sé khoa hoc ciia viéc lai giong hoa lan

Lai gidng 1a sy giao phéi (thu phan, thu tinh) giita cac dang b me co kiéu gen
khac nhau nhdm tao ra con lai c6 nhiéu dic tinh t6t. Su giao phdi co thé xay ra trong
tu nhién khong c6 su can thiép cua con nguoi (lai tu nhién) hoic do con ngudi tién
hanh (lai nhan tao) déu tao ra bién di tai t6 hop va déu cé gia tri trong chon gidng
(Phan Thanh Kiém, 2016). Lai giéng c6 thé tao ra nhiing bién d6i thich nghi cua
quan thé, thiic day su phat trién manh mé& hon cac rao can sinh san hoic tao ra céac
dong méi. Lai gidng duoc sir dung mot cach co chu dich trong viéc tan dung uvu thé
lai, di chuyén céc tinh trang mong mudn gitta cac dong va tao ra cac kiéu hinh méi
(Benjamin va ctv, 2017; Phan Thanh Kiém, 2016).

Su tai t6 hop gen lién quan dén viéc sap xép lai cac gen khong tuwong hop cua
cha va me trong con lai. Néu mot sé tinh trang khong twong hop quyét dinh su c6

lgi & chi cha hodac me va khong cé lgi cho dong cha/me con lai thi con lai s€ biéu
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hién tinh trang khong vuot qua biéu hién tinh trang cuia cha hodac me cua chung
(Benjamin va ctv, 2017).

Trong lai gidng, thoi gian va két qua chon loc trong quan thé lai phu thude vao
cac kiéu lai khac nhau. Viéc ap dung kiéu lai nao phu thudc vao dic tinh di truyén
cua vat liéu st dung va muc tiéu can dat dén. Mot s6 phuong phap lai thuong duoc
ap dung nhu lai gan - lai giita cac giéng, giita cac ca thé trong cung mot loai; lai xa -
lai cac ca thé giita hai hay nhiéu loai v&i nhau (Phan Thanh Kiém, 2016).

- Lan ndi chung va Dendrobium néi riéng & mirc d6 tién hoéa khong cao nén
kha nang lai xa kha cao. Ky thuat lai xa gitra cac loai khac nhau dwoc ap dung
tuong d6i pho bién dbi vai phong lan.

- Lai don 12 lai gitra hai cap bé me, tién hanh mot lan. Khi lai don cay lai doi
F1 nhan dugc chat liéu di truyén cua bé va me. Cac kiéu gen & cac thé hé dugc hinh
thanh trén co so tai t6 hop cac gen. Nguoi ta tién hanh chon loc lién tuc nhitng ca
thé vu ta trong quan thé cac thé hé dé tao ra dong thuan tét. Kiéu lai nay rat co y
nghia khi lai khac loai hodc b sung mot vai tinh trang can thiét ma gidng nay can
c6 tir gidng khac (Phan Thanh Kiém, 2016).

Chromosomal incompatibilities Genic incompatibilities
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Hinh 1.4. Sy tai to hop gen gop phan vao sy hinh thanh loai méi
(Benjamin va ctv, 2017).

Ghi chi: A: sw sdp xép lai nhiém sdc thé nhw ddo doan c6 trong nhiém sdc
thé ciia bo me c6 thé dwoc biéu hién khdc nhau trong qudn thé con lai, tao ra su
khong tuwong hop mot phan so voi dong b6 me; B: si hinh thanh lodi tir tdi t6 hop
gen c¢é thé lién quan dén su sap xép lai cdac gen khong twong hop; X: cac alen
khéng twong hop dwoe két néi bang mot dwong mau do dirt nét.
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- Lai thuan nghich: 1a lai hai cdp don ma vi tri bd me dwoc dbi cho nhau. Néu
ky hiéu A x B 1a cap lai thuan thi B x A quy udc 1a cap lai nghich. Néu két qua phép
lai A x B khac phép lai B x A thi chung té6 A va B khong giéng nhau vé di truyén té
bao chit. Trong trudng hop nay cho phép chon dugc gidng 1am me tét nhat vé ning
suit hay tinh chdng chiu. Mit khac trong lai xa s& c6 co hoi tao ra nhiéu kiéu gen
hon trong truong hop hai bd may di truyén té bao chat khong giéng nhau (Phan
Thanh Kiém, 2016).

Lai giéng dong mot vai trd quan trong trong su tién hoa ctia nhiéu dong thuc
vat. Viéc ung dung cac k¥ thuat sinh hoc phan tir trong phan tich by gen da lam rd
su phan ly kiéu gen giita cac con lai co thé tao ra sy da dang kiéu hinh mdi, cho
phép sy thich nghi v6i moi trudng méi va gop phan vao sy hinh thanh loai méi. Lai
gidng co thé thé hién kiéu hinh ngay lap tirc thong qua sy biéu hién ciia cac con lai.
Vé lau dai, lai giéng c6 thé dan dén sy thich nghi cuc bo thong qua su di chuyén cia
cac alen mé6i va trong mot s truong hop, voi su phan ly qua mirc s& dan dén sy
hinh thanh cac loai lai méi (Benjamin va ctv, 2017).
1.2.2.2. Pic diém nay mam cia hat lan va gieo hat lan

Hat lan rat kho nay mam trong tu nhién (chi nay mam tir 1 — 2%) do hat lan ¢6
kich thuéc rat nho va khong chira chat dinh dudng duy trir. Vi vay, trong tu nhién, dé
nay mam, hat lan can cong sinh véi mét s6 loai nAm. C6 3 loai nam cong sinh trén
nhiéu giéng lan khac nhau duoc biét bao géom: nim Rhizoctonia repens dic thu cho
Cattleya, Laelie, Cypripedium; nim Rhizoctonia mucoroides cho Vanda va
Phalaenopsis; nam Rhizoctonia lanuginosa cho Oncidium, Miltonia. Cac loai nam
nay & phan giai cac chat hiru co khé hap thu cung cip dudng dé hat phat trién thanh
cay. Bu lai, cay khi I6n s& cung cap nuéc, cac khoang chat cho nam. Tuy nhién,
hién nay viéc gieo hat lan duoc tién hanh trong phong thi nghiém rat hiéu qua
(Duong Hoa X0, 2011).

Hién nay c6 nhiéu cong thic méi truong dé gieo hat lan nhu méi truong
Murashige va Skoog (MS), Vacin & Went (VW), Knudson C. Thuong sau khi thu
tinh, mot cay lan can thoi gian tir 3 — 12 thang dé qua chin (Dwong Hoa X9, 2011;
D6 Khic Thinh, 201 1). Ngoai ra, dé dam béao sy thanh cong vi¢c tao cay con lai

bang k§ thuat lai gidng tir hai loai lan c6 nhiém sac thé khac nhau nhiéu, nguoi ta c6
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thé gieo hat hoan toan méi d6 1a phwong phap gieo hat xanh. Trong mét s6 trudng
hop bat thudng, nhitng hat c6 kha nang nay mam chi hinh thanh trong giai doan dau
cua sy phat trién qua va c6 thé chét di trude khi toan bd vé hat chin. Vi thé, gieo hat
xanh 13 phuong phap dugc cac nha lai gibng dung dé gieo cac cay lai xa véi hy
vong nudi sdng mot vai cay con duy nhat. Phwong phap nay c6 loi diém gieo hat khi
qua chua bi nit nén nhing hat bén trong chwa bi nhiém cic nim bénh nhu khi qua
chin. Ngoai ra, vo qua ¢ thé dugc khir trung véi Clorox 50%. Vo dugc tach bang
cong cu dugc khir triung, lic nay hat duoc gieo tryc tiép ma khéng can phai khu
trung nita. Thoi gian thu hoach qua xanh cta cac loai lan khac nhau nhu:
Phalaenopsis (90 — 100 ngay), Vanda (90 — 120 ngay), Oncidium (60 — 75 ngay),
Dendrobium (90 ngay) (Duong Hoa X0, 2011).
1.2.2.3. K¥ thuit nudi cdy in vitro trong chon tao gidng hoa lan

Nudi cdy in vitro 1a k¥ thuat duogc dung dé nhan gidng duéi diéu kién vo trung,
dua vao tinh toan thé cta té bao thuc vat. Cac té bao don, cac té bao tran, mau 14, ré
6 thé dugce dung dé tai sinh thanh cdy méi trong mdi trudng nudi cay c6 chat dinh
dudng va chit diéu hoa sinh trudng thuc vat (Badr and Jean, 1995). Nén moi trudng
nudi cdy véi néng do va ty 18 khac nhau cia cic nguyén té da luwong, vi lugng,
vitamin c¢6 anh huong rat rd dén nudi cay in vitro cay lan. Nhiéu tac gia di xac nhan
dung cac moi truong Vacin Went (VW), Murashige va Skoog (MS), Knudson (KC)
rat tot cho cdy mé céc loai thudc ho lan (Vii Ngoc Lan, 2013). Sy ting trudng va
phat trién cua thue vat nudi cdy ciing phu thudc vao viéc bo sung chit diéu hoa sinh
truong thuc vat vao trong moi truong (Edwin va ctv, 2008). Ngoai ra, trong nudi
ciy lan nguoi ta con bd sung mot sé chit hiru co nhu nude dira, dich chiét nAm men,
dich chiét khoai tay, bot chuéi kho...va chat lam thay d6i trang thai méi truong nhu
cac loai thach (agar). Thong thuong, moi truong Murashige and Skoog 1a thich hop
cho phéan 16n cac truong hop. Dé hinh thanh chdi nach yéu ciu ndng do thap cia
auxin va cytokinin, dé phat khéi chdi bat dinh cin nong d6 cao cua cytokinin va
thém mot luong auxin cin bang. Dé san xuit mo seo can ndéng do cao cla auxin két
hop v&i nong do thap cytokinin (Lé Van Hoang, 2008).

Nguyén Xuan Diing va ctv (2014) da khao sat moi trudng thich hop cho su tai

sinh PLBs tir 14t mong doan than lan Dendrobium sonia cho thay trén méi truong
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MS bd sung BA 0,5 mg/l két hop v6i NAA 0,5 hay 1,0 mg/l thich hop nhit cho
viéc tao PLBs tir 1at cit mong doan than lan Dendrobium sonia va ting sinh t6t
nhat trén moi trudng MS bo sung BA 3 mg/l va NAA 1mg/l.

Panjan S. va Kamnoon K. (2011) d3 nghién ctru su hinh thanh PLBs tryc tiép tir
co quan cdy Dendrobium mini bang cach str sung Thidiazuron. Protocorm 2 thang
tudi dugc str dung cho cam tmg tao PLBS bing cach ciy vao mdi trudng long MS
co ban bo sung BA ndng do 4,4; 8,8; 13,2; 17,6 hoic 22 uM (twong duong vdi 1, 2,
3, 4 hodc 5 mg/L) va TDZ ndng d6 4,5; 9; 13,5; 18 hodc 22,5 pM (twong duong véi
1,2, 3, 4 hoic 5 mg/L) trong binh tam giac 100 mL, duoc lic vong véi van toc 120
vong/phiit. Sau 9 tuan nudi cdy, moi trudong MS bd sung 18 uM TDZ cho ty 1é tao
PLBs cao nhat, dat 86% va s lugng PLBs cao nhét, dat 3,6 PLBs/mdi protocorm
ban dau.

Nguyén Thanh Tung va ctv (2010) da nghién ctru va cho rang mdi truong MS
bd sung kinetin 3 mg/L két hop véi NAA 0,3 mg/L cho ty 18 tai sinh chdi cao
nhat, méi truong co ban MS c6 3% saccharose, 0,8% agar bo sung NAA 2 mg/L
1a thich hop nhat cho viéc tao ré in vitro cay lan Dendrobium aduncum.

Nguyén Thi My Duyén (2009) da tién hanh nhan giéng lan Dendrobium
anosmum, Dendrobium mini bang phuong phap nudi cdy mé va nghién ctru cac loai
gia thé trong lan Dendrobium mini thich hop va cho hiéu qua cao. Két qua cho thay
qua lan Dendrobium anosmum sau khi dwoc tu thu 4 thang, khir trung va gieo hat
vao mdi trudng thich hop. Sau 3 thang gieo cdy thi tit ca cac hat déu ndy mam tdt,
ty 1& dat dugc 1a > 85% trén moi truong MS + NAA 1 mg/L va mdi truong MS +
BA 1 mg/L + NAA 0,2 mg/L. Chéi lan Dendrobium anosmum tao ré& tot nhét trén
moi truong MS + NAA 1 mg/L. Pbi véi gidng lan Dendrobium mini, choi phat
trién t6t trén méi truong 1/2 MS + BA 1 mg/L. Mai truong 1/2 MS + NAA 0,2
mg/L cho két qua tao r& t6t ddi v6i lan Dendrobium mini.

Aktar va ctv (2007) da tién hanh nudi cidy PLBs (protocorm like bodies)
Dendrobium trén cac moéi truong Knudson C (KC), Vacin & Went (VW), %
Murashige va Skoog (2MS), New Phalaenopsis (NP) va khdo sat sy hinh thanh

chdi, 14 trén moi trudng bd bot chudi Sabri (Sb), than hoat tinh (C) va nudc dira
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(Cw). Két qua cho thdy trong cac loai mdi truong nghién ctru, moi truong 2 MS
cho su ting sinh PLBs va s6 luong chdi cao nhat.
1.2.3. Ung dung dén LED trong nudi ciy in vitro

Anh sang 1a yéu t6 quan trong cho su sinh truéng va phat trién cua thuc vat.
Thuc vat sir dung anh sang nhu ngudn ning luong dé tong hop cac hop chat hitu co
qua qué trinh quang hop, hay st dung anh sang nhu ngudn thong tin cho cic
chuong trinh quang chu ky, quang huéng dong va quang phat sinh hinh théai. Nhiing
dap tng nay phu thudc vao cuong do, chit luong anh sang (bude song), thoi gian
chiéu sang va quang ky chiéu sang. Vi vay, c6 thé st dung anh sang nhan tao dé
kiém soat sy sinh trudng va phat trién thyc vat trong nha kinh va trong nudi cay in
vitro (Duong T4n Nhut, 2017).

Nhin chung, dén huynh quang trudc day luon 1a ngudn chiéu sang chinh trong
nudi cdy mé thyc vat. Tuy nhién, ngudn sang nay phat ra budc song tir 350 — 750
nm, trong do co nhiéu bude song khong c6 1o1 cho su sinh truéng cua thyuc vat. Ben
LED di dugc ching minh nhu ngudn sang hiéu qua cho cac phong thi nghiém
nghién ctru ciy trong hodc cac hé théng hd tro tai sinh sinh hoc. St dung dén LED
¢ thé chon lya bude song phu hop voi su sinh trudng va phat trién cua thuc vat,
qua d6 c6 thé nang cao nang suat sinh hoc mot cach tdi da (Duong Tan Nhut, 2017).

Billorea va ctv (2019) da nghién ctu anh huong ctia bic xa gamma va anh
sang don sic d6i v4i sy phat trién ctia nudi cy chdi in vitro lan Dendrobium sonia.
Chdi lan duoc chiéu xa bing tia gamma di phat trién va ting trudong khac biét khi
nudi trong diéu kién anh sang don sic trang, xanh, vang va do. Cac choi duogc chiéu
xa voi lidu chiéu tir 15 - 45 Gy da lam giam chiéu cao, khéi luong twoi va dién tich
1a. Anh sang don sic anh huong dang ké dén ty 18 séng va su ting truong cua choi
dugc chiéu xa. Nubi cdy dudi diéu kién anh sang vang va do da anh hudng tich cuc
dén sy sdng sot cua chdi chiu xa v6i su gia ting dang ké khéi luong twoi, chiéu dai
chdi va ham luong chat diép luc. Nudi ciy chdi duoc chiéu xa tir 15 - 100 Gy trong
diéu kién 4nh sang vang lam gia tang dién tich 1a cao hon so véi nudi cdy trong diéu
kién &anh sang do.

Billore va ctv (2017) d3 danh gia tac dong cua dén LED don sic ddi v6i qua

trinh hinh thanh té bao, su ting sinh chdi va tao ré lan Dendrobium sonia. Nguon
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sang khac nhau nhu dén LED tring (W), dén LED xanh (B), dén LED vang (Y) va
dén LED d6 (R) da dugc dung dé nudi cdy choi lan Dendrobium sonia véi chu ky
16 gid chiéu sang va 8 gio toi. Anh sang don sic v6i bude song cao (anh sang vang)
da tao sy ting sinh chdi cao hon (98%), hinh thanh PLBs sém hon, hinh thanh chdi
som hon so véi cac nghiém thirc nudi cdy dudi anh sang do, xanh va trang. Nudi
PLBs dudi anh sang LED vang ciing cho s6 luong chdi cao hon (29 chdi/cay) so véi
nudi cdy dudi anh sang LED do, xanh va trang. Két qua cho thdy cac ngudn anh
sang don sic di kich thich viéc nudi cdy PLBs Dendrobium sonia va viéc nuéi ciy
dudi diéu kién anh sang don sac di lam tang hiéu qua ciia nhan gibéng in vitro.

Lin va ctv (2011) di nghién ciru anh hudng cua chat luong anh sang dén sy
sinh truong protocorm like bodies (PLBs) cua lan Dendrobium docinale. PLBs cua
lan Dendrobium docinale dugc nudi trong mot sé diéu kién anh sang khac nhau
trong ong nghiém, cu thé 1a trong diéu kién tbi; anh sang trang huynh quang (Fw);
dén LED do; dén LED xanh; 50% Pén LED do6 + 50% dén LED xanh; 67% Dén
LED d6 + 33% Dén LED xanh; va 33% dén LED d6é + 67% dén LED xanh. Cac
thong $6 tang truong, sb luong choi duoc tao ra trén mdi PLBs, néng do digp luc va
noéng do caroten duoc do sau 90 ngiy nudi cay. Ty 1& PLBs tao chdi la 85% khi
duoc nudi dudi diéu kién dén LED xanh. Nguoc lai, ty 1€ PLBs tao choi nho hon
60% trong diéu kién t6i, 4nh sang tring huynh quang va dén LED d6. S6 lugng chdi
dugc tao ra trén mdi PLB nhiéu hon 1,5 lan khi PLBs dugc nudi dudi diéu kién dén
LED xanh; 50% DPén LED do + 50% dén LED xanh va 33% den LED dé + 67%
dén LED xanh so v&i PLBs dugc nudi ciy trong cac diéu kién anh sang khac (trong
t6i hoan toan, dén huynh quang, dén LED d6 hoic 67% Dén LED d6 + 33% Dén
LED xanh). Nong do chat diép luc va caroten cao hon dang ké khi PLBs duoc nudi
duéi diéu kién dén LED xanh va cac ty 1& dén LED d6 cong v6i LED xanh khac
nhau, so v6i cac nghiém thire con lai (trong t6i hoan toan, dén huynh quang va LED
do). bén LED xanh, dén huynh quang va 33% deén LED dé + 67% dén LED xanh
tao ra su tich lily chat khé cao. Nghién ctru nay cho thiy rang dén LED xanh hoic
33% dén LED d6 + 67% dén LED xanh c6 thé thuc dy viéc nhan chdi ctia PLBs

ctia Dendrobium docinale va lam ting va su tich liiy chat kho in vitro.
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1.3. Tao gidéng bing phwong phap giy dot bién

Co s& cho chon tao gidng 1a cac bién di. Tuy nhién, do bién di tw nhién khong
da nhiéu dap tng tham vong cac nha tao gidng nén cac nha tao giéng can 4p dung
gdy tao dot bién.

Muc dich ctia tao giéng dot bién 1a co thé tac dong dén cau trac, mau sic, than,
14, hoa; cac tinh trang vé giam chiéu cao (dang thap ciy — dwarf), dot bién diép luc
t, khang sau bénh, ting cuong d6 quang hop va chin sém (Lapade, 2002).
1.3.1. So lwgc vé ddt bién bing ky thuat chiéu xa

Trong diéu kién tu nhién, tin s dot bién xuét hién rat thap (khoang 10°) va
thay doi tuy thudc vao ting loai cay trong va timg gen chuyén biét (Bui Chi Biru va
Nguyén Thi Lang, 2007). Tan sé dot bién tu nhién thudng rat thap va dot bién c6 loi
cho san xuat thi con thap hon rat nhiéu lan. Do d6, khong thé chon loc gidng dua
vao dot bién ty nhién ma can c6 bién phap lam ting tan sé dot bién dé tao nguon vat
liu cho chon giéng. Vi vay, viéc chon gidng dot bién nhin tao ngay cang duoc
quan tdm. Tuy c6 nhiéu han ché nhung chon gidng dot bién da va dang dong gop
vao thanh coéng cua chon giéng. Ngoai ra, ky thuat chiéu xa tia y két hop V6i
phuong phap nudi cdy mo da duoc chimg minh 1a hitu ich cho nhan giéng dot bién
va k¥ thuat nay da gop phan cai thién cay trong néng nghiép va cay canh. Theo béo
c4o cua chuong trinh FAO / IAEA chung vé ky thuat hat nhan trong nong nghiép,
d3 c6 3100 giéng dot bién dugce phat hanh chinh thic tir 170 loai thuc vat khac nhau
& hon 60 qubc gia. Trong sé cac gidng dot bién, khoang 90% cac gidng dot bién nay
duoc tao ra bang cach sir dung buc xa (Lagoda, 2009). Mét sé giong hoa méi c¢é gia
tri thuong mai cao nhu hoa Chrysanthemum morifolium (Datta va ctv, 2001;
Lamseejan va ctv, 2000; Nagatomi va ctv, 2000; Dowrick va Bayoumi, 1966), hoa
Anthurium andraeanum (Pochooa, 2005), hoa Curcuma alismatifolia (Abdullah va
ctv, 2009), hoa Lilium longiflorum (Chinone va ctv, 2005) da duoc tao ra bai tia y
(Duong Hoa Xo and Le Quang Luan, 2017).
1.3.2. Co ché tao dét bién cua tia gamma *°Co

Trong cac giéng dugc tao ra bang phuwong phap gay dot bién thi phan 16n dugc
tao ra bang phuong phap chiéu xa tia gamma. Khi tia birc xa di qua té bao s& tao

nén hién tugng ion hoa trong té bao. Cac electron bi tach khoi phan tir va & trang
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thai kich thich (trang thai ning lwong cao) s& lam bién d6i DNA (Breen va Murphy,
1995). Bén canh d6, tia gamma c6 thé tuong tac véi cac nguyén tir hodc phan tir dé
tao nén cac goc tu do trong té bao va lam thay dbi cau trac cua té bao. Cac gbe tu do
nay anh huéng dén qua trinh sinh 1y, sinh héa hay kiéu hinh cua cay. Diéu nay phu
thudc vao lidu chiéu xa (Moghanddam va ctv, 2011).

1.3.3. Tac ddng cia birc xa gamma *°Co 1én thuc vat

D6 nhay cam phong xa cua thuc vat bac cao thay d6i trong mot gisi han rong.
Viéc tc ché qua trinh sinh truéng va phat trién & thuc vat duoc xem 1a hiu qua cua
nhitng rdi loan siu sic trong phan chia nhidm sic thé cua té bao. PO nhay cam cua
hat giéng voi phong xa thé hién & lidu tir 20 — 640 Gy. Cé nhitng hat giong thuc té
khong moc sau khi bi chiéu ¢ liéu 20 Gy. Trong khi d6, hat giong Brassica oleracea
L. va mot sé hat gidng khac hau nhu moc binh thudng sau khi chiéu & lidu 640 Gy.
Trong nhiéu trudng hop, liéu chiéu xa thap (20 — 80 Gy) kich thich cay moc khoe
(Nguyén Tién Thinh va Lé Vian Thirc, 2006; IAEA, 1995).

Cac cong trinh thuc nghiém cho thiy buc xa gamma *°Co liéu cao (>300 Gy)
lam cham 16n, ngimg phét trién va c6 thé 1am thay d6i dic tinh di truyén cua cay.
Do am c6 vai trd quan trong trong ton thuong do chiéu xa hat giong. Do d6, cing
mot diéu kién chiéu xa nhu nhau nhung hat gibng am nhay cam véi tia phong xa
mét cach rd rét so véi nhitng hat giéng kho. Datta va ctv (2005) tién hanh trén cay
Chrysanthemum morifolium cho tan sé 1a 10 — 20% ¢ liéu chiéu 1a 5 — 10 Gy.
Mohanty va Panda (1988) cho rang tan s dot bién diép luc té va hinh thai giam lan
luot tir 12 xudng 1% va 22 xudng 2% tir thé hé dot bién tha nhat dén thé hé dot bién
thir ba. Strc séng ciia Dianthus va Delphilium giam xudng 50% khi cay con bi xir 1y
tia gamma & liu 50 — 100 Gy (Gericke va Knuth, 1979). Jayachandran va
Mohankumar (1992) cho biét hién tuong kham & cay Zingiber officinale tir 2,5 — 6,5
% khi xtr 1y tia gamma. Ngoai ra, su ting liéu chiéu xa lam thay d6i co quan sinh
dudng nhung khong l1am thay doi dic tinh ra hoa & cdy Zingiber officinale
(Giridharan va Balakrishnan, 1992).

1.3.4. Anh hwéng ciia lidu chiéu xa dén hiéu qua gy dot bién
Mot trong nhitng yéu cau co ban nhit dé tao gidng dot bién thanh cong 1a chon

liéu lwong xir 1y thich hop (liéu gay dot bién hi¢u qua). Pbi v6i muc dich chon
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gié)ng, muc tiéu dat duge 1a c6 mot sb luong dot bién mong muén ddi véi mot tinh
trang quan tim ma it gdy pha v& tinh toan ven cta bd gen ciy trong nhat (Mba,
2013).

Thong thuong, don vi birc xa duoc tinh bang Gy (theo hé thong qudc té SI), 1
Gy = 100 rad (Vii Binh Hoa va ctv, 2005). Ngoai ra, liéu hap thu 14 ning luong phat
ra ciia buc xa tir ngudn sang ddi twong va dugc d6i twong hip thu Gy/gidy hoic
kGy/gio. Liéu chiéu xa dugc st dung dé gay dot bién phu thudc vao d6 man cam
cta loai, cling nhu cdu trac cua cdy. Ngoai ra, Sparrow va ctv (1968) con cho rang
tinh man cam cua cay ddi véi lidu chiéu xa con phu thudc vao cAu tric nhan té bao
nhu thé tich nhan, s6 luong NST va muac do boi thé. Cay Musa paradise tir boi co
tinh man cam thap hon cdy tam boi va nhi bdi (Novak va ctv, 1990). Ty 1é chét s&
ting cao cung véi viée ting liéu chiéu. Tuy nhién, mot s6 két qua nghién ctru ciing
cho thay rang kha ning sinh truéng ciia mau cay in vitro ting 1én khi dugc chiéu xa
& liéu thip (Ancora va Sonnino, 1995; Yang va Schmidt, 1994).
1.3.5. Liéu gy chét LDy LDsg va liéu giy dét bién hiéu qua

Nhitng t6n thuong vé sinh 1y tao nén gi6i han thuc té trong gia ting liéu chiéu.
Kha ning giy chét 100% la ngudng cao nhat. Chinh vi Iy do nay nén yéu cau dit ra
d6i voi nhitng tac nhan gy dot bién duoc sir dung d6 13 it lam ton thuong o thuc vat
nhung phai ¢6 anh huéng 16n trong di truyén. Hai chi s6 LDs, (lidu gay chét 30%)
va LDg (liéu gay chét 50%) thuong dugc st dung dé du doan mutc d6 ton thuong
ciia gidng va ciing 1 hai chi sb théng dung trong xu 1y dot bién giéng. LDy 12
ngudng gitp xac dinh lidu co tac dung gay kich thich sinh truéng va LDsg 14
ngudng ma & d6 tac nhan gy dot bién c6 thé tao ra nhitng bién doi trong bé may di
truyén cua thuc vat (Nguyén Tién Thinh va Lé Van Thuc, 2006; IAEA, 1995).

Sparrow va ctv (1967) ciing cho biét rang can xir 1y & céac lidu chiéu xa khac
dao dong quanh lidu chiéu xa LDs, dé tang kha nang chon giéng dot bién. Do do,
viéc xac dinh liéu chiéu xa LDsy & cac loai khac nhau 1a rat quan trong trong viéc
chon tao giéng dot bién. Tuy nhién, mtrc do man cam cling duoc do b?mg % ty 1€
mau chiéu xa con séng va su phat trién ciia mau (Hegde, 2006). Su giam ty 18 nay
mam, chiéu cao cay con, ty 1¢ séng, sb chdi, dang hat va kiém tra kha nang sinh san

& thé hé thtr hai ciing nhu dot bién diép luc t6 1a nhimng thong sd duoc tinh toan
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trong kiém tra mic d6 man cam khi xac dinh lidu gay dot bién hiéu qua (Mba,
2013).
1.3.6. Tan s6 dét bién in vitro

C6 thé dinh nghia tan sb dot bién duoc tinh bang s6 luong dot bién & mot lidu
chiéu xa trén quan thé cua té bao, sinh vat, giao ttr, ciy hodc bo phan cay & sb luong
quan thé xir Iy dot bién (Harten, 1998) hozc tan sé dot bién co thé tinh bang % ca
thé dot bién tir vat liéu duoc chiéu xa (Mo), cay con séng & thé hé dot bién dau tién
(M1) hoic nhitng cay dot bién & thé hé dot bién tha 2 (M2) (Ojiewo va ctv, 2007).
Trong khi d6, Suzuki va ctv (1989) dinh nghia tin s dot bién 1a tan s6 ma & do c6
cac dang dot bién xuat hién trong quan thé té bao hodc ca thé. Pinh nghia nay gom
ca dang dot bién co loi va bét loi.

Lé Duy Thanh (2000) cho rang tan s6 xuat hién dot bién khi sir dung céc tia
phong xa cao hon trong ti nhién khoang 1.000 lan. Tan s6 dot bién tang khi ting
lidu chiéu xa nhu & cay Pyrus pyrifolia Nakai va cay Malus domestica tir nudi cay
phoi (Zagaja va ctv, 1982; Lapins va ctv, 1969).

1.4. Cac ky thuit dwoc ing dung trong chon tao giong dot bién
1.4.1. Sw két hop cia chon gidng ddt bién bing nudi ciy thwc vat in vitro va
chiéu xa tia gamma

K3 thuat nudi cdy in vitro két hop véi chiéu xa 1a phuong phap két hop giira
k¥ thuat nudi cdy mo voi phuong phap giy tao dot bién. Su két hop nay sé& lam tang
tan s6 bién di di truyén 1én nhiéu lan so v&i phuong phéap thong thudng, rat ngan
thoi gian trong cong tac chon tao gibng mai mang lai kha ning tao bién di rat cao.
Phuong phap nay con c6 kha ning tao dot bién & giai doan sém cua qua trinh hinh
thanh va phat trién c4 thé (phoi non hoic mé seo). Nho vy, tan sé dot bién cao va
kha ning thu nhan nhiing thé dot bién dong nhat vé kiéu gen tré nén dé dang hon.
Nudi cdy in vitro khong nhimg 13 céng cu hitu hiéu dé luu giit, duy tri va nhan
nhitng thé dot bién la, quy hiém ma con 1a phuong phap phan lap va lam thuan
nhitng dong dot bién nao d6. Trong nhiéu trudng hop, nudi cdy in vitro 1a cach co
hiéu qua nhat dé duy tri va bao quan nhitng bién di di truyén, dac biét 1a nhitng thé
dot bién kham, nho @6 khic phuc duoc su dao thai cua nhitng té bao quy hiém do

tinh canh tranh trong mé (Nagatomi, 2000; Tran Thuong Tuan, 1992).
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Str dung k¥ thuat nuéi cdy in vitro trong phén 1ap cac thé dot bién ¢ cay trong
nhan gidng sinh dudng (phuong phap gay tao dot bién in vitro) c6 thé giai quyét cac
van dé nhu: (1) thong qua co ché tai sinh cdy khdi dau (de novo) do tinh toan thé
(topipotency — phat sinh co quan va phat sinh phoi soma) ma thé dot bién thuan co
thé duoc tai tao ngay trong 1ong cac khu dét bién (sector); (2) Thong qua co ché pha
bo wu thé dinh, thac dy su sinh truéng canh nhanh ma kich thudc cua sector dot
bién ting nhanh chéng 1am sdm 19 dién thé dot bién thuan; (3) Mau vat in vitro lubn
c6 kich ¢& rat nho bé tao thuan loi trong xir Iy chiéu Xa cling nhu ting cao do nhay
cam phong xa (P Khic Thinh, 2011; D& Hitu At, 1996; IAEA, 1986).

Trong k§ thuat in vitro, bang viéc tai sinh cac dot bién ca thé la dem lai loi ich
cho nganh kinh doanh cay canh. Ngoai ra, k¥ thuat dot bién két hop véi nudi cay
mo té bao 1a phuong phap co hiéu qua nhat ddi vai viéc cai thién gibng bang
phuong phap vo tinh nhu Musa paradise, Malus domestica, Ananas comosus,
Chrysanthemum morifolium, Rosa sp. (Ahloowalia va Maluszynski, 2000; Tran
Thuong Tuan, 1992).

Nhu vay, viéc ap dung phdi hop k¥ thuat nudi cdy in vitro véi tic nhan dot
bién da mang lai cudc cach mang k¥ thuat trong linh vuc tao giéng cay trong tng
dung, dic biét 1a nhom cay trong nhan giéng sinh dudng. Véi su gop suc cua Ky
thuat nudi cdy in vitro, nhirg nha tao gidng cdy trong c6 co hoi lam viéc véi nhitng
mau vat khong truyén théng nhu: co su tai sinh cay do tinh toan thé (dot bién thuan,
tranh kham, rat ngan thoi gian chon loc); c6 mé phan sinh mam véi s6 lugng té bao
tham gia thap (tan s6 dot bién cao hon, pho bién di rong hon, dé& phan 1ap dot bién
hon); cho phép xir 1y thuan tién véi nhitng birc xa phé bién ciing nhu véi véi nhitng
tac nhan dot bién dac biét (neutron ion beam) (Duong Hoa Xo va Le Quang Luan,
2017; Le Quang Luan, 2012; Nguyén Tién Thinh va ctv, 2006).

1.4.2. Mgt s6 yéu to anh hwéng dén hiéu qua gay dét bién cia tia gamma

Viéc nghién clru cac nhan t6 anh hudng dén hiéu qua gay dot bién cua tia
gamma c6 y nghia quan trong trong viéc dinh huéng su phat sinh dot bién, dic biét
1a cac dot bién c6 y nghia cai tién giong cii hoac tao giong mai. C6 nhiéu nhén t6
anh huong: kiéu gen cua giéng, loai tic nhan phong xa, 4m do hat, ndng do oxy,

nhiét do khi tiép xuc phong xa, nhan té khang dot bién, cac giai doan khac nhau cua
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qua trinh phat trién c4 thé, cac pha khac nhau cta chu ky phat trién té bao va diéu
kién gieo trong (P4 Hitu At, 1996).
1.4.2.1. Anh hwéng ciia am d9 hat

Thong thuong xir Iy hat kho hay w6t dé gdy dot bién cam ung. D6 4m cua hat
c6 lién quan chat ché téi sy phat sinh hang loat cac bién di va dot bién. Khi chiéu xa
bang tia gamma 1én hat laa kho va wét, nhiéu tac gia da két luan tan sb sai hinh
NST, d6t bién diép luc va cac dot bién nhin thiy & M, trong trudng hop Xt 1y hat
wdt 1a cao hon nhiéu so véi viéc xu 1y hat kho (D Hitu At, 1996).
1.4.2.2. Anh hwéng ciia giai doan khac nhau trong qua trinh phat trién ca thé

Nghién ctru hiéu qua cua cac giai doan khac nhau khi xir 1y dot bién 1a mot
hudng dugc nhiéu tac gia cha y. Hat non man cam véi cc tac nhan dot bién hon hat
d3 gia, tan s6 va pho dot bién ciing khac nhau & cac & cc hat c6 do chin khac nhau.
M6t s6 nghién ctru cho thay giai doan giao tir c6 do nhay cam véi tac nhan dot bién
cao hon giai doan hop tr va tién phoi, giai doan nha mam va giai doan cay con thi
man cam véi phong xa hon hat kho va cdy truong thanh. Nhu vay, c6 thé noi ¢ giai
doan cang sém cua qué trinh phat trién c4 thé thi d6 cam Gng Voi cac tic nhan giy
dot bién cang cao (B4 Hiru At, 1996).

D6 Khac Thinh (2011) cho rang hiéu qua di truyén s& khac nhau tuy thudc vao
su chiéu xa vao pha ndo cua chu ky té bao. Chiéu xa vao pha G1 s& giy sai hinh
NST, vao pha S gy sai hinh NST hoic chromatide (vi mot sé NST dd nhan d6i) va
chiéu xa vao pha G2 giy sai hinh chromatide. Néu chiéu xa vao ky trudc gay sai
hinh dudi mirc chromatide vi Iuc d6 don vi dat 1a %4 chromatide. Nhu vay, c6 quan
hé gifta cac pha cua chu ky té bao véi su xuét hién cac bién doi tiém tang va chuyén
chting thanh cac dot bién thuc su. Sy cam tng phong xa ctia NST tuy thudc vao cac
pha khac nhau cta chu ky té bao va sap xép theo tht ty sau: G2>M>S>G1 (P
Khic Thinh, 2011; Hegde, 2006).
1.4.2.3. Anh hwéng ciia cac ki thuat gy dot bién

Bién di dong soma 1a bién di lién quan dén nhimng thay dbi vé mit di truyén
xay ra & cdy duogc tai tao thong qua nudi cay mo té bao thuc vat. Tuy nhién, tan sd
va pho bién di ty phat 1a rat thip, chua ké dén mot sb bién di c6 loi lai lién két véi

nhing dic tinh gy hai cho cdy. Trong nhiing nim gan day, viéc phat trién phuong
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phap méi — xir 1y d6t bién két hop nuéi cdy in vitro — dd mé ra trién vong to 16n
trong cai tao giéng cdy trong. Nho do, tan s6 va pho bién di dong soma duoc ting
1én dang ké (Mba, 2013; B3 Khic Thinh, 2011).

Nudi ciy in vitro két hop gay tao dot bién c6 kha ning tao dot bién & giai doan
som cua qua trinh hinh thanh va phat trién ca thé (ph61 non hodc mo seo). Nho vay,
s6 dot bién cao va c6 kha ning thu nhin nhitng thé d6t bién ddng nhat vé kiéu gen
tré nén dé& dang hon. Nudi ciy in vitro 1a céng cu hitu hiéu dé luu giir, duy tri va
nhan dong dot bién quy nao d6 (B3 Khic Thinh, 2011; Novak va ctv, 1990).

Khi nudi cdy mo, kéo dai s6 1an cay chuyén cé thé 1am tang ty 18 bién di dong
soma va sau hon 12 1an ciy chuyén ty 1& dot bién ¢ cac cay con méi tai sinh ting
mot cach dang ké. Nhu vy, cong nghé sinh hoc va k¥ thuat nudi cdy mo - té bao da
ma& ra mot trién vong méi trong viéc str dung cac thanh tyu cua tao gidng dot bién &
murc d6 mo, té bao (Lé Tién Diing, 2002).

1.4.3. Uu va nhugc diém cia phwong phap chon giéng bang ky thuit nudi cay
in vitro va xir 1y dét bién bing tia gamma

Uu diém ciia phuong phap 1a c6 thé chiéu xa mot sé luong 16n cac té bao trong
mot dién tich nho, nhiéu yéu té ngoai canh c6 thé duoc kiém soat hon; sir dung té
bao tran, té bao don dé gay tao dot bién lam cho viéc chon loc va tao dong thuan
dugc dé& dang va nhanh chong, kha ning thu dugc bién di dang thé kham rat thap
nén thuan tién cho cong tac chon loc va tao dong; tan suat dot bién thuong kha cao
vi mdi té bao déu cé co hoi tiép xuc truc tiép vai tic nhan gy dot bién va hang
chuc dong bién di tiém nang c6 thé duoc chon loc nhanh chong chi sau mét vai thé
hé, it ton kém, téc do tao dong thuan nhanh (Kumar va ctv, 2012; Nagatomi va ctv,
2005; Lapade va ctv, 2002; Lé Tran Binh va ctv, 1997).

Nhuoc diém ciia phuong phap 1a mic du chiéu xa rat hiéu qua trong tao gidng
dot bién nhung mot sé yéu té nhu ty 18 auxin, cytokinin, diéu kién dinh dudng va
nhitng stress in vitro ciing c6 thé tao ra bién di soma (Xu va ctv, 2013; Devarumath
va ctv, 2002).

Nhu vay, su thanh cong cta bat ky chwong trinh chon gidng nio ciing can sy

khao sat dé nhan dang nhitng dot bién mong mudn xay ra véi tan sé thap trong mot
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s6 lwong 16n nhirg @6t bién khac nhung co gia tri chon giéng cao (Mullainathan va
Umavathi, 2014).
1.4.4. Y nghia ciia phwong phap chon gidng ddt bién

Phuong phép chon giéng d6t bién cung cip ngudn vat liéu di truyén mang cac
tinh trang mai dé truc tiép hoic gian tiép tao ra gidng méi; co thé thay doi, cai tién
nhitng tinh trang don gene va da gene nhu tao ra cay trong c6 kha ning khang sau,
bénh, cac diéu kién bat loi cua ngoai canh, cai tién ham luong cac chét ¢ ich, ting
chat lwong san pham, giam chiéu cao cdy, tao ra tinh chin sém, ting ning suét, tao
ra tinh bat duc duc (nhan va té bao chat), co thé cai tién ddng thoi nhiéu tinh trang
(Zhang va ctv, 2006; Vii Dinh Hoa va ctv, 2005); tao gidng dot bién cho phép tao va
chon loc nhitng thé dot bién mot cach don gian, hiéu qua, nhanh chong, ré tién va co
thé lam thay d6i thanh phan bo may di truyén, tao ra mot s kiéu hinh mong mudn
khé c6 duoc bang con duong bién di tu nhién (Joseph va ctv, 2004).

1.4.5. Ung dung tia gamma trong tao giong hoa

Dé 1am co so cho viéc sir dung ngudn phong xa mot cach co hiéu qua, viéc tim
hiéu tac dung cua cac tia phong xa, kha ning gy ra cac dot bién & ting loai cay
trong va sitr dung phong xa nao cho phu hop 12 mot van dé dat ra doi véi cac nha
chon tao giéng. Do d6, tim hiéu ngudn phong xa va co s 1y luan ciia phuong phap
tao gidng dot bién 12 mot viéc 1am can thiét ddi véi nhiing nguoi tng dung phuong
phap “dot bién cam tng” dé tao gidng mai (Lé Tién Diing, 2002).

Kha niang chiu dung birc xa tiy thudc vao gidng va giai doan xtr Iy. i véi tia
gamma liéu pho bién & mac 20 — 40 Gy vai xuét liéu 90 Gy/gid thich hop xir 1y cho
protocorm cay Cymbidium. Nghién ctru buc xa tia gamma vaéi liéu 20, 40, 60, 80,
100, 150, 200 Gy dbi vé6i cay con hai 1a cia mot s6 giéng lan, két qua cho thay lidu

trén 70 Gy cho ty 18 cay chét cao (Thammasiri, 1996).
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Bang 1.1. Mot sb két qua ung dung chiéu tia gamma ®°Co dé tao gidng hoa lan

i’ , . Licu gay dot .
Giong/Loai Mau cay LDs L Tac gia
bien hiéu qua
Cymbidium Protocorm - 20-40 Gy  Thammasiri, 1996
Mokara Chark Kuan PLBs - 20 - 40 Gy _
_ Ling, 1999
Dendrobium Jacky PLBs - 60 - 70 Gy
Dendrobium Sonia Thana va ctv,
PLBs 70 Gy
Earsakul 2005
Dendrobium Tran Thanh
) cay con - 30 va 50 Gy ,
udomsri Tuyen, 2010
Phalaenopsis giéng Db Khac Thinh,
cay con 40 Gy 20 —-40 Gy
Ds. 2011
Lan hai hong PLBs 20 Gy
Paphiopedilum choi 23,7 Gy
delenatii cay con 38 Gy Le Quang Luan va
) ) PLBs 23 Gy ctv, 2012
Paphiopedilum .
chol 27,1 Gy
callosum
caycon 40,4 Gy
o PLBs 350Gy 20-50Gy Duong Hoa Xo va
Cymbidium La bell .
choi 41,0 Gy Le Quang Luan,
“Anna Belle”
ciycon 83,1 Gy 2017
Dendrobium Sonia- Dehgahi va
PLBs 43 Gy ]
28 Joniyasa, 2017
Zygopetalum
Sherpa va ctv,
maculatum (Kunth)  PLBs 12,6 Gy

Garay

2018

1.4.6. Ung dung chi thi di truyén dé chon loc dong dot bién trong chon giong

cay trong va hoa lan

Chi thi di truyén c6 thé chia thanh hai loai; chi thi truyén thong va chi thi phan

tor DNA. Chi thi truyén thong gom chi thi hinh thai (ddy 1a nhiing tinh trang hoac
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céc dac diém hinh thai nhu cdu tric, mau hoa, kiéu hinh hat, dic diém sinh trudng,
su bién doi sic td), chi thi té bao (ddc trung ciu trac cua NST), chi thi sinh hoa (cac
isozym, protein va cac chat trao d6i chat). Chi thi phan tir DNA 1a nhiing thay d6i
trong phan tir DNA va duoc chia thanh nhiéu loai dua trén su khac nhau vé phuong
phap va ky thuat xac dinh sy da hinh (Nguyén Pac Thanh, 2014).

Chi thi phan t&r DNA rat phong phu do sy da dang caa DNA, tinh 6n dinh va
su khong 18 thudc ciia chiing vao cac yéu td méi truong. Cac chi thi di truyén phan
tr duoc sir dung dé xac dinh mdi quan hé gitra cac ca thé trong cting mét loai, 14 co
s cho viéc phan loai dudi loai, phat trién loai méi va mdi quan hé tién hoa giira
loai. Chiing ciing c6 thé dugc dung dé chon t6 hop lai. Kiéu chi thi nay duoc st
dung rat c6 hiéu qua dé lap ban d6 phan tir cho nhiing cay trong c6 phuong thirc
sinh san sinh dudng hay sinh san vo tinh kho khan. Bén canh d6, chi thi phan tu
gitip cho viéc tu liéu hoa ngudn goc gidng cay trong tré nén dé dang va chinh xéc,
gitip cho viéc bao ho cac nha chon giéng cay trdng. Két hop giita chon gidng dot
bién va chi thi phan tir ¢6 thé rit ngan qua trinh chon giéng (Hoang Trong Phan va
Truong Thi Bich Phugng, 2008).
1.4.6.1. Phwong phap danh gia di truyén dua vao chi thi hinh thai

K§ thuat danh gia da dang & mic hinh théi 13 phwong phap truyén thong, bao
gom viéc miéu ta nhirng dic diém, cdu trac hinh thai bén ngoai.

Ddi véi hoa lan, phuong phap danh gia chi thi hinh thai cu thé 1a: (a) Pac diém
cta than (gia hanh): ciu trc, hinh dang, kich thudc (chiéu dai, chiéu rong va duong
kinh). (b) Pac diém cua 14: mau sic, s6 luong cua 14 trung binh ciia mot cdy, chiéu
dai va chiéu rong cua la, hinh dang cua la, cAu trac 14. (c) bac diém cua hoa: mau
sac, s6 lugng hoa trén phat hoa, so luong phat hoa trén than, chiéu dai phat hoa,
cach sap xép cua canh hoa, kich thudc, thoi gian ra hoa, thoi gian hoa ton tai (Tran
Duy Duong, 2015).
1.4.6.2. Phwong phap danh gia di truyén dwa vao cac chi thi phan tit DNA

Dé danh gia ban chat di truyén cia cac ca thé dua vao hé gen cua ching, cac
chi thi DNA d3 dugc wng dung cho nhiéu muc dich khac nhau cta cac ddi tuong
khac nhau nhu: xay dung thu vién bo gen, xac dinh cay phat sinh chuang loai, danh

gia da dang di truyén, xac dinh quan hé ho hang.
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Chi thi RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): Loai chi thi nay duoc
sinh ra bai phan ing PCR, do su nhan bdi nhitng doan DNA h¢ gen, st dung nhitng
doan primer don 1¢, ngau nhién (random primer) dai khoang 9 - 10 nucleotide duéi
nhiét do bét cap thap (khoang 37°C) (Williams va ctv, 1990). San phiam cua phan
g dugc phan tach bang dién di trén gel agarose, nhuém bang ethidium bromide va
quan sat dudi dén cuc tim. RAPD la k¥ thuat phan loai phan tr dé st dung, duoc
ting dung trong xac dinh tinh da dang sinh hoc va quan hé ho hang cua cac giéng
thuc vat, dong vat khac nhau trong cac loai. Loi thé cua loai chi thi nay 1a khong
can biét thong tin vé trinh ty. San pham PCR khi dung véi primer ngiu nhién
thuong da dang, co chiéu dai tir 100 - 500 nucleotide va khi dién di gel agarose
dugc phan tach thanh cic phan doan khic nhau. Khi b gen cua ciac mau giéng
nghién ctru c6 sy khac biét nhau, két qua PCR nhan duoc cac doan khac biét nhau
(Hunt va Page, 1992; Lerceteau va ctv, 1997). Chi thi RAPD la loai chi thi troi, vi
vay khong phan biét duoc thé di hop. Mac du vay, chi thi nay van 1a mot cong cu
hitu hiéu trong viéc lap ban d6 & nhig dong nhi boi, nhitng dong can phdi hay céac
quan thé lai nguoc. Chi thi RAPD con c6 mot han ché nita 1a ¢ nhay caa RAPD bj
phu thudc vao diéu kién cua phan tmg, doi khi két qua khong 1ap lai duge, dic biét
1a & nhitng d6i twong c6 bd gen Ion nhu laa mi. Do dé, trong phén tich di truyén, dé
dam bao két qua c6 do chinh xac cao, ngudi ta thuong sir dung két hop ky thuat
RAPD véi cac ky thuat phan tir khac (Hansen va ctv, 1998; Hopkins va Hilton,
2001; Li va ctv, 2007; Xue va ctv, 2010; Chattopadhyay va ctv, 2012).

Ding Ge va ctv (2005) danh gia da dang va xac dinh quan hé di truyén caa 8
quan thé lan ring Dendrobium officinale bang ky thuat RAPD véi 10 primer ngau
nhién. Két qua cho thady muac do da dang cao trong quan thé va k¥ thuat RAPD la
cong cu hitu dung dé phan tich su khac biét di truyén giira cac giéng.

Obara — Okeyo va Kako (1998) thuc hién k¥ thuat RAPD (Random amplified
polymorphic DNA) dé nhan biét cac dong Cymbidium va xac dinh mtc d6 bién di
di truyén. Két qua phan tich khoang cach di truyén di du doan duoc cac nhoém

gidng c6 quan hé véi nhau va giira cha me vai thé hé sau.
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1.5. Mot s6 két qua nghién ciru vé hoa lan trén thé gi6i
1.5.1. Mt s6 két qua nghién ciru vé lai tao gidng hoa lan trén thé giéi

Haruyuki Kamemoto va ctv (1999) cho rang loai lan D. pulchellum dwoc dung
dé lai tao ra loai D. Gatton Sunray va dwgc ching nhin dau tién tir Royal
Horticultural Society, Canada. Vé mit hinh thai, hoa ctia chung rat giéng nhau, mau
sic va moi hoa cling déu vang va c6 hai ddm nau dé ¢ hong hoa. Duy chi c6 mau
canh hoa va dai hoa cua loai D. pulchellum mau héng kem, va loai con mang dic
tinh nguyén thay 1a hoa né theo mua (ddu mua muwa), trong khi loai D. Gatton
sunray c6 mau canh hoa va dai hoa mau vang, hoa ngoai n¢ tap trung theo mua
chinh thi con ¢6 thé nod quanh nam (Haruyuki Kamemoto va ctv, 1999).

Rajkumar Kishor va ctv (2006) da nghién ctiu lai tao va nudi cay in vitro loai
lan lai Ascocenda ‘Kangla’ thanh cong. Loai Ascocenda ‘Kangla’ lai dugc hinh
thanh bang cach 1ay hat phan tir loai Ascocentrum ampullaceum (Roxb.) Schltr. var.
auranticum dé thu phan cho hoa loai Vanda coerulea Griff. va ty ¢ thanh cong dat
60%. Moi trudng 2 MS hiéu qua nhat cho sy phat trién cua hat lai giira V. coerulea
x A. auranticum. Moi trudng dap (ng tot nhat cho su phat trién cua chdi 13 méi
truong 4 MS bo sung 2,3 uM kinetin + 0,5 uM a-naphthalene acetic acid.

Vendrame va ctv (2008) di nghién ciu sy thu phan caa cac giong lan lai
Dendrobium sir dung phan hoa duoc bao quan lanh. Hiéu qua thu phin dugc danh
gia cho phan hoa tir hai giéng lai Dendrobium 'Sena Red' va 'Mini WRL'. Ty Ié dau
qua & cac nghiém thic tir 60 - 80%.

Xu va ctv (2013) di nghién ctu thu phan va sy ndy mam caa hat lan
Dendrobium candidum Wall. ex Lindl. Két qua cho thiy qua trinh thy phan chéo
xay ra tot nhat vao thoi diém 2 - 4 ngay sau lai.

Udomdee va ctv (2013) da nghién ctu anh huong cua nong 4o duong
saccharose va su trudng thanh cua hat déi véi sy nay mam in vitro cua cac giéng lai
Dendrobium nobile. Két qua gieo hat trén méi trudng Hyponex cho thay ty Ié nay
mam cua hat lan lai giong Den. Lucky Girl x Den. Second Love ‘Kirameki’ dat 0;
34,23 80,03 va 65,75 % tuong ung Voi thoi diém thu hoach qua 2, 3, 4 va 5 thang.
Ty 16 nay mam cua hat lan lai gibng Den. Lucky Girl x Den. Hamana Lake ‘Kumi’
dat 0; 40,32; 83,41 va 0 % tuong (ng vai thoi diém thu hoach qua 2, 3, 4 va 5 thang.
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Ty 1 nay mam cua hat lan ty thu cua giéng lan Den. Second Love ‘Kirameki’ dat 0;
28,13; 90,06 va 0 % tuong Gng V4i thoi diém thu hoach qua 2, 3, 4 va 5 thang.
1.5.2. Mt s6 két qua nghién ciru tao giong hoa lan dot bién trén thé giéi

Piluek va Lamseejan (2002) thuc hién chiéu xa 1én Dendrobium sp. giai doan
2 14 déu ghi nhan ty I¢ séng sé6t giam khi tang liéu luong xir 1y. Thana va ctv (2005)
d3 nghién ctu anh huéng cua chiéu xa tia gamma 1én su phat trién cua lan
Dendrobium Sonia Earsakul in vitro, két qua liéu gay chét 50% mau chiéu xa
(LDso) 1a 70 Gy khi chiéu xa PLBs bang tia gamma. Ciing theo béo céo cua Piluek
va Lamseejan (2006), ddi véi loai Phalaenopsis violacea, ty 18 séng sot ctia cac mo
lan c6 su khac biét & cac lidu luong xtr 1y 1a 20 Gy (100%), 40 Gy (58,7%), 60 Gy
(13,3%), 80 Gy (0,0%). Xir 1y tia phong xa dbi véi protocorm cua loai Ngoc Biém
Rhynchostylis gigantea két qua véi liéu lugng 20 Gy cho ty 1é séng sot trung binh
va phaét trién thanh cAy con manh khoe, trong khi ¢ céc liéu 40, 60 va 80 Gy c6 ty Ié
sbng sot thip, cay phat trién rat cham va hau hét chét sau 4 thang xt Iy.

Theo Piluek va Lamseejan (2006), trong thi nghiém xu 1y dot bién tia gamma
%0Co véi lidu lwong 20, 40, 60, 80, 110 va 130 Gy trén 8 loai lan, mirc d6 phan wng
cia ting nhoém gidng va loai c¢6 sy khac nhau. Loai lan Grammatophyllum
speciosum co ty & song sot 98 — 100% trén tat ca cac licu luong, trong khi loai lan
Calanthe ruben c6 ty 1& song sot 0% & tat ca cac lidu luong.
1.6. Mt s6 két qua nghién ciru vé hoa lan tai Viét Nam
1.6.1. Mt s6 két qua nghién ciru vé lai tao giong hoa lan tai Viét nam

Nguyén Vian Téi (2002) da dat duoc mot s6 két qua bude dau vé lai tao gidng
lan dja phuong Pa Lat - Lam Dong. Két qua thu nhan duoc tir 2 cap lai Renanthera
evrardii Guillaum x Renanthera imschootiana Rofle. va cap lai Renanthera evrardii
Guillaum x Vanda denisoniana Bens. et Rchb.f. di ra hoa cho thay c¢6 thé chon loc
tir ngudn gen lan ty nhién cia dia phuong dé lai tao cho ra nhitng chang loai hoa
moi, cac cdp lai co thé sur dung cac loai cung chi va khac chi.

Phan Trong Diing (2007) nghién ctu lai tao tuyén chon gidng méi, tng dung
cong nghé sinh hoc trong cong tac nhan giéng hoa phong lan phuc vy nong nghiép.
Két qua trong 14 gidng lai tao thanh cong, tic gia da ding ky bao ho s hiru tri tué

dugc qudc té cong nhan 12 giong phong lan méi lai tao.
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Theo Db Khic Thinh (2011) d3 lai tao gdm 20 giéng lan H6 Diép nhap noi va
2 gidng lan hoang dai ban dia (tiéu H6 Diép — Phalaenopsis pulcherrima). Két qua
c6 9 t6 hop lai phat trién thanh cay, trong d6 7 td hop lai ¢6 hoa, 2 t6 hop lai gitra
gidng lai va lan hoang dai khong cho hoa. H6 Piép hoang dai khong thu phan khi
lam cay bd, nhung thu phan, cho qua khi chiing 1am cdy me va cdy lai thwong mai 13
cay bo.

Trung tim Cong nghé sinh hoc TP. HCM d4 lai tao thanh cong hon 50 t6 hop
lai gitta cac gidng lan nhap ndi véi nhau va giira lan nhap ndi véi lan ring Viét
Nam. Da c6 40 ca thé lai c6 trién vong da dugc cac nha khoa hoc danh gid va chon
loc. P c6 6 dong lan m&i dugc bao ho va 6 dong lan da ndp don dang cho tién
hanh cac thi tuc dé dugc bao ho (Ha Thi Loan va ctv, 2018).

1.6.2. Mot s6 két quéa nghién ctru tao gidng hoa lan ddt bién tai Viét Nam

Lé Vin Hoa va ctv (2007) khi tang liéu chiéu xa da lam giam hé so gia ting
chiéu cao choi Dendrobium, liéu chiéu 150 va 200 Gy cho hé sb gia ting chiéu cao
chdi thap hon & muic c6 ¥ nghia Py, S0 VOi tit ca cac cong thic khac ¢ lidu chiéu
Xa thap hon.

Tran Thanh Tuyén (2010) da xac dinh dic tinh sinh truéng va ra hoa trén lan
Dendrobium udomsri voi 5 liéu luong chiéu xa tia gamma. Két qua cho thay sy
chiéu xa bing tia gamma ®Co d3 anh huong rd rét dén sinh trudng va phat trién,
lam thay doi kiéu hinh ciia lan Dendrobium udomsri. Chiéu xa tia gamma c6 anh
huong 1én ham luong sic td trong 14 cdy lan Dendrobium udomsri.

D& Khic Thinh (2011) xt 1y chiéu xa bang tia gamma ®Co c6 anh huéng
khac biét dén dac diém sinh truong, bién di hinh thai va mau sic cta cac bo phan
than, 1a ctia cay ho diép giéng Ds. Ty Ié song sot, kha ning sinh trudong phat trién
cta cay cang giam khi liéu lwong chiéu xa cang cao, cay chét 100% tir lidu luong 60
Gy trg 1én sau 7 thang chiéu xa. Liéu chiéu xa gay chét LDs, = 40 Gy. Chiéu xa tia
gamma ®Co & lidu lugng 20 — 40 Gy thich hop tao phd bién di rong, da dang khi xir
Iy cho cay lan ho diép giai doan cdy con 3 1.

Duong Hoa X6 va Lé Quang Luan (2017) da khao sat thé dot bién in vitro cua
dia lan La bell ‘Anna Belle’ khi két hop giira chiéu xa va oligochitosan. Mdi truong

t6i wu dé nhan gidng protocorm like bodies (PLBs) va choi cia dia lan La bell
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‘Anna Belle’ d3 dugc nghién ciru dé chuin bi cac mau in vitro dung cho chiéu xa.
Gia tri LDsg (liéu gdy chét 50% mau) caa PLBs, chdi va cay con tuong tng 1a 35,0,
41,0 va 83,1 Gy sau 4 thang. Cac dot bién trong dng nghiém da duoc tao ra boi sy
chiéu xa PLBs vdi liéu trong khoang 20 - 50 Gy. Tan sb dot bién cao nhat (3,83)
cua dia lan La bell ‘Anna Belle’ khi chiéu xa cac mau PLBs la 30 Gy.

1.6.3. Mt s6 nghién ctru nhan giéng in vitro lan Dendrobium

Nguyén Thanh Tung va ctv (2010) da ap dung phwong phap nudi cay lat
moéng té bao trong nhan giéng in vitro cay lan hoang thao than giy (Dendrobium
aduncum). Két qua cho thdy méi truong MS bo sung kinetin 3,0 mg/L két hop voi
NAA 0,3 mg/L cho ty 18 tai sinh chdi cao nhat dat 5,67 choi/mau sau 6 tuan nudi
cdy. Cac chdi phat trién tot thu dugc tir cac thi nghiém trén c6 than map,
chiéu cao khoang 2 - 3 cm dugc cdy lén méi trudng co ban MS c6 3,0%
saccharose, 0,8% agar bé sung NAA tir 0,5 - 2,0 mg/L dé khao sat kha ning
hinh thanh ré.

Nguyén Thi My Duyén (2009) di tién hanh nhan giéng lan Dendrobium
anosmum, Dendrobium mini bang phuong phap nudi cdy mé va nghién ctru cac loai
gia thé trong lan Dendrobium mini thich hop va cho hiéu qua cao. Két qua cho thay
qua lan Dendrobium anosmum sau khi dugc ty thu 4 thang, khir tring va gieo cdy
hat vao méi truong thich hop. Sau 3 thang gieo cdy thi tit ca cac hat déu ndy mam
t6t, ty 1& dat duoc 1a > 85% trén mdi trudong MS + NAA 1 mg/L va méi trudng MS
+ BA 1 mg/L + NAA 0,2 mg/L. Chdi lan Dendrobium anosmum phat trién va nhay
chdi rat tét trén moi truong MS + BA 2 mg/L, & thoi diém 3 thang sau khi cay dat
3,17 chdi, choi cao 2,06 cm. Chdi lan Dendrobium anosmum tao ré tot nhit trén moi
truong MS + NAA 1 mg/L. D6i véi giéng lan Dendrobium mini, chéi lan
Dendrobium mini phat trién va nhay chdi rat tot trén moi truong 1/2 MS + BA 1
mg/L, & thoi diém 2 thang sau khi céy dat 3,8 choi, chdi cao 1,26 cm. Mai truong
1/2 MS + NAA 0,2 mg/L cho két qua tao ré tot d6i v6i lan Dendrobium mini.

1.6.4. Mot s6 nghién ciru ing dung ky thuit RAPD dé danh gia sy khac biét di
truyén tai Viét Nam

Ho Viét Thé va ctv (2017) di sir dung 10 chi thi RAPD dé danh gia mirc do da

dang di truyén cua 12 mau thudc chi Chrysanthemum spp. & mién Nam. Két qua
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phan tich cay phat sinh loai cho thdy hé sé tuwong dong di truyén cua cac mau dao
dong trong khoang 0,59 — 0,86. Trong tat ca cac primer duoc sir dung déu cho ty 18
da hinh cao véi trung binh 25,6 bing da hinh trén mdi primer, trong d6 tong cong cd
27 bang da hinh dic trung st dung dé phan biét cac gibng Chrysanthemum spp. &
muc do phan tur.

Tran Duy Duong (2015) nghién ctru da dang di truyén va xac dinh chi thi nhan
dang mot s6 ngudn gen hoa lan hoang thao (thudc chi Dendrobium) ban dia cua
Viét Nam. Két qua phan tich da dang di truyén cia 32 miu giéng hoa lan Hoang
Thao bang chi thi phan tir RAPD cho thay hé s6 trong dong di truyén cua cac giéng
lan Hoang Thao nghién ciru dao dong trong khoang tir 23 dén 100%.

1.7. Nhan xét chung

K thuat nudi cay in vitro 1a mot ki thuat co ban va khong thé thiéu ddi véi
qua trinh lai tao va nhan dong hoa lan no6i chung, Dendrobium néi riéng. Tuy nhién,
hiéu qua qua trinh lai tao cao hay thap van can nhiéu nghién ctru téi wu hoa va hoan
thién hoa. Cac moi truong nhu MS, 2 MS, VW thuong duoc sir dung cho gieo hat
va nhan giéng cac dong lan Dendrobium in vitro. Tuy nhién, viéc nghién ciru vé
moi trudng nudi cay in vitro cho déi twong lan Dendrobium thap ciy con han ché.

Viéc nudi cay in vitro sir dung dén LED don sic duoc thuc hién trén ddi tuong
Dendrobium sonia va Dendrobium docinale da 1am ting hiéu qua ctia nhan gidng,
thuc ddy viéc nhan choi va 1am tang va sy tich liiy chat kho in vitro. Anh sang don
sdc anh huong dang ké dén ty 16 séng va su ting trudng cua chdi Dendrobium sonia
dugc chiéu xa. Tuy nhién van chua c6 nghién ctu trén dbi tuong Dendrobium thap
cay.

Viéc lai tao hoa lan di dugc tién hanh phd bién trén thé gidi, tai Viét Nam c6
mot sé nghién ctiu vé cac gidng Phalaenopsis, Dendrobium va cac gidng lan ring.
Ngudn b me dé lai tao chii yéu duoc suu tam tir cac giéng nhap noi va trong nudéc,
chua c6 nghién ctu tao giéng Dendrobium cé kiéu hinh thap cay tai Viét Nam.

Cong tac tao giéng dot bién trén gidng hoa dat duoc mot sé thanh tyu nhat
dinh nhét 1a ang dung tia gamma trong viéc chiéu xa gay dot bién. Trén hoa lan da

c6 mot so dé tai nghién clru, budc dau da c6 maot so ket qua co thé lam tién de de
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ing dung nghién ctru tao gidng dot bién. Bén thoi diém hién tai, Viét Nam van chua
c¢6 cong trinh tao gidng hoa lan Dendrobium thap ciy dot bién dugc cong bd.

K¥ thuat sinh hoc phan tir 3 duoc nghién ctiru tng dung phan tich da dang di
truyén, nhan dién gidng hoa va cac thanh tuu khac trong chon tao gidng méi mot
cach nhanh chong va chinh xac. Nhiéu tac gia da ung dung k¥ thuat RAPD va nhan
thdy RAPD 1a cong cu hitu dung dé phan tich sy khac biét di truyén giira cac gidng,
dong hoa lan maéi dugc tao ra. Tuy nhién, hién nay van chua co cong bd nao nghién
ctru vé ung dung chi thi phan tir trén hoa lan Dendrobium thap cay mai.

Nhu vay, voi nhitng két qua tong hop duoc tir phan téng quan cho thay co
nhiéu nghién citu vé hoa lan trén thé gigi va Viét Nam. Tuy nhién, van chua c6
cong trinh ndo nghién ctru c6 hé théng vé tao gidng maéi trén hoa lan Dendrobium
thip cdy. Chinh vi vy, két qua nghién ctru cia dé tai s& 1a tién dé co ban lam tai

liéu tao gidng hoa lan Dendrobium thap cay méi tai Viét Nam.
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Chuong 2

NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Noi dung nghién ciru

Noi dung 1: Xac dinh
| méi trwong va diéu
kién nudi cay thich
hop cho su phit trién
cia hat lan lai
Dendrobium thép cay

Noi dung 2: Lai tao
|, hoa lan Dendrobium
thap cay va chon lgc
mot s6 dong lai c6
trién vong

TN1: Xac dinh méi truong nudi cy thich hop cho su nay
mam, su hinh thanh cho6i va ré cua hat lan Dendrobium
thap cay

v
TN2: Xac dinh ty 1¢ anh sang do-xanh dwong va cuong do
chiéu sang thich hgp cho sy ndy mam, sy hinh thanh choi
va r¢ cua hat lan lai Dendrobium thap cay

Noi_dung 3: Chiéu xa
giy dot bién in vitro
—»{ protocorms lan
Dendrobium thap cay
va chon loc mdt s6 dong
dot bién c6 trién vong

A 4

TN3: Lai tao 20 t6 hop lai Dendrobium thap cay

v

TN4: Panh gia sy nay mam va sinh truéng cta cac hat lai
trong dicu kién in vitro

v

TN5: Panh gia sy sinh trudng, phat trién, ddc diém hoa va
chon loc mot s0 dong lai ¢6 trién vong

\ 4

No6i dung 4: Xic dinh
dic diém di truyén va
nhén gidng mot sé6 dong
lai, dong ddt bién c6
trién vong

TN6: Anh hudng cua lidu tia gamma *°Co dén sinh 1y va
xac dinh LDsg trong dicu kién in vitro

v

TNZ7: Péanh gia sy sinh truong, phat trién, dac diém hoa va
chon loc mot s6 dong dot bién c¢o trien vong

TNS8: Str dung chi thi phan tir xac dinh dic diém di truyén
mot sO dong lai va dong dot bién c6 trién vong

A 4

TN9: Nhan giéng vo tinh mot s dong lai trién vong va
danh gia su sinh truong trong di€u kién in vitro

\ 4

TN10: Péanh gia su sinh trudng, phat trién va dic diém hoa
mot sO dong lai trién vong trong di€u kién nha ludi

TN11: Nhan gidng v6 tinh mot s dong dot bién trién vong
va danh gia sy sinh trudng trong diéu kién in vitro

A 4

TN12: Danh gia sy sinh trudng, phat trién va dic diém hoa
mot s0 dong dot bién trién vong trong dieu kién nha ludi

Hinh 2.1. So d6 tong hop cac thi nghiém nghién ciru




38

Thoi gian thuc hién: tir thang 10/2012 dén thang 12/2017. Dia diém: Tram Huan
luyén va Thuc nghiém Nong nghiép Van Thanh — Trung tam Khuyén noéng TP.HCM,
Vién Cong nghé Sinh hoc va Mo6i truong - Truong Dai hoc Nong Lam TP.HCM.

2.1. Noi dung 1: Xac dinh méi trwdng va diéu kién nudi cdy thich hop cho sw phat
trién ciia hat lan lai Dendrobium thép cay

Dbi v6i tao gidng hoa lan, nudi cdy in vitro 13 diéu kién bat budc dé c6 thé gieo
hat thanh cong, tao ra cay lan con. Déi voi nudi ciy in vitro, méi truong va anh sang 1a
hai diéu kién co ban can thiét. Vi vay, viéc xac dinh moi truong nudi céy va ché do
anh sang cho su phat trién thich hop cua hat lan lai Dendrobium thap ciy phai duoc
thuc hién dau tién. Tién hanh lai tao mot td hop lai lam ngu(‘A)n vat liéu xac dinh moi
truong nudi cdy va ché do anh sang cho sy phat trién thich hop cua hat lan lai
Dendrobium thap cay trudc khi tién hanh lai tao dong loat dé chon loc mot sé dong lai
c6 trién vong.

2.1.1. Thi nghiém 1. Xac dinh méi truwong nudi ciy thich hgp cho sy nay mam, sy
hinh thanh chdi va ré ciia hat lan lai Dendrobium thap cay
2.1.1.1. Thi nghiém 1A. Xac dinh mdi trwdong nudi cdy thich hep cho sy nay mam
ciia hat lan lai Dendrobium thap cay
a.Vat liéu

Hat ctia t6 hop lai DM12x13. Ba mdi trudng gieo hat bao gébm mdi trudng
Murashige va Skoog (MS), méi truong 2 MS (da luong giam ': so véi MS) va moi
truong Vacin & Went (VW). Ca ba moi truong déu dugce bd sung saccharose 30 g/L
va agar 7 g/L.

Hinh 2.2. Hat ctia t6 hop lai DM12x13 va qué trinh nay mam cua hat

(a) hat sau 75 ngay lai; (b) hat sau 20 ngay gieo; (c) protocorm hinh thanh sau 30 ngay
gieo hat. Thanh ngang c¢6 kich thudc 1 cm.
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b. B4 tri thi nghiém

Thi nghiém duoc b tri hoan toan ngau nhién 1 yéu td, gdm 3 nghiém thirc voi 3
lan lap lai, mdi 6 thi nghiém duoc thuc hién trén 3 binh. Binh nudi céiy c6 dung tich
250 ml, mbi binh chira 50 ml méi trudng duoc hap khir trung & 121°C, 1 atm trong 20
phut.
c. Cach thurc thuc hién

Qua lan thi nghiém thudc gidng lan Dendrobium mini duge thu sau 2,5 thang ké
tir khi thu phan. Qua lan sau d6 duoc rira bang nuée cit va khir trung trong dung dich
Javel va con 70°. Sau d6 qua lan duogc cat hai dau va dung dao xé doc tach lam hai. Hat
lan duoc léy ra khoi qua va rai déu trén bé mat moi truong da duoc chuan bi. Hat sau
gieo dugc dit dudi dén chiéu sang voi chu ky 16 gio sang/8 gid t6i. Am do cua phong
nudi cy: 70 — 80%. Nhiét do trung binh & khong gian bén dudi hé théng chiéu sang:
25 + 2 °C. Mbi truong dugc chinh pH = 5,8 va cho vao binh nudi cdy c6 dung tich 1a
250 mL, mdi binh chira 50 mL moi truong. Khi héa xanh, hat lan dugc trai déu trén bé
mit moi truong dé dém téng s6 hat, sau d6 theo ddi va dém sd hat lan ndy mam theo
thot gian.
d. Chi tiéu theo doi

- Mure do nay mam: +: muac do ndy mam < 50%; ++: mac do nay mam tir 50 -

69%, +++: muc do nay mam tir 70% - 84% , ++++: mic do nay mam > 85%.

- Hinh thai protocorm: quan sat bang mat thudng hinh thai va mau sac protocorm.

* Quy wéc hat lan nay mam: hat lan xut hién mam 14 xanh.

* Thoi gian theo doi: 60 ngay sau khi gieo hat.
2.1.1.2. Thi nghiém 1B. Xac dinh mdi trwong nudi cdy thich hop cho sw sinh
truong, phat trién ciia chdi lan lai Dendrobium thap cay
a. Vat liéu

Choi ctia to hop lai DM12x13 ¢6 chiéu cao khoang 0,5 cm. Ba méi truong nhan
chdi bao gdm méi trudng Murashige va Skoog (MS), méi trudng 4 MS va méi trudng
Vacin & Went (VW). Ca ba méi trudng déu duoc bd sung nudce dira 150 mL/L, khoai
tay 50 g/L, than hoat tinh 0,5 g/L (Vi Ngoc Lan, 2013).
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b. B4 tri thi nghiém

Thi nghiém duoc b tri hoan toan ngiu nhién 1 yéu t, gdm 3 nghiém thirc v6i 3 lan
1ap lai, mdi 6 thi nghiém duoc thuc hién trén 3 binh, mdi binh ciy 9 chdi.
c. Cach thurc thuc hién

Chon nhing chdi ¢6 chiéu cao khoang 0,5 cm cdy sang mai trudng nhan chdi da
chuén bj san.
d. Chi tiéu theo doi

- S6 chdi (chdi/mau cdy): dém sb chdi trén mot mau ciy.

- Chiéu cao chdi (cm): do chiéu cao tir phan cudi ctia gia hanh cho dén chop 1a
cao nhit cta choi.

- S 1a (14/chdi): dém sd 14 c6 trén choi.

Thoi gian ghi nhan chi tiéu: 15, 30, 45, 60 ngay sau khi cdy chuyén.
2.1.1.3. Thi nghiém 1C. Xac dinh méi trudng nudi cdy thich hep cho sv tao ré cia
choi lan lai Dendrobium thap cay
a. Vat liéu

Choi cua to hop lai DM12x13 c6 chiéu cao khoang 1 — 1,2 cm va ¢6 2 - 3 1a.
b. B6 tri thi nghiém

Tuong tu thi nghiém 1B.
c. Cach thuc thuc hién

Chon nhitng chdi ¢ chiéu cao khoang 1 — 1,2 cm va c6 2 - 3 14 cay sang moi
truong tao ré di chuan bj san.
d. Chi tiéu theo doi

Quan sat va ghi nhan anh huéng ciia ba moi trudng 18n sy tao ré chdi lan lai
thong qua cac chi tiéu:

- S6 1& (r8/miu cay): dém tong sb r& trén mot mau cay.

- Chiéu dai ré (cm): duoc do tir gbc & dén chop ré.

- Chiéu cao chdi va s6 1a/chdi: twong ty thi nghiém 1B.

Thoi gian ghi nhan chi tiéu: 15, 30, 45, 60 ngay sau khi cdy chuyén.
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2.1.2. Thi nghiém 2. Xdc dinh ty 1¢ anh sang dé/xanh dwong va cwong dd chiéu
sang thich hop cho sw niay mim, sy hinh thanh choéi va ré& caa hat lan lai
Dendrobium thap cay
2.1.2.1. Thi nghiém 2A: Khdo sat anh hwéng cia ty 1€ anh sang dé/xanh duwong va
cwdng dd chiéu siang téi wu tir déen LED don sic dén sy phat trién cia hat lan
Dendrobium in vitro
a. Vat li¢u
- Qué lan lai Dendrobium thap cay duoc lai tao tir t6 hop lai DM13x24.
- Pén LED: den LED do (budc song 660 nm), déen LED xanh duong (budc song
460 nm) (hiéu dién thé cho 1 béng dén LED 1a 3 V, cuong do6 dong dién cho 1 dén
LED 1a 20 mA, cong suat cho 1 dén LED 1a 0,06 W, cong ty HENGUANG
ELECTRON- bai Loan). Bén huynh quang (dai 1,2 m; 40 W, cong ty bong dén Rang
Pong — Viét Nam). May do cuong do anh sang — Lux ké (WALK LAB — M¥).
- Méi truong gieo hat lan lai Dendrobium thap cdy 1a méi truong tot nhat tir két qua
thi nghiém 1: méi truong Y2 MS + saccharose 30 g/L + agar 7 g/L
b. B4 tri thi nghiém
Thi nghiém dugc bb tri theo kiéu hoan toan ngiu nhién 2 yéu td cai tién, yéu té R
1a ty 1¢ dén LED, yéu t6 I 1a cuong d6 chiéu sang. Thi nghiém gom 12 nghiém thtec, 3
lan lap lai, mdi nghiém thirc gé)m 3 binh, mdi binh 3 mau céy.
Téng s6 binh cho 1 thi nghiém: 12 x 3 x 3= 108 (binh).
Yéu t6 R (Ratio) 1a ty 1& dén LED do/dén LED xanh duong, gom 3 ty 1¢:
R1: 100% deén LED do: 0% dén LED xanh duong
R2: 50% den LED dé: 50% den LED xanh duong
R3: 75% dén LED do: 25% dén LED xanh duong
Yéu t6 I (Intensity) 1a cudng d6 chiéu sang ctua dén LED, gom 4 muc:
11: 200 lux 13: 600 lux
12: 400 lux 14: 800 lux
Nghiém thtrc dbi ching gdm 9 binh, mdi binh 3 miu ciy dugc nudi dudi anh
sang dén huynh quang & cuong do chiéu sang 1a 2000 lux. Nghiém thic nay dugc

dung 1am d6i ching dé so sanh voi nghiém thire tot nhat nudi dudi hé thdng dén LED
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(thong qua viéc thuc hién kiém tra tric nghiém T — test giira nghiém thirc dbi ching
v61 nghiém thirc den LED).

Céac dén LED duoc gin dung véi ty 1& dén thi nghiém (Bang 2.1) va cach déu
nhau trén mot bang mach dén LED c¢6 dién tich 122 cm? (dai 46 cm x rong 2,65 cm).

Bang 2.1. S6 luong bong dén twong Gng véi ting nghiém thirc

Nghiém Ty 18 - cuong do Sb deén (dén)
thirc chiu sang LED do LED xanh duong  Huynh quang
R1I1 100D — 200 lux 24 0 0
R1I2 100D — 400 lux 48 0 0
R1I3 100D — 600 lux 72 0 0
R1l4 100D — 800 lux 96 0 0
R2I1 50D:50X — 200 lux 12 12 0
R212 50D:50X — 400 lux 24 24 0
R213 50D:50X — 600 lux 36 36 0
R214 50D:50X — 800 lux 48 48 0
R3I1 75D: 25X — 200 lux 16 8 0
R3I12 75D: 25X — 400 lux 32 16 0
R3I13 75D: 25X — 600 lux 49 24 0
R314  75D: 25X - 800 lux 64 32 0
PC 100HQ — 2000 lux 0 0 1

P: do, X: xanh dwong, HQ: huynh quang, PC: doi chitng.

Anh sang bén ngoai va anh sang giita cac nghiém thic dén LED s& dugc ngin
cach hoan toan bang nhiing tim mang nhya mau den, dic va day (1 mm).

V&i mat do dén d3 duoc thiét lap, trong moi 6 thi nghiém, do cao dén s& duoc
diéu chinh dé cuong do chiéu sang do ¢ bé mit binh nudi ciy vira dat nhu cudng do
ma nghiém thire dd du kién. Sau khi bd tri s6 dén LED véi ty 1& va cuong d6 chiéu
sang tuong Gmg cho tirng nghiém thirc (Bang 2.1), cudng d6 chiéu sang cua dén LED &
4 muc (200 lux, 400 lux, 600 lux, 800 lux) va dén huynh quang (2000 lux) & céac
nghiém thirc duoc kiém tra lai bang may do cuong do anh sang (Lux ké).

c. Cach thurc thyc hién

Qua lan thi nghiém thudc giéng lan Dendrobium mini dugc thu sau 2,5 thang ké
tur khi dau qua. Céach khtr trung qua va gieo hat tuong tu thi nghiém 1A. Bén LED do,
den LED xanh duong dugc su dung trong thi nghiém. Méi trudong dugce chinh pH = 5,8
va cho vao binh nudi cdy c6 dung tich 1a 250 mL, mdi binh chira 50 mL méi trudng.

Hat lan hoa xanh (15 ngdy sau gieo hat) ¢ timg nghiém thirc duoc trai déu trén bé mat
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moi trudng dé dém téng s6 hat cdy (hat héa xanh va hat nau), sau d6 tiép tuc theo ddi
va dém sb hat lan ndy mam & thoi diém 39 ngay sau gieo hat.
d. Chi ti€u theo doi

- Theo d&i va dém sb hat lan ndy mam & thoi diém 39 ngay sau gieo hat.

- Ty 1¢ nay mam (%) = S6 hat nay mam/Tdng sb hat gieo x 100%
2.1.2.2. Thi nghi¢m 2B: Khdo sat anh huwéng cia ty 1€ anh sang dé/xanh dwong va
cwdng dd chiéu sang toi wu tir dén LED don sic dén sw tao chdi lan Dendrobium
in vitro
a. Vat licu

Protocorm tir thi nghiém 2A c6 dudng kinh 3 mm; Moi truong nhan chdi lan lai
Dendrobium thap cay 1a méi truong tot nhat tir két qua thi nghiém 1: % MS + nuéc dira
150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/L + khoai tay 50 g/L + than hoat tinh 0,5 g/L.
b. B4 tri thi nghiém

Tuong tu thi nghiém 2A.
c¢. Cach thire thuc hién

Protocorm tir thi nghiém 2A c¢6 duong kinh 3 mm dugc cdy chuyén qua moi
truong nhan chdi. Sau 8 tuan cidy chuyén, protocorm phat trién thanh chéi. Chon
nhimg chdi khoe, chiéu cao tir 1 + 0,25 cm, ¢6 1 hoic 2 14 dé cdy chuyén va theo ddi
anh huong cua ty 1é anh sang don sic do/xanh duong va cuong d6 chiéu sang dén hé
s6 nhan protocorm, ty 1¢ tao chdi, hé s6 nhan chdi lan Dendrobium mini in vitro sau 4
tuan cdy chuyén.
d. Chi tiéu theo doi

- Giai doan protocorm: Tinh hé sé nhan protocorm (HSN) theo cong thic:

+ HSN = Téng sé lugng protocorm sau 8 tudn cdy chuyén/Tong sb luong
protocorm ban dau.

- Giai doan chéi: Tinh ty 1é tao chdi ¢ thoi diém sau 4 tuan ciy chuyén theo cong
thire: Ty 16 tao chdi (%) = Tong sb chdi phat sinhx100/Tong s6 chdi ban dau.

- Hé s6 nhan chdi (HSNC) = Tong sb chdi tao ra/3.

(SO choi: dém tat ca cac chdoi méi hinh thanh c6 chiéu cao > 5 mm).
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2.1.2.3. Thi nghiém 2C: Khdo sat anh hwéng ciaa ty 1€ anh sang dé/xanh duwong va
cwdng dd chiéu sang ti wu tir den LED don sic dén sw tao ré lan Dendrobium in
vitro
a. Vat liéu
Chdi lan tir thi nghiém 2B ¢6 chiéu cao tir 2 + 2,25 cm, ¢6 1 — 2 1. M6i truong
tao ré lan lai Dendrobium thap cdy 1a méi truong tot nhat tir két qua thi nghiém 1: MS+
nude dura 150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/LL + khoai tdy 50 g/L + than hoat tinh
0,5g/L.
b. B4 tri thi nghiém
Tuong tu thi nghiém 2A.
c¢. Cach thirc thuc hién
Chon nhitng chdi khoe, chiéu cao tir 2 - 2,25 cm, ¢6 1 — 2 14 dé ciy chuyén qua
moi trudng tao ré, mdi binh 3 chdi dé theo ddi anh hudng cua anh sang dén LED ¢ céc
ty 18 4nh sang do/xanh duong va cuong do chiéu sang dén sy hinh thanh va phat trién
ré tir chdi lan Dendrobium thap cay.
d. Chi tiéu theo doi
- S6 ré trung binh/chdi = Tong s6 ré/3 (Pém nhitng 1é ¢6 chiéu dai trén 1 cm).
- Chiéu dai ré trung binh (cm) = Tong chiéu dai r&/3 (Dung thudc c6 chia vach do
chiéu dai cta ré dai nhat va do tir gbc 1& dén chop rd).
2.1.3. Phwong phap xir Iy s liéu
S6 liéu thi nghiém 1 dugc thu thdp & cac mbc thoi gian da xac dinh va xu 1y,
phan tich bang phian mém SPSS phién ban 19.0.
S liéu thi nghiém 2 duoc phan tich va xtr Iy bang phan mém Microsoft Excel va
SAS 9.1. So sanh nghiém thirc tot nhat nudi duéi hé théng dén LED véi nghiém thirc
d6i ching nudi dudi dén huynh quang thong qua viéc thuc hién kiém tra tric nghiém
T — test.
2.2. Noi dung 2. Lai tao hoa lan Dendrobium thap ciy va chon loc mét s6 dong lai
c6 trién vong
2.2.1. Thi nghiém 3. Lai tao mdt s6 to hop lai Dendrobium thap ciy
2.2.1.1. Vit li¢u
15 gidng lan Dendrobium mini thudc bd suu tap tai Tram Huan luyén va Thuc

nghiém Nong nghiép Vian Thanh thuoc Trung tim Khuyén Nong TP.HCM. Cac giéng
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Dendrobium mini nay duoc nhip ndi tir Thai Lan, dugc thudn dudng va theo ddi sinh
truong, phat trién tai thoi diém cdy 16 - 18 thang tudi. Kiéu hinh hoa, dic diém sinh
trudng va phat trién ciia 15 gidng Dendrobium mini b me thé hién qua Hinh 2.4 va
Bang 2.2.

DM 28 DM 29 DM 30
Ghi chu: thanh ngang co kich thuoc I cm.

Hinh 2.3. Kiéu hinh hoa cua 15 giépg Dendrobium mini b me
duoc str dung dée lai tao
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Bang 2.2. Bic diém sinh truéng va phat trién cua 15 giéng Dendrobium mini bé me thudc bo swu tap tai Tram Huan luyén va Thuc
nghiém Nong nghiép Van Thanh duoc st dung lam vat liéu lai tao

Ki Chiéu Gia hanh La Hoa

hieu  caocdy ""Cpidy  S§giahanh SO14 Daila Rongla  SOphathoa/  Duong  S6 hoa/ phat  Chidu dai

giong (e  cao(cm) (giahamh)  (l)  (cm)  (cm)  cdy(phathoa) kinh(cm) hoa(hoa) phathoa(cm)  ausdchoa

DMOL 21 11,0 12,0 67 111 37 6,0 45 11,5 280  Tim tréng
DM10 16 9,5 4,0 45 94 34 1,0 4,2 19,0 230  Tréng tim nhat
DM11 25 174 4,0 53 138 4,6 2,0 6,4 9,0 28,9 g;f‘r‘fg ludi im
DM12 21 123 4,0 53 122 41 2,0 6,3 8,7 218 Tim dam soc
DM13 20 11,0 4,0 57 96 48 3,0 45 9,3 240  Timnhat
DM14 18 7,3 5,0 47 85 2,8 2,0 4,0 7,2 20,0 Trang phdt hong
DM15 20 11,7 3,0 55 11,2 2,8 2,0 5,6 12,0 20,4 Tim nhat soc
DM21 23 181 5,0 57 131 44 1,0 4,7 14,0 30,0  Tréng tim
DM22 22 33 6,0 30 84 28 1,0 4,6 10,0 200  Tim tréng
DM24 20 8,5 6,0 40 115 3,8 2,0 4,9 12,7 28,7 Trang vién tim
DM25 17 97 6,0 50 91 28 3,0 43 75 166 | oneluorim
DM26 16 9,5 4,0 45 105 35 1,0 4,2 6,5 134 Tréng ludi tim
DM28 18 111 6,0 47 106 29 1,0 46 8,0 203  lrangluditim,

canh moi dai
DM29 15 8,3 3,0 43 83 2,9 1,0 4,3 7,0 15,0 Tim nhat soc
DM30 17 9,9 5,0 47 101 2,7 1,0 4,5 4,0 13,4 Trang hong
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Dua vao cac dac diém hinh thai vé chi€u cao, so hoa trén phat hoa, duong kinh

hoa, cau truc va mau sac hoa cua bo, me va cac dac diém mong doi cua con lai dé

bb tri cac cap lai cho phu hop.

Tiéu chi chon dong lai Dendrobium thap cay trién vong theo dinh hudng: co

chiéu cao cay tir 15 - 20 cm, sé gia hanh tir 3 — 6 gia hanh, s 14 tr 4 — 6 14, sb

hoa/phét hoa tir 6 hoa tré 1én, duong kinh hoa tir 4,5 cm tro 1én, c6 mau sic hoa

khac voi bé me. B6 tri cip lai va tinh trang dinh hudng con lai thé hién ¢ Bang 2.3.

Bang 2.3. B tri cap lai va tinh trang Ky vong di vai con lai

Mahoa 15 hop lai :
STT (Name A Tinh trang Ky vong doi voi con lai
(Me x Bo)
code)
DMO1 Con lai mang dic tinh ctia cdy me nhu nhiéu
1 DMO01x12 X hoa, phat hoa dai; mang déac tinh hoa to, lau
DM12  tan cta cay bd.
DM10 Con lai mang dic tinh cua cdy me nhu nhiéu
2 DM10x01 X hoa, phat hoa dai, mang dac tinh hoa to, lau
DMO1 tan cia cdy bo.
DM11 Con lai mang ddc tinh cua cdy me nhu hoa to,
3  DM11x18 X nhiéu hoa, phat hoa dai va dé tao ra wu thé lai
DM18 vé mau sic hoa tuong phan cia bd va me.
Con lai mang déc tinh cua cdy me nhu hoa to,
DM12  nhiéu hoa va mang dic tinh chiéu dai phat hoa
4 DM12x11 X dai, hoa day, 1au tan cta cay bd. Dé tao ra uu
DM11  thé lai vé mau sic hoa twong phan cia b6 va
me.
Con lai mang dac tinh cua cdy me nhu hoa to,
DM11 N ) , sy X
day, lau tan, nhi€u hoa, phat hoa dai va dé tao
5 DM11x12 X Lts A a2 N
DM12 ra uu the lai vé mau sac hoa tuwong phan caa
bo va me.
DM13  Con lai ké thira tinh trang kiéu hinh than 1a
6  DM13x11 X Clia cAdy me va cai thién tinh trang chiéu dai
DM11  phat hoa dai, hoa day, 1au tan cua ciy bd.
Con lai mang déc tinh ctia cady me nhu nhiéu
DM24 hoa, phat hoa dai, cdu tric mau sic hoa cua
7 DM24x11 X me va mang dac tinh hoa to, day, lau tan cua
DM11  cay b.
DM11 Con lai mang déc tinh cua cdy me nhu hoa to,
8  DM11x24 X day, 1au tan va mang dic tinh nhiéu hoa, ciu
DM24  trlic mau sac hoa ciia cay bd.
9  DM24x01 DM24  Con lai ké thira tinh trang CAu trac mau sic
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

DM13x24

DM14x12

DM12x13

DM13x12

DM26x13

DM12x14

DM26x24

DM15x25

DM25x26

DM28x26

DM28x30

DMO1
DM13

DM24
DM14

DM12
DM12

DM 13
DM13

DM12
DM26

DM13
DM12

DM14
DM26

DM24
DM15

DM25
DM25

DM26
DM28

DM26
DM28

DM30
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hoa ciia me va mang dic tinh nhiéu phat hoa
nd cung lic, siéng hoa cua cy bd.

Con lai ké thira tinh trang Kiéu hinh than la
Cua cdy me, mang dac tinh siéng hoa va cau
tric mau sic hoa cua cay bd.

Con lai ké thira tinh trang kiéu hinh than 14
Cua cay me, mang ddc tinh hoa to va siéng hoa
va cu tric mau sic hoa cua cy bd.

Con lai mang dac tinh cua cay me nhu hoa to,
nhiéu hoa, phat hoa dai va mang dic tinh phat
hoa dai va kiéu hinh than 14 ca ciy bd

Con lai ké thira tinh trang kiéu hinh than 14
Cua cay me, mang ddc tinh hoa to va siéng hoa
ctia cay b.

Con lai ké thira tinh trang CAu trac mau sic
hoa cua cdy me va co kiéu hinh than 13 cua
ciy bo.

Con lai mang dac tinh cua cay me nhu hoa to,
nhiéu hoa, phat hoa dai va dé tao ra wu thé lai
vé mau sic hoa tuong phan cta bd va me.

Con lai cai thién tinh trang Cau trac mau séc
siéng hoa cua cay bd. D& tao ra uu thé lai vé
mau sac hoa twong phan cia bd va me.

Con lai cai thién tinh trang s6 gia hanh, sé
phat hoa nd cing 1ac cia cay bd va dé tao ra
vu thé lai vé mau sic hoa tuong phan cua b
va me.

Con lai ké thtra tinh trang s gia hanh, s6 phat
hoa n¢ cung lic cua cay bd va dé tao ra uu thé
lai vé mau sic hoa tuong phan cua bd va me.
Con lai ké thira cau trac, mau sic, siéng hoa
ctia cdy me va d& tao ra wu thé lai vé mau sac
hoa tuwong phan cia bé va me.

Con lai ké thira cau trac, mau sic, siéng hoa
clia cdy me va d& tao ra uu thé lai vé mau sic
hoa tuwong phan ciia bd va me.
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2.2.1.3. Cach thirc thuc hién

Duya trén co sé ciia phuong phap lai hitu tinh D& Khac Thinh (2011) da thuc
hién trén lan H6 Diép (Phalaenopsis) (chi tiét cac budc lai tao duge thé hién & phu
luc 5). Vi tri thuc hién su thu ph?m 14 hoa dau tién dén hoa thir 5.

MGdi t6 hop lai 9 hoa. Sy hinh thanh cta qua tinh tir sau khi thu phan 10 ngay.
2.2.1.4. Cac chi tiéu theo d6i/danh gia

- Theo ddi qua trinh thy phéan, phét trién cla qua:

+ Thoi diém hoa héo 50% (ngay): Tinh tir khi thy phan dén khi canh hoa c6
biéu hién héo.

+ Thoi diém hoa héo hoan toan (ngay): Tinh tir khi thy phan dén khi canh hoa
héo hoan toan va cudng hoa c6 biéu hién phinh to.

+ Chiéu dai qua (cm): Po chiéu dai khi qua da gia.

+ Pudng kinh qua (cm): Po & vi tri phinh to nhét khi qua da gia.

+ Khoi lugng qua (g): can khéi luong ngay khi thu hoach qua.

+ Hinh dang qua: Ghi nhan hinh dang qua khi qua da gia.

- Ty 18 dau qua cta cac t6 hop lai: Ty 1& qua dau (%) = (sb qua thu duoc/sb hoa
da lai) x 100.

- Thoi gian thu hoach qua (ngay): Tinh tir khi thu phan dén khi cudng qua
chuyén tir xanh sang vang.

- Ty 18 quéa khong hat (%) = (s6 qua khong hat/tong s6 qua thu dugc) x 100.
2.2.2. Thi nghiém 4. Panh gia sw ndy mam va sinh truéng ciia cac hat lai trong
diéu kién in vitro
2.2.2.1. Vat liéu

Qua lan Dendrobium thap cay duoc lai tao tir cac gidng suu tip. Mdi truong
gieo hat, nhan chdi va tao ré lan lai Dendrobium thap cdy: twong tu thi nghiém 2 (trang
42). Pidu kién nudi cay: nhiét do 24 - 26 °C, diéu kién anh sang 1a két qua t6t nhat tir

thi nghi¢m 2.
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2.2.2.2. Bo tri thi nghiém

Giai doan gieo hat: bé tri tuan ty khong 1ap lai voi 15 nghiém thic twong tng
v6i 15 td hop lai ddu qua, mdi binh gieo 9 cum hat. Sau 20 ngay, cay chuyén qua
binh méi, mdi binh cdy 50 protocorm, mi nghiém thtrc 10 binh.

Giai doan chdi va tao ré: bd tri tuan ty khong 1ap lai voi 9 nghiém thirc twong
tmg v6i 9 t6 hop lai ¢o ty 16 ndy mam tot nhit, mdi nghiém thirc cdy 5 binh, mdi
binh 10 chéi.
2.2.2.3. Cach thirc thuc hién

Phuong phap khir trung va gieo hat: twong tu thi nghiém 1 (trang 39). Sau 30
ngay gieo hat, hat da hoa xanh chuyén thanh dang protocorm, ciy chuyén sang binh
méi. Khi choi dat chiéu cao khoang 2 cm, chon nhitng chdi c¢é kich thudc déu nhau
dé ciy chuyén qua moi trudng nhan chdi, mdi binh ciy 10 chdi. Ciy chuyén 2 lan
trén moi truong nhan chdi, mdi 1an cach nhau 2 thang, sau dé cay chuyén sang moi
trudng tao ré.
2.2.3. Thi nghiém 5. Panh gia sy sinh truwéng, phat trién, dic diém hoa va chon
loc mdt s6 dong lai c6 trién vong
2.2.3.1. Vit liéu va thiét bi

Chin t6 hop lan lai Dendrobium thap cay, mdi t6 hop lai chon ngau nhién 30
ciy du tiéu chudn dua ra tréng trong nha ludi (cay cao tir 5 - 6 cm, ¢6 3 - 4 14).

Gia thé trong lan: 100% xo dira da qua xir 1y,
2.2.3.2. B tri thi nghiém

Thi nghiém duogc bd tri theo kiéu tuan tu khong 1ap lai. Mdi to hop c6 30 cay
(ca thé) va toan bo sb cdy theo ddi thi nghiém duoc danh diu theo thir ty tir 1 dén
270. Tong sb chau (ca thé) lan theo ddi: 9 X 30 = 270 (chau). Trong d6:

- T6 hop DMO1x12: dwgc mi hoa theo tht ty tr DMO1x12:01 dén
DM01x12:30.

- T6 hop DM10x01: dwoc mi hoa theo tht ty tr DM10x01:31 dén
DM10x01:60.

- T6 hop DM11x12: dwoc mi hoa theo tht ty tr DM11x12:61 dén
DM11x12:90.



- T6 hop
DM11x12:120.
- T6 hop
DM11x24:150.
- T6 hop
DM11x24:180.
- T6 hop
DM12x13:210
- T6 hop
DM12x14:240
- T6 hop
DM12x13:270.

2.2.3.3. Cach thirc thue hién

DM11x18:

DM11x24:

DM12x11:

DM12x13:

DM12x14:

DM24x11:

o1

duoc ma hoéa theo tho tu tr DM11x12:91

dugc ma hoa theo the ty tor DM11x24:121

dugc ma hoéa theo thr tu tr DM11x24:151

dugc ma hoéa theo thr tu tr DM12x13:181

dugc ma hoéa theo thr tu tr DM12x14:211

dugc ma hoéa theo th tu tr DM12x13:241

dén

dén

Sau 6 thang nudi cdy in vitro, dua cy con ra vuon wom dé thuan dudng 4

tuan, sau do bo tri cdy lan con vao chau, moi chau mot cay.

Quy trinh trong va cham soc lan theo quy trinh ctia Trung tim Nghién ctru
Nong nghi¢p Cong ngh¢ cao TP.HCM (2011).
2.2.3.4. Chi tiéu theo do6i

Cdc chi tiéu theo déi danh gia dic diém 14, cay:

+ 86 1a/cay (14): dém sb 14 trén cay

+ Chiéu dai 14 (cm): chon 14 16n nhat trén cay dé do, do tir gbc 14 dén chop 14.

+ Chiéu rong 14 (cm): chon 14 16n nhat trén cdy dé do, do khoang cach 2 mép

14 ¢ vi tri gitra 14.

+ Chi€u cao gia hanh (cm): chon gia hanh cao nhat, do tr goc dén co6 14 cao

nhét.

+ Chiéu cao cAy (cm): chon gia hanh cao nhat, do tir gbc dén chop 14 cao nhat.

+ Puong kinh gia hanh (cm): chon thin cao nhat dé do, do dudng kinh & vi tri

gitra than

+ S6 gia hanh: ¢ém s6 gia hanh cua ciy & thoi diém ciy truéng thanh

Cdc chi tiéu theo déi danh gia dic diém hoa:

+ Chiéu dai phat hoa (cm): do chiéu dai cuéng chinh cua phat hoa

+ S6 hoa trén phat hoa (hoa): dém tat ca s hoa trén 1 phat hoa
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+ Sb phat hoa/cay: dém sb phat hoa trén tit ca cac gia hanh cua cay

+ M5 ta cdu trac, mau sic hoa: ghi nhin cdu trac sip xép canh hoa (hd hay
kin), mau sic canh hoa, canh méi.

+ Thoi gian ra hoa (thang): tinh tir khi trong dén khi cAy xuat hién phat hoa

+ Thoi gian hoa nd (ngay): tinh tir lic cAy xuat hién phat hoa dén khi hoa dau
tién nd.

+ Tudi tho hoa (ngdy): tinh tir luc hoa dau tién né dén lic hoa dau tién tan.

+ Mua tr6 hoa: ghi nhan mua ra hoa.

Trén co s& cac thong sb trén chon loc ra dugc mot sb dong lan lai co trién
vong tlr cac con lai dé danh gia dic diém di truyén.

2.2.2. Phwong phap xir 1y so liéu

S6 liéu thi nghiém 3 va 4 duoc thu thap ¢ cac méc thoi gian da xac dinh va xt
Iy, phéan tich bang phan mém SPSS phién ban 19.0.

Tir cc sb lidu ghi nhan duge vé dic diém 14, cAy va dic diém hoa thudc thi
nghiém 5, sitr dung phan mém Minitab dé phan nhom mdi quan hé di truyén giira
cac ca thé trong mdi to hop lai va xac dinh khoang cach di truyén dya trén dic diém
hinh thai.

2.3. Noi dung 3. Chiéu xa giy ddt bién in vitro protocorm lan Dendrobium thap
ciy va chon loc mot s6 dong dot bién c6 trién vong

Chiéu xa gdy dot bién in vitro protocorm lan Dendrobium thap cay va chon loc

mot s0 dong dot bién c¢6 trién vong duoc thuc hién theo so do sau:
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Chicu xa

Qua lan Dendrobium Protocorms sau 20 ngay Protocorms sau 40
thap cay gieo in vitro ngay gieo in vitro

Sang lgc cac dahg d()f bién va tao
cay hoan chinh in vitro (M1V1)

Phan tich
’ DNA

Chon lgc cay bién di
mong muon

Hinh 2.4. Cac budc tao dong lan Dendrobium thap ciy dot bién
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Tiéu chi chon dong Dendrobium thip ciy dot bién trién vong theo dinh
huéng: ¢ chiéu cao ciy tir 15 - 20 cm, s gia hanh tir 3 — 6 gia hanh, s6 la tir 4 — 6
14, sb hoa/phat hoa tir 6 hoa tr¢ 1én, duong kinh hoa tir 4,5 cm tré 1én, c6 mau sic
hoa khéc véi bd me.

2.3.1. Thi nghiém 6. Anh hwéng cia lidu tia gamma *°Co dén sinh Iy va xac
dinh LDs, trong diéu kién in vitro

2.3.1.1. Thi nghiém 6A. Anh huéng ciia lidu chiéu xa gamma *°Co dén ty 18 chét
va xac dinh LDs, ciia to hop lai Dendrobium thip cay DM12x13

a. Vat licu

- Protocorm ciia to hop lai Dendrobium thap cay DM12x13.

- Ngudn tia gamma *°Co (Issledavachel, Lién X6 cii) tai Vién Nghién ciru hat
nhan Da Lat, suat lidu 90 Gy/h, liéu xa 0 Gy (dbi ching), 20, 40, 60, 80 va 100 Gy.

- M6i truong va diéu kién nudi cdy twong tu thi nghiém 4.

b. B4 tri thi nghiém

B6 tri theo kiéu tuan ty khong lap lai, sé nghiém thirc tuong ung véi 6 licu
chiéu xa khac nhau 0, 20, 40, 60, 80, 100 Gy, moi nghiém thuc 3 dia petri, moi dia
petri 100 protocorm. Tong sd binh thi nghiém: 6 liéu xa x 3 dia x 10 binh = 180
binh, mdi binh 10 protocorm.

c. Cach thuc thuc hién

Phuong phap khur trung va gieo hat twong tu thi nghiém 1. Sau 30 ngay nudi
cdy, hat dd héa xanh chuyén thanh dang protocorm, ciy chuyén sang dia petri chira
moi trudng méi, mdi dia petri cay 100 protocorm dé tién hanh chiéu xa sau 10 ngay
cay chuyén. Sau khi chiéu xa 7 ngay, cdy chuyén protocorm sang binh thay tinh dé
theo ddi, mdi dia cdy chuyén thanh 10 binh, mdi binh 10 protocorm dé tranh rui ro
vé nhiém khuan, tao thong thoang cho sy phat trién cta protocorm va dé xac dinh ty
1& chét cua protocorm sau chiéu xa.

d. Chi tiéu theo doi

- Ty 1 chét cua protocorm sau chiéu xa sau 3 thang, 5 thang va 7 thang, duoc

tinh theo cong thuc:

Ty 1& chét (%) = S6 protocorm chét/Tong sd protocorm X 100.
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* Quy udc; protocorm dugc xem 1a chét khi hoa nau hodc khéng tai sinh duoc
thanh chdi.

- Xac dinh liéu lwong chiéu xa gay chét 50% (Sensitive dose) theo mé ta cua
Randhawa (2009).
2.3.1.2. Thi nghiém 6B. Anh huéng cia lidu xa gamma ®Co dén kha ning giy
dot bién va danh gia sy sinh truéng cia cac bién di thudce t6 hop lai DM12x13
trong diéu kién in vitro
a. Vat liéu

- Protocorm ciia to hop lai DM12x13 sau chiéu xa & cac liéu 0, 20, 40, 60, 80
Gy.

- M6i truong va diéu kién nudi cdy tuong tu thi nghiém 4.
b. B4 tri thi nghiém

Tuong tu thi nghiém 6A.
c. Cach thuc thuc hién

O thoi diém 7 ngay sau chiéu xa, protocorm dugc cay chuyén qua moi trudng
nhan chdi. Theo ddi tic dong cua tia xa 1én chiu cao cua ciy, s 14 theo thoi gian.
Chon loc céac cdy in vitro c6 biéu hién bién di va m6 ta sy biéu hién qua kiéu hinh
14, mau séc 14, kiéu hinh than, mau sic than, cac bién di la.
d. Chi tiéu theo doi

- Theo ddi tac dong cia tia xa 1én chiéu cao cdy (cm), s6 14 theo thoi gian;

- S6 dong bién di.

- Tan suat bién di: f % = f /n x 100 (f: s6 c4 thé bién di trong 16; n: sd lugng ca
thé trong 10).

- Ghi nhén céc bién di la khac biét so v6i bd me:

* Kiéu hinh 14: cach b6 tri 14 trén than, hinh dang va mau sdc cua la.

* Kiéu hinh than: nhiéu gia hanh hodc su xuit hién nhiéu chdi trén than, hinh

dang va mau sac cua than.
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2.3.2. Thi nghiém 7. Panh gia sy sinh truwéng, phat trién, dic diém hoa va chon
loc mdt sé6 dong ddt bién c6 trién vong
2.3.2.1. Vit li¢u

Nhitng ciy con ¢ xuat hién bién di, du tiéu chuan dua ra trong trong nha luéi
(cay caotir 5 - 6 cm, c6 3 - 4 14).
2.3.2.2. Bo tri thi nghiém

Thi nghiém duoc bd tri theo kiéu tuan ty khong lap lai, vi 5 nghiém thirc
tuong ung voi 5 lidu xa, mdi lidu xa c6 tir 18 - 54 cay (ca thé) va toan bd sb ciy
theo ddi thi nghiém dugc danh dau theo thu tu tir 1 dén 177, trong dé:

- Liéu xa 0 Gy (Pdi chung): dugc ma héa theo thu ty tir DM12x13-0Gy:01
dén DM12x13-0Gy:30.

- Liéu xa 20 Gy: dwgc mi hoéa theo th tr tr DMI12x13-20Gy:31 dén
DM12x13-20Gy:57.

- Liéu xa 40 Gy: dwgc mi héa theo th tu tr DMI12x13-40Gy:58 dén
DM12x13-40Gy:101.

- Liéu xa 60 Gy: dugc mi hoa theo thr ty tir DM12x13-60Gy:102 dén
DM12x13-60Gy:159.

- Liéu xa 80 Gy: duoc mi hoa theo tht tu tr DM12x13-80Gy:160 dén
DM12x13-80Gy:177.
2.3.2.3. Cach thirc thuwe hién

Céc bién di in vitro ¢ thi nghiém 6B du tiéu chuan duoc dem ra vuon wom dé
thuan dudng 4 tuan, sau d6 bd tri cay lan con vao chiu, mdi chau mot cay, gia thé 1a
v6 dura kho.

K§ thuat trong va chiam soc lan twong ty thi nghiém 5.
2.3.2.4. Chi tiéu theo do6i

Tuong ty thi nghiém 5. Trén co s& cac thong s6 thi ngiém, chon loc ra dugc

mot s6 dong dot bién co trién vong dé danh gid dac di€m di truyén.
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2.3.3. Phuong phap xir Iy s6 li¢u

S liéu thi nghiém 6 va 7 duoc phan tich va xir Iy bang phin mém Microsoft
Excel.
2.4. Noi dung 4. Panh gia sw khac biét di truyén va nhan gidng mot sé dong lai,
dong dét bién cé trién vong
2.4.1. Thi nghiém 8. Sir dung chi thi phan tir danh gia su khac biét di truyén
mét s6 dong lai va dong dot bién cé trién vong
2.4.1.1. Vit li¢u thi nghiém

L4 non cua 8 giéng lan Dendrobium mini dugc chon 1am bd me, 8 ca thé con
lai, 3 ca thé dot bién c6 trién vong.
2.4.1.2. Phuong phap nghién ciru
a. Phuwong phap tach chiét DNA tong so

Trong nghién ctru nay, ké thira phuong phap tach DNA c6 sit dung CTAB
(Cetyl trimethylammonium bromide) cua Obara-Okeyo va Kako (1998) lam co so
va mot s6 dicu chinh nho dé tach chiét DNA tong sd ciia cic mau lan Dendrobium
thép cay méi chon loc va bd me.
b. Kiém tra DNA trén gel agarose

- Lay 5 pL mau DNA tron v6i 4 - 5 pL loading dye (saccharose 40%, 0,001%
Bromphenol Blue trong dém TAE 1X, pH 8) cho vao giéng.

- bi¢n di ¢ 100 V, cuong dd 3 A trong thoi gian 15 pht.

- Soi bang gel dién di dudi den tia UV va chup anh bang gel.
c. Kiém tra DNA biang may do quang phd

Sau khi thu nhan duoc nucleic acid, xac dinh ham luong cia DNA bang may
do quang phd.
d. Thuwc hién phan tng RAPD
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Bang 2.4. Tén va trinh tu cac primer RAPD duogc sur dung trong nghién ctru

Tén primer Trinh tu (5°-3")
OPA1l CAGGCCCTTC
OPA2 TGCCGAGCTG
OPA3 AGTCAGCCAC
OPA4 AATCGGGCTG
OPA5 AGGGGTCTTG
OPA9 GGGTAACGCC

OPA11l CAATCGCCGT
OPA13 CAGCACCCAC
OPALl7 GACCGCTTGT
OPA18 AGGTGACCGT

Nguon: cac primer RAPD ¢ Bang 2.4 thudc nhom OPA do hang Operon cung cép.

Céc primer nay da dugc sir dung trén co s ké thira két qua nghién ctru trén 10
gidng lan rimg Dendrobium & ving Pong Nam B cta Viét Nam (Tran Thi Dung,
2010).

* Diéu kién phdn 1tng PCR

Phan tmg PCR thuc hién trén may Biorad vai thé tich 25 pL. Thanh phan va
ndng do cua cic chat tham gia phan Gng nhu Bang 2.5.

Bang 2.5. Thanh phan phan ang PCR

Thanh phan phan tng Nong @6 ddu ~ Nong d6 cudi/phan tng
PCR buffer 10 X 1X

MgCl, 25 mM 2 mM
dNTPs 25 mM 0,2 mM
Primer 100 uM 0,8 uM

Taq polymerase 5U/uL 1U

DNA khuén 25 ng

H.0 Vua du 25 pL

Phan tmg PCR dugc tién hanh trong 6ng Eppendorf 0,2 mL va thyc hién trén

may Biorad theo chu trinh sau:
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Bang 2.6. Chu trinh cua phan tng PCR

Buéc Nhiét d6 (°C) Thoi gian S6 chu ky
1 94 4 phit 1
2 94 1 phat
35 1 phut 45
72 4 phat
3 72 7 phut 1
4 4 Gir

Sau khi két thuc, san pham PCR duoc bao quan trong ti lanh 4°C cho dén khi
tién hanh dién di.

* Pién di san pham PCR:

- Di¢n di trén gel agarose 1% (0,4 g agarose + 40 mL TAE 1X, dun t6i khi
agarose tan hét, dé ngudi xudng t6i khoang 50°C thi bd sung thém 3,5 pL EtBr, lic
déu va do vao khuén gel c¢6 cai lugc).

- Piéu kién dién di: dién thé 120 V, cuong d6 3 A.

- Ly 12 pL san pham PCR trén v6i 3 pL loading dye, dao déu, cho vao giéng
roi tién hanh dién di.

- Sau khi dién di, soi ban gel dudi dén UV va ghi nhén hinh anh.

2.4.2. Thi nghiém 9. Nhan giéng vé tinh mét s6 dong lai trién vong va danh gia
sir sinh truéng trong diéu kién in vitro
2.4.2.1. Vat li¢u

3 ca thé con lai co trien vong: DM11x12:90, DM11x24:139 va
DM12x11:180.
2.4.2.2. B6 tri thi nghiém

Thi nghiém dugc b tri theo kiéu hoan toan ngiu nhién véi 3 lan lap lai, mdi
lan I3p lai 3 binh, mdi binh 9 mau. Sé nghiém thic 1a 3 nghiém thac twong ng voi

3 c4 thé con lai duoc chon.
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2.4.2.3. Cach thirc thue hién

Chdi cuia cac dong lan chon loc dugc khir trung, tach bo 1a va duoc cit thanh
nhitng 14t mong theo chiéu ngang (tTCL) véi kich thudc khoang 1,0 - 1,5 mm. Lat
mong té bao dugc cay 1én méi trudng co ban ¥4 MS ¢6 bd sung BA 3 mg/L két hop
v6i NAA 0,5 mg/L dé phat sinh protocorm like body (PLBS) tir tTCL. Sau 2 thang
nudi ciy, nhitng PLBs thu duogc c6 sirc séng tét, duoc tach thanh cum nhé cé kich
thude 0,3x0,3 cm Vi khoang 4 - 6 PLB, duogc cay 1én méi truong co ban MS ¢ bd
sung BA 1 mg/L va NAA 1 mg/L. Sau 2 thang, PLBs c6 stc song tét lai duoc tach
thanh cum nhé co kich thuée 0,3x0,3 cm voi khoang 4 - 6 PLBs, duoc ciy 1én moi
truong co ban MS ¢6 bo sung BA 1 mg/L va NAA 1 mg/L. Cac PLBs nay duoc
chuyén 1én méi trudng 2 MS + nudc dira 150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/L
+ khoai tdy 50 g/L + than hoat tinh 0,5 g/L dé hinh thanh chdi sau 6 tuan nudi cay.
Sau 2 lan cay chuyén, mdi lan cach nhau 2 thang, choi duoc cdy qua mdi truong MS
c¢6 bo sung saccharose 30 g/L + khoai tay 50 g/L + nudc dira 200 mL/L + agar 8 g/L
+ than hoat tinh 0,5 g/L + chét diéu hoa sinh truong NAA véi nong d6 2 mg/L dé
tao ré (Phu luc 11).
2.4.2.4. Chi tiéu theo doi

- S6 lugng choi (choi), chiéu cao chdi (cm), s6 luong ré (ré) va chiéu dai ré
(cm): twong tu thi nghiém 1 (trang 39).
2.4.3. Thi nghiém 10. Panh gia s sinh truéng, phat trién va dic diém hoa mot
s0 dong lai trién vong trong diéu kién nha luéi
2.4.3.1. Vat liéu

Cay con du tiéu chuan vé than, 14, r& cia 3 dong con lai trién vong thudc thi
nghiém 9, mdi dong 300 cay.
2.4.3.2. Bo tri thi nghiém

Thi nghiém dugc b tri theo kiéu khéi diy da ngau nhién 1 yéu td véi 3 1an lap
lai, s6 nghiém thirc twong tng véi 3 dong con lai duoc chon. Mdi 6 co so 100 cay.
2.4.3.3. Cach thirc thye hién

Sau 2 thang tir khi xir 1y tao ré&, chon nhiing cay con c6 chiéu cao dong déu (3

— 4 cm, c6 tir 4 — 5 14) chuyén ra vuon vom dé wom khoang 3 - 4 tuan. Cay lan con
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duogc trdng trong chau, mdi chau mot cay, gia thé 1a dira miéng. Quy trinh trdng va
chdm soc lan twong tu thi nghiém 5.
2.4.3.4. Chi tiéu theo do6i

- Chiéu cao cdy (cm), chiéu cao gia hanh (cm), sé gia hanh (gia hanh), duong
kinh gia hanh (cm), s6 1a (14), chiéu dai 14 (cm), chiéu rong 1a (cm) & thoi diém 8
thang sau trong.

- Chiéu dai phat hoa (cm), s6 hoa/phat hoa (hoa), duong kinh hoa (cm), ty Ié
cay ra hoa (%).

Céch do dém chi tiéu twong tu thi nghiém 5.
2.4.4. Thi nghiém 11. Nhan gidng v tinh mot sé6 dong dot bién trién vong va
danh gia su sinh truéng trong diéu kién in vitro
2.4.4.1. Vat li¢u

3 dong dot bién co trién vong: Dong DM12x13-20Gy:38, Dong DM12x13-
40Gy:76, Dong DM12x13-60Gy:142.
2.4.4.2. Bo tri thi nghi¢m

Thi nghi€ém duoc bé tri theo kiéu hoan toan ngau nhién véi 3 lan lap lai, moi
lan 1ap lai 3 binh, mdi binh 9 mau. Sé nghiém thire 1a 3 nghiém thie twong ang véi
3 dong d6t bién duoc chon.
2.4.4.3. Cach thirc thue hién

Tuong tu thi nghiém 9.
2.4.4.4. Chi tiéu theo doi

Tuong tu thi nghiém 9.
2.4.5. Thi nghiém 12. Panh gia su sinh truéng, phat trién va dic diém hoa mot
s6 dong dot bién trién vong trong diéu kién nha luéi
2.4.5.1. Vat li¢u

Cay con du tiéu chuin vé than, 14, ré cua 3 dong dot bién trién vong thudc thi

nghiém 11, mdi dong 300 cay.
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2.4.5.2. Bo tri thi nghi¢m

Thi nghiém duoc bb tri theo kiéu khdi day du ngau nhién 1 yéu t6 vé6i 3 1an lap
lai, s6 nghiém thirc twong Gmg véi 3 dong dot bién duoc chon. Mdi 6 co sd 100 cay.
2.4.5.3. Cach thire thuc hién

Tuong tu thi nghiém 10.
2.4.5.4. Chi tiéu theo doi

Tuong tu thi nghiém 10.
2.4.6. Phwong phap xir 1y s6 liéu

Phén tich két qua di truyén bang phan mém NTSYSpc: Tir két qua phan tng
PCR — RAPD thi nghiém 8 tién hanh xac dinh mtc do da hinh cua céac dong
Dendrobium bing cach so sanh cic phian doan DNA. Cac phan doan dugc ghi nhan
dua trén sy c6 mat hay khong c6 madt cuia ching trén anh dién di. Néu xuit hién
phan doan DNA ki hi¢u I1a 1 va khong thi ki hiéu 1a 0. Cac s6 liéu thu duoc s& duge
xttr 1y va phan tich trong chuong trinh NTSYSpc version 2.1 (Numbercial
Taxonomy SYStem), sé lidu nay sé duoc xur Iy dé xay dung ma tran twong dong
(Similarity matrix) hodac ma tran khoang cach (Distance matrix). Cac ma tran nay
biéu hién cho mdi quan hé xa gan vé mit di truyén gita cic mau phén tich va dugc
xay dung dya trén cong thirc toan hoc cua Nei va Li (1979):

Sxy = 2Xyl(X +Y)

Trong d6: xy: s6 biang giita 2 mau

x: s6 bang ctia mau x

x: 6 bang ctia mau y

Syy: hé s6 twong dong gitra 2 mau x va y

Tu S,y tinh dugc khoang cach di truyén gita x va y: Dy, = 1- Sy

S6 liéu thi nghiém 9,10,11 va 12 dugc thu thap ¢ cdc mdc thoi gian da xac

dinh va xtr 1y, phan tich bang phan mém SPSS phién ban 19.0.
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Chuong 3
KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Xac dinh mdi trueong va diéu kién nudi cdy thich hop cho sw phat trién ciia
hat lan lai Dendrobium thép cay
3.1.1. Xac dinh méi trwomg nudi ciy thich hop cho sy niy mam, sy hinh thanh
chdi va ré ciia hat lan lai Dendrobium thép cay

Do hat khéng c6 ndi nhii nén vi¢c gieo hat 1a budc dau tién va 1a mot bude rat
quan trong trong cong tac lai tao va chon giéng lan Dendrobium. Néu budc gieo hat
khong hoan thién thi cac bude tiép theo khong thé tién hanh va do do toan bo qua
trinh chon loc con lai s& khong cho két qua nhu mong doi. Nhiéu tac gia da sir dung
moi truong Vacin va Went (VW) va Murashige va Skoog (MS) trong nudi cdy mo
va gieo hat nhiéu loai thudc ho lan (Vii Ngoc Lan, 2013). Két qua vé sy chuyén bién
hinh thai cta hat lan Dendrobium thip cay khi gieo trén ba moi trudng MS, ¥ MS
va VW (déu co bo sung saccharose 30 g/L + agar 7 g/L) duoc thé hién qua Bang 3.1.

Hat lan rat kh6 nay mam trong tu nhién (chi nay mam tir 1 — 2%) do hat lan c6
kich thuéc rat nho va khong chira chat dinh dudng du trit. Viéc gieo hat lan duogc
thuc hién trong phong thi nghiém 1a bat budc trong cong tac lai tao giéng lan
(Duong Hoa X0, 2011). Bang 3.1 cho thiy tai thoi diém 60 ngay sau khi gieo, cac
protocorm trén moi trudng MS va 4 MS phat trién dong déu véi nhau c6 nhiéu 14
mam khoé, mau xanh twoi, mirc do ndy mam 16n hon 85%. Méi trudng VW ciing cd
mitc do ndy mam 16n hon 85%, tuy nhién do thanh phan dinh dudng ctia méi trudng
VW thap hon méi trudng MS nén protocorm trén moi truong VW nhd, ¢6 mau xanh
nhat va khong phat trién nhanh nhu nhimng hat lan dugc gieo trén méi truong MS.
MBoi trudng ¥4 MS tuy ham luong da lugng chi bang mot nira so voi méi truong MS,
nhung trong giai doan gieo hat ty 16 ndy mam va chat luong protocorm giéng nhu
moi truong MS, vi trong giai doan nay cac protocorm con nhd nén st dung it cac
nguyén t6 da luong. Két qua nghién cu ndy twong tu nhu nghién ctru cia
Rajkumar Kishor va ctv (2006) khi gieo hat loai lan lai Ascocenda ‘Kangla’: moi
truong » MS hiéu qua nhat cho sy phat trién cua hat lai gitta V. coerulea x A.

auranticum, tiép theo 1a méi trudng Vacin and Went (VW) va Knudson C (KC).
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Bang 3.1. Anh huong cua 3 loai méi trudng nudi cdy 1én sy nay mam, nhan choi va

tao ré lan lai Dendrobium thap cay

M0oi trwong nudi cay

Chi tiéu theo doi

MS 1 MS VW
Giai doan nay mam (60 ngay sau gieo hat)

Mtrc d6 nay mam ++++ ++++ ++++
Hinh thai protocorm tron (3~ protocorm tron (3 Protocorm tron (2 -
protocorm —4 mm), xanh hoi —4 mm), xanh hoi 3 mm), xanh nhat

dam dam
Giai doan nhan choi (60 ngay sau khi cay chuyén)
S6 choi (choi) 5,95° + 0,35 8,927+ 0,46 4,77° + 0,59
Chiéu cao choi 1,55%+ 0,06 1,58% + 0,24 1,02° + 0,06
(cm)
S6 14 (14) 3,19° + 0,58 3,52% + 0,72 3,08°+ 0,37
Giai doan tao ré (60 ngay sau khi cay chuyén)
S6 18 (1) 16,81% £ 0,55 9,59° + 0,82 8,88+ 1,33

Chiéu dai ré (cm) 5,77°+ 1,05 4,11% + 0,98 3,36° + 0,44

Chiéu cao chdi 4,14+ 1,12 2,89° + 0,48 2,66"+ 0,59
(cm)
S6 14 trén choi (14) 5,21%+ 1,31 4,07° £ 0,58 4,11°+ 0,05

Ghi cht: +: mirc d6 nay mam < 50%; ++: mue do nay mam tir 50 - 69%, +++: mirc do nay mam tur
70% - 84% , ++++: mirc d6 ndy mam > 85%. i
Trong cung nhom thoi gian cua cung mét hang, cac gia tri c6 ky tu theo sau khac nhau thé hién
murc d6 khac biét c6 y nghia thong ké voi gia tri P < 0.01.

Nhén chdi 1a giai doan cho phép nhan nhanh sé lugng 16n cdy trong thoi gian
ngan. Choi lan lai Dendrobium thap ciy duoc cdy trén ba moi truong MS, %4 MS,
VW dé nhan chdi. S6 chdi, chiéu cao chdi va s6 1a/chdi duge theo ddi va duge thé

hién qua Bang 3.1.

Bang 3.1 cho thiy tai thoi diém 60 ngay sau khi cdy, méi truong % MS van 1a
moi trudng cd s6 chdi va s 1a cao nhat, khac biét c6 ¥ nghia thong ké so véi hai
mdi truong con lai. Trong khi d6, mdi trudng MS lai 1a méi trudng cho chiéu cao
choi cao nhat nhung khac biét khong co ¥ nghia théng ké khi so v6i chiéu cao choi

& moi truong 4 MS. Ngoai ra, khi quan sat hinh thai phét trién ctia mau trén cac
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mdi truong thi chdi duoc nudi trén moi truong % MS ¢ nhidu wu diém vuot troi
hon hai méi trudng con lai nhu cay to khoe, 14 xanh muot. Két qua nghién ciru
turong ty nhu nghién ciru ciia Rajkumar Kishor va ctv (2006) khi nhan chdi loai lan
lai Ascocenda ‘Kangla’. Nam 2007, Kong va ctv di nghién ctru va dé& xuat méi
treong nhan nhanh chdi trén gidng lan Dendrobium strongylanthum 13 méi trudng
» MS. Nguyén Thi My Duyén (2009) di nhan gidng lan Dendrobium mini va két
qua cho thay chdi lan Dendrobium mini phat trién tot trén moi trudng 4 MS, & thoi
diém 2 thang sau khi céy dat 3,8 choi, choi cao 1,26 cm.

Bang 3.1 cho thay sau khi cidy 60 ngay, sé luong ré cua chdi lan lai
Dendrobium thap cay trén 3 méi truong khac nhau da khac nhau va méi truong MS
cho sb luong ré cao nhat va khac biét co ¥ nghia thong ké so v6i méi truong ¥ MS
va moi truong VW. Ngoai ra, chdi cdy trén moi truong MS thoi diém 60 ngay co
chiéu cao va sb 14 cao nhét, khac biét co ¥ nghia thong ké so v6i 2 mdi trudng con
lai. Két qua nghién ctru nay twong ty nhu nghién ctu cia Nguyén Thanh Tung va
ctv (2010) khi tao ré in vitro chdi lan hoang thao than giy (Dendrobium aduncum)
trén moi truong MS. Nguyén Thi My Duyén (2009) da tién hanh nhan gidng lan
Dendrobium anosmum va nhan thay chdi lan Dendrobium anosmum tao ré tét nhat
trén moi truong MS.

Nhu vay, diéu kién méi trudng thich hop nhat dé gieo hat lan lai Dendrobium
thap cay 1a moi truong 2 MS + saccharose 30 g/L + khoai tay 50 g/L + nudc dira 200
mL/L + than hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L; mdi trudng thich hop nhét cho nhan chdi
lan lai Dendrobium thap cay 13 méi trudng ¥ MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50
g/L + nudce dira 150 mL/L + than hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L; mo6i truong thich hop
nhét cho su tao ré chdi lan lai Dendrobium thap cay 1a mdi trudng MS + saccharose 20
g/L + khoai tay 50 g/L + nudce dira 150 mL/L + than hoat tinh 0,5 g/L+ agar 7 g/L. Cac

mdi trudng ndy s& duge sir dung cho cac thi nghiém tiép theo.
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3.1.2. Xac dinh ty 1¢ 4nh sang dé-xanh dwong va cuwong dd chiéu sang thich hop
cho s ndy mam, sy hinh thanh chéi va ré ciia hat lan lai Dendrobium thip cay
3.1.2.1. Anh huéng ciia 4nh siang dén LED & cic cuwong d6 chiéu sing khac
nhau Ién sw phat trién ciia hat lan Dendrobium théap cay

Su két hop gitra ty 1& anh sang dén LED don sic véi cuong d6 chiéu sang da
anh huong khic nhau dén qua trinh ndy mam cua hat lan Dendrobium in vitro sau

39 ngay gieo, két qua duoc trinh bay ¢ Hinh 3.1.
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Hinh 3.1. Anh huong cua ty 18 anh sang don sic tir dén LED do/xanh duong va
cuong d6 chiéu sang dén ty 1& nay mam (%) hat lan Dendrobium in vitro sau 39
ngay ciy

Ghi cha: R1: 100D, R2: 75D:25X, R3: 50D:50X; I1: 200 lux, 12: 400 lux, 13: 600
lux, 14: 800 lux; BC: dén huynh quang, 2000 lux.

Hinh 3.1 cho thiy ty 1¢ giita 4nh sang do va xanh duong va cudng do chiéu
sang da anh huong dén qua trinh nay mam cua hat lan Dendrobium thap cay in
vitro. Sau 39 ngay nudi cay, dudi ty 1& 100% anh sang do ¢ cac cuong do chiéu
sang 200 lux va 400 lux, hat lan dat ty 1€ ndy mam cao trén 50% so v&i cac ché do
chiéu sang dén LED khac. Trong d6, su két hop cua 50% anh sang d6 va 50% anh
sang xanh duong & cudng d6 chiéu sang 400 lux, 800 lux hat lan dat ty 16 nay mam

thap nhat (20,7% va 21,8% tuong ng). Két qua nay ciing pht hop véi két qua Ryu




67

va ctv (2012) khi nghién ctru trén loai Taraxacum officinale, tac gia da ghi nhan dén
LED @6 cho ty 1& nay mam cao hon dén LED xanh dwong ciing nhu su phéi hop
gitta LED xanh duong va LED dé.

Duéi cing cudng do chiéu sang 400 lux, hat lan dat ty 1& ndy mam cao nhat
63,70% & nghiém thire 100% anh sang do, thip nhit 20,7% ¢ nghiém thic (50D:
50X). Nhin chung, xu huéng giam anh sang do va thay thé bang 4anh sang xanh
duong 1am ty 18 nay mam cua hat lan Dendrobium in vitro giam xudng.

Thuc hién kiém tra tric nghiém T — test giita nghiém thtrc 4nh sang dén huynh
quang (d6i chimg) va nghiém thirc anh sang dén LED (100D, 400 lux) cho thiy sy
khac biét vé ty 1é nay mam co y nghia thong ké, trong dé ty 1& nay mam cta nghiém
thire d6i ching chi dat 30,3%, thap hon nghiém thirc nudi dudi anh sang dén LED
(100D, 400 lux) - 63,7%.Két qua thi nghiém cho thiy qua trinh ndy mam cta hat lan
Dendrobium khong nhitng phu thudc vao méi trudng nudi cdy ma con phu thude
vao chét luong 4nh sang. D4i v6i hat lan Dendrobium, anh sang do giit vai trd quan
trong dbi véi tién trinh nay mam cua hat. Diéu nay co thé do su nhay cam cua hat
v6i anh sang dwoc quyét dinh boi nhom protein nhay cam voi anh sang do
(Phytochrome) c6 trong vo hat. Phytochrome cam nhén anh sang vung do, do xa va
truyén tin hiéu xuc tién qua trinh ndy mam cuaa hat (Brown va ctv, 1995). Bdi véi lan
Dendrobium, Phytochrome cam nhan anh sang ving do6 truyén tin hiéu xtc tién su
nay mam cua hat lan, gitp hat lan nudi dudi 100% anh sang LED do dat ty 18 nay
mam cao hon so v&i hat nudi dudi cac hé thong dén LED khéac. Nhu vay, anh sang
LED d6 giit vai trd quan trong trong qua trinh ndy mam ciia hat lan Dendrobium.
3.1.2.2. Anh huéng ciia anh sang dén LED & cAc cwong d chiéu sang khac
nhau dén sy hinh thanh va phat trién protocorm lan Dendrobium thip ciy

Anh huong cia ty 1é anh sang do-xanh duong va cuong d6 chiéu sang tir dén
LED don sic dén sy hinh thanh va phat trién protocorm lan Dendrobium thap ciy

duogc thé hién qua Bang 3.2.
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Bang 3.2. Anh huong cua ty 1& anh sang don sic va cudng d6 chiéu sang dén hé sb

nhan protocorm ctia lan Dendrobium thap cay sau cay chuyén 8 tuan

Chitidu Ty léanh Cudng do chiéu sang (lux) (1)

theo doi sang 'I:rung
) (R 200 400 600 800 binh R
Hé s6 100D 1,8% 2,4 1,8 1,8% 1,9"°
nhan 50D: 50X 2,2% 1,8 1,9 1,6 1,8°
protocorm  75B: 25X 2,020 2,1%° 2,2 1,9 2,0%
(1an) Trung binh I 2,0% 2,1% 2,0% 1,8°
Fr=33* F, =84**  Fg =64** CV=79%

S6 liéu hé s6 nhan protocorm (lan) dwge chuyén doi theo cong thire (\/x) trieGe khi xir Iy thong ké,
Nhitng chit cai khdc nhau (a,b,c, ...) thé hién suw khdc biét ¢6 y nghia vé mdt thong ké ¢ mirc xdc
sudt P < 0,01 (*%), P <0,05 (*)

Bang 3.2 cho thiy dudi anh sang dén LED, protocorm khéng nhitng phat
trién t6t ma con dat hé sd nhan cao khi hat duogc chiéu sang dudi 100% &anh sang
LED d6 va (75B: 25X). Két qua nay trai ngugc v6i nhan dinh cia Xu va cs (2009),
tac gia da khang dinh dudi anh sang LED xanh duong ty 16 mau cta lan Oncidium
in vitro hinh thanh PLBs cao nhét va thap nhat & anh sang LED d6. Khi hat dugc
chiéu sang 400 lux, protocorm dat hé s nhan cao va khac biét co v nghia théng ké
so v6i ba cuong do chiéu sang con lai. Hé s6 nhan protocorm cao nhét 1a 2,4 lan &
nghiém thirc (100D, 400 lux) va sy khac biét nay c6 y nghia théng ké so voi cac
nghiém thic dén LED khéac. Hé sb nhan protocorm thap nhit (1,6 1an) ¢ nghiém
thire (50D: 50X, 800 lux).

Thuc hién kiém tra tric nghiém T — test giita nghiém thirc ddi chimg dén
huynh quang va nghiém thirc (100D, 400 lux), hé s6 nhan protocorm & nghiém thirc
d6i chimg chi 1,7 14n, trong khi nghiém thirc (100D, 400 lux) dat 2,4 1an va khac
biét co ¥ nghia thong ké. Két qua nay ciing twong tu véi két qua ctia Habiba va ctv
(2014) khi khao sat anh huong cua ty I¢ anh sang khac nhau 1€n qua trinh sinh
truong va phat trién cia PLBs (protocorm like body) & loai lan Dendrobium
kingianum in vitro. Tac gia ndy nhan dinh rang 4nh sang tring cia dén huynh
quang, su két hop anh sang LED d6 va LED xanh duong (50D: 50X) cho két qua
PLBs duogc hinh thanh déu thip hon so véi 100% LED xanh dwong hodc 100%
LED do.
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Hinh 3.2. Protocorm lan Dendrobium sau 30 ngay gieo hat

a. ben huynh quang, b. (100 D,200 lux), c. (75D: 25X, 200 lux),
d. (50b: 50X, 600 lux)

3.1.2.3. Anh huwéng ciia anh sang dén LED ¢ cac ty 1é anh sang do/xanh dwong va
cwdng dd chiéu sang khac nhau dén hé s6 nhan va kich thuée chdi lan Dendrobium
thip cay in vitro

Anh huéng cua ty I 4nh sang don sic do-xanh duong va cuong do chiéu sang
dén he sb nhan chdi lan Dendrobium thép cay in vitro sau cdy chuyén 4 tuan dugc thé

hién qua Bang 3.3.

Két qua Bang 3.3 thé hién sy khac biét vé hé sé nhan chdi lan Dendrobium thap
cdy in vitro khi chdi dwoc nudi dudi cac ty 1¢ anh sang LED khac nhau. Duéi cac ty
1¢ 4nh sang dén LED don sic khac nhau, sy khac biét vé hé s6 nhan chdi lan
Dendrobium giita cac ty 1¢ 4anh sang khong c6 ¥ nghia thong ké. Tuy nhién, khi chdi
duoc chiéu sang 800 lux thi chdi dat hé s6 nhan chdi cao nhit va khac biét ¢ v
nghia thong ké so véi cac cudng d6 anh sang 200 lux, 400 lux, 600 lux. Su két hop
giira ty 16 anh sang va cuong do chiéu sang cho chdi dat hé sé nhan cao nhét 1,8 1an
khi chdi nudi dudi didu kién (75D: 25X, 800 lux), trong d6 hé s nhan chdi thap
nhit 1,2 1an khi chdi dugc chiéu sang (50D: 50X, 400 lux) va su khéac biét ndy c6
nghia thong ké so v&i cac nghiém thitc dén LED khac. Nhin chung, chdi lan
Dendrobium sau khi cit hét ré dugc nudi cdy dudi ty 1¢ anh sang LED dé/xanh
duong & cac cuong do chiéu sang khac nhau van sinh trudng va phat trién binh
thuong nhung khi giam ty 1 anh sang LED xanh duong, chdi lan cho nhiéu chdi
phat sinh va dat gi4 tri cao nhét & diéu kién anh sang (75D: 25X, 800 lux).
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Bang 3.3. Anh hudng cua ty 18 anh sang don sic do/xanh duong va cudng do chiéu

sang dén hé s nhan chdi va chiéu cao chdi lan Dendrobium in vitro sau cay 4 tuan

ch Ty I€ anh Cuong do chiéu sang (lux) (1) T
iti€u rung
sang
theo doi 200 400 600 800 binh R
(%) (R)
100D 1,3 1,3 1,3 1,3° 1,3
H¢ so b b b b
50D: 50X 1,3 1,2 1,4 1,3 1,3
nhan b b b .
. 75D: 25X 1,3 1,3 1,4 1,8 1,4
cno1
(in) Trung binh I~ 1,3%® 1,2° 1,3%° 1,5
an
Fr =3,0® F =45** Fg =28 CV=10,2%
100D 4,2 4,0 3,6 4,2 40"
Chidu 50b: 50X 3,5% 3,5% 3,4% 3,3%® 3,48
cao chdi 75b: 25X 3,1° 2,2° 3,6% 3,4% 3,18
(cm) Trung binh I 3,6 3,2 3,5 3,6

FR = 20,7** F| = 2,2ns FR| = 3,8** Cv= 10,2%

Nhitng chir cdi khdc nhau (a,b,c, ...) thé hién su khac biét cd y nghia vé mat thong ké & mirc
xac suat P < 0,01 (*¥*), ns: khac biét khong co y nghia thong ké.

Bang 3.3 va Hinh 3.3 cho thay dudi anh sang d6 (100%) choi lan cao nhat va
khac biét co ¥ nghia thong ké so voi hai ty Ié anh sang (50D: 50X) va (75D: 25X).
Chéi lan sinh truong tét va dat cao nhat 4,2 cm khi chdi duge nudi dudi diéu kién
(100D, 800 lux) va su khac biét nay rat c6 y nghia thong ké so véi cac nghiém thirc
dén LED khac. Trong d6, chiéu cao chdi thap nhat 2,2 cm khi chéi nudi dudi ty 18
anh sang (75D: 25X, 400 lux). Nhu vay, anh sang d6 c6 tic dung kéo dai ddt than

chéi, két qua nay ciing pht hop véi két qua nghién ctru ciia Hoenecke va ctv (1992).
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3.1.2.4. Anh hwéng ciia anh sang dén LED & cac cwong dd chiéu sang khac
nhau dén sy phat trién ré tir chdi lan Dendrobium thip cay

Anh huéng cia ty 16 anh sang don sic tir dén LED do/xanh duong va cudng do
chiéu sang dén sb ré va chiéu dai ré cua lan Dendrobium thip ciy in vitro sau ciy
chuyén 4 tuan duogc thé hién qua Bang 3.4.
Bang 3.4. Anh huong cua ty 18 anh sang don sic do/xanh duong va cudng do chiéu

sang dén s ré va chiéu dai ré cua lan Dendrobium thap cay in vitro sau cay 4 tuan

Chitiéu Ty I¢ anh sang Cuong do chiéu sang (lux) (I) Trung
theo ddi (%) (R) 200 400 600 800 binh R
100D 2,9 2,4% 2,3% 2,3% 2.4
.« 50D:50X 2,3% 2,7 2,7 2,4%° 2,5
Soré
3 75D: 25X 2,6° 1,9° 2,8 2,7 2,5
re
Trung binh I 2,6 2,3 2,6 2,5
FR = O,Zns F| = 1,4ns FR| = 2,8* CV = 13,3%
100D 0% 0,9™ 0,8° 0,8 0,9°
Chieu  50p. 50x 1,1% 1,12 1,12 1,0%cd 11°
dairé  75P:25X 1,1% 1,0%c 1,22 1,2 1,14
(cm)  Trung binh I 1,1 1,0 1,0 1,0
Fr = 22,7** F =15 Fry = 3,3** CV=89%

S6 liéu chiéu dai ré duwoc chuyen doi theo cong thirc (Vx) trong qud trinh thong ké. Nhiing
chit cdi khdc nhau (a,b,c,...) thé hién su khdc biét ¢6 y nghia thong ké ¢ mirc xdc suat P < 0,01
(**), ns: sw khdc biét khong cé y nghia thong ké.

Bang 3.4 cho thiy choi lan sau khi cat hét 1& dugc nudi dudi anh sang dén
LED & céc ty 1é anh sang va cuong do chiéu sang khac nhau van sinh truong va
phat trién binh thuong, nhung dudi diéu kién (100D, 200 lux), chdi lan dat s6 ré
nhiéu nhét (2,9 ré/chdi) va khac biét c6 y nghia thong ké so véi cac nghiém thirc
con lai. Tuy nhién, khi xét riéng timg yéu té (yéu té ty 1& anh sang, yéu t6 cudong do
chiéu sang) sy khac biét khong co ¥ nghia théng ké. Nhu vy, anh sang LED d6 &
cudng d6 chiéu sang thich hop d3 1am ting s lwong ré hinh thanh tr mau choi
trong vi nhan giéng lan Dendrobium va két qua nay twong ty véi nghién ctu trén
cay nho cua Poudel va ctv (2008).

Bang 3.4 cho thiy chdi lan nuéi & nghiém thie (75D: 25X, 600 lux) c6 chiéu

dai ré dai nhat (1,2 cm) va khéac biét c6 ¥ nghia thong ké so voi cac nghiém thic
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khac. O cac cuong do chiéu sang khac nhau, sy khac biét vé chiéu dai ré khong ¢ y
nghia thong ké. Tuy nhién, & cac ty 1é anh sang khac nhau, sy khac biét vé chiéu dai
r& ¢6 ¥ nghia thong ké. O nghiém thire (75D: 25X), chdi lan ¢ chiéu dai ré dai nhét
(1,1 cm) va ngan nhat khi chdi duge nudi dudi didu kién 100% anh sang LED do
(0,9 cm). Két qua nay trai nguoc véi két qua ctua Ryu va ctv (2012) khi nghién ciru
anh huoéng cia anh sang dén LED 1én qu4 trinh ndy mam, sinh truéng va ham luong
anthocyanin trén cay Taraxacum officinale, tic gia cho rang chiéu dai ré cia cay
nudi dudi 100% anh sang LED d6 dai hon so véi ré ciia cdy nudi dudi cac ché do

chiéu sang 100% LED xanh duong, (50D: 50X) hodc anh sang den huynh quang.
e
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Hinh 3.4. Anh hudng cia anh sang don sic dén hinh thai ré lan Dendrobium thap :
cdy in vitro sau ciy chuyén 4 tuan (a. B/C: d6i ching, b. R111: 100D — 200 lux, c.
R2I3: 50b: 50X — 600 lux,d. R313: 75D: 25X — 600 lux)

Vé hinh thai ré, chdi lan & nghiém thirc 100% LED do va (75D: 25X) ¢6 bo ré
xanh nhat va ém. O nghiém thirc (50D: 50X), chdi lan c6 ré map, khoe, ngoai ré
dugc phi mot 16p mac dé giit nude cho lan (Hinh 3.4).

Tir cac két qua Bang 3.2, 3.3 va 3.4 ¢6 thé két luan hat lan Dendrobium thap
cAy phét trién va ndy mam t6t nhat ¢ diéu kién anh sang (100D, 400 lux). Su gia
tang s6 chdi lan Dendrobium thip cdy dién ra nhanh nhat & ché do chiéu sang (75B:
25X, 800 lux) va ra ré tot nhat & ché do chiéu sang (50D: 50X, 400 lux).
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3.2. Lai tao hoa lan Dendrobium thap ciy, dinh gia sinh truwéng, phat trién va
chon loc mot sé dong lai ¢é trién vong

3.2.1. Lai tao va danh gia phan mg ciia hoa sau khi thu phian & 20 t6 hop lai
Dendrobium thap cay

3.2.1.1. Panh gia dic diém thu phan caa 20 t6 hep lan lai

Hién tugng hoa héo do hai nguyén nhan: mot 1a do hoa thu phin, hai 14 do hoa
bi mét khéi phan. Biéu hién hoa héo cho biét két qua sy thy phan da xay ra va la
biéu hién dau tién ctia qué trinh thu phan. Sau khi thuc hién cac phép lai giita 15
giong lan Dendrobium thap cay da duoc thu thap thong qua 20 t6 hop lai, biéu hién
hoa sau khi lai cua cac to hop lai duoc theo dai, két qua thé hién qua Bang 3.5.

Sau khi tién hanh lai, da s6 cac t6 hop lai ¢6 hién twong héo nhanh (50%) va
héo hoan toan, ching to cac to hop lai trén da xay ra hién tuong thu phan (Bang
3.5). Trong céc to hop lai thi ndm t6 hop c6 thoi gian hoa héo 50% khoang 3 ngay,
12 t6 hop c6 thoi gian hoa héo 50% 14 6 ngay, mot t6 hop co thoi gian hoa héo 50%
12 10 ngay (t6 hogp DM12x13). Riéng t6 hop DM25 x DM26 ¢6 hién tuong cudng
phinh 1én nhung hoa khong bi héo (Hinh 3.5). Thoi gian hoa héo hoan toan dao
dong tir 6 - 10 ngay & da sb cac to hop lai, riéng t6 hop DM12x13 ¢6 thoi gian hoa
héo hoan toan 1a 20 ngay. Piéu nay c6 thé giai thich do 16p mang bao boc cac thuy
chta dung cac té bao gbc cua hat lan thuoc gibng DM13 hoi day, di lam cham qua
trinh nay mam cua hat phan, tir d6 dan t6i qua trinh hoa héo & t6 hop DM12x13 1a

1au nhét - 10,3 ngay sau thu phan (Bui Chi Btru va Nguyén Thi Lang, 2007).
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Bang 3.5. Thoi gian xuét hién biéu hién hoa héo cua 20 té hop lan lai

Té hop lai Thoi diém hoa bat dau héo Thoi diém hoa héo
' (ngay sau thu phan) hoan toan (ngay sau thu phan)

DMO01x12 3,3+0,3 6,3+0,3
DM10x01 6,0 0,0 10,3+0,3
DM11x18 6,3+0,6 10,0+ 0,0
DM12x11 6,3+0,3 10,3+ 0,6
DM11x12 6,0+0,0 10,3+0,3
DM13x11 6,0 0,0 10,0+ 0,0
DM24x11 3,3+0,3 6,0+ 0,6
DM11x24 6,0+0,0 10,3+0,6
DM24x01 6,3+0,3 10,0+ 0,0
DM13x24 3,3+0,3 6,0+0,0
DM14x12 6,3+0,3 10,3+0,6
DM12x13 10,3+1,0 20,3+0,6
DM13x12 3,0+0,0 6,3+0,3
DM26x13 3,0£0,0 rung sau 3 ngay
DM12x14 6,3+0,6 10,0+0,0
DM26x24 6,0 £0,0 rung sau 6 ngay
DM15x25 3,0+0,0 6,3+0,6
DM25x26 Khong héo rung sau 45 ngay
DM28x26 6,3+0,6 rung sau 6 ngay
DM28x30 6,0+ 0,0 rung sau 6 ngay

Biéu hién hoa héo cho biét két qua su thy phan da xay ra nhung van chua cho
biét dugc su thy tinh thanh cong hay khong. Nhu vay biéu hién hoa héo chi 1a biéu
hién dau tién cua qué trinh thu phan. Dé biét nodn di dwogc thy tinh hay chua can
phéi theo ddi trong thoi gian tiép theo. Trong céac to hop lai duoc nghién ciru thi to
hop DM26x13 ¢6 thoi gian hoa héo 50% 1a 3 ngay, twong tu két qua nghién ctru ca
Xu va ctv (2013) trén dbi tuwong lan Dendrobium candidum Wall. ex Lindl (qué
trinh thy phan chéo xay ra tot nhat vao thoi diém 2 - 4 ngay sau lai). To hop
DM26x24, DM28x26 va DM28x30 c6 thoi gian hoa héo 50% la 6 ngay nhung sau
d6 cac hoa déu bi rung. Pidu nay 1a do hat phan tir cdy bd co ciu trac khong tuong
thich voi voi nhuy cta cay me din toi dng ddn phan moc ra khi hat phan ndy mam ¢
dau nhuy ngin hon hodc dai hon voi nhyy cila cdy me, diéu nay da lam cho tinh tir
khong thé dén dugc bau nodn va qua trinh thy tinh thit bai ¢ cac to hop lai trén

(Zhang va ctv, 2006).
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T4 hop lai
DM12x11

Sau 3 ngay Sau 6 ngay Sau 10 ngay Sau 20 ngay

DM12x13

DM15x25

Rung sau 10 ngay

Hinh 3.5. Hinh thai hoa ctia mot s6 t6 hop dién hinh ¢ cac thoi diém hoa héo 50% va hoa héo hoan toan.
Thanh ngang c6 kich thude 1 cm.
30 ngay

10 ngay 45 ngay

Rung sau
45 ngay

Thanh ngang cid kéch thude 1 cm

Hinh 3.6. Hinh thai hoa cua t6 hop DM25x26 theo thoi gian



76

Dic biét ¢ t6 hop DM25x26 khéng c6 biéu hién hoa héo nhung cudng hoa
phinh to ra dén giai doan 45 ngay rdi rung (Hinh 3.6). Piéu nay c6 thé do hat phan
ctia cAy DM26 sau khi roi trén dau nhuy ctia cdy DM25 d3 kich thich su phan chia
ctia 16p té bao vo bau nhuy, 1am chung phat trién phinh to ra, tuy nhién su thu phan
d3 khong xay ra nén sau 45 ngdy, hoa bi rung. Nhu vay, trong 20 t6 hop lai nghién
ctru thi da c6 15/20 t6 hop dau qua va cho qua phat trién hoan chinh.
3.2.1.2. Xac dinh dic diém qua trinh phat trién cia qua

15 t6 hop lai dau qua tiép tuc dugc theo ddi qua trinh phat trién caa qua. Su

phat trién cua qua lan cua 15 t6 hop lai hitu thu sau 75 ngay thu phan duoc thé hién

qua Bang 3.6.
Bang 3.6. Pic diém cua qua lan cua 15 to hop lai & 75 ngay sau thy phan
2 . Chiéudai  Puongkinh  Khoéi lugng ‘ :
T6 hop lai qué (cm) qué (cm) qua () Hinh dang qua
DM01x12  3,73°+0,06 123°+0,06 3,43°+0,06 Nga‘(?; é’i}llrl;h to
DM10x01 3,07%+0,06 1,37°+0,15 3,03°+0,15 nt.
DM13x11 3,77 +0,06 143°+0,06 3,739+0,12 nt.
DM14x12 ~ 390°°+0,10 1,43*+0,06 4,13"+0,06 nt.
DM13x12  3,93® 10,06 1,43®+0,06 4,10"+0,10 nt.
DM11x18 5204020 153006 4,07"+006 P2b pg}i‘g;h oo
DM12x11 583 +0,15 1,53°+0,06 4,23'+0,12 nt.
DM11x12 510'+0,10 1,47®+£0,06 4,07"+0,06 nt.
DM12x13  4239+0,15 133“+0,06 2,87°+0,06 nt.
DM12x14 453"+ 0,06 1,47%+0,06 413" +0,06 nt.
DM15x25 457" +£0,06 1,339+0,06 3,87°+0,12 nt.
DM24x11  413%+0,12 1,10°+0,10 2,33*+0,06 Dai, thon, thing
DM24x01 4,10 +0,10 1,13**+0,06 2,53°+0,06 nt.
DM13x24  3,90*°+0,06 1,23"+0,06 3,07°+0,06 nt.
DM11x24 443" +012 13794006 367 40,12 Dabphinhtod
gira, cong

Trong cling mot cot, cac gi tri ¢6 ky tu theo sau khac nhau thé hién mirc d6 khac biét co y
nghia thong ké vai gia tri P < 0.05.

Trong céc t6 hop lai, cac to hop DM11x18, DM12x11, DM11x12 c6 su phat
trién cta qua sau 75 ngay thu phan véi cac chi tiéu nhu chiéu dai, duong kinh cao

hon cac t6 hop con lai (Bang 3.6). Hinh dang qua cta cac t6 hop nay déu co dic
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diém 1a dai, phinh to & giita va thang. Riéng cac t6 hop DM14x12, qua ngin, phinh
to ¢ gilta va thang nhung dudng kinh va khdi luong qua twong dbi cao (dudng kinh
qua 1,43 cm va khéi luong qua 4,13 g). Nguoc lai, cac t6 hop DM24x11, DM24x01
va DM13x24 ¢6 qua dai nhung thon, dudng kinh qua thip nén din dén khéi lwong
qua thap.

Tuy theo gibng ma thoi gian chin cua qua lan khac nhau, trung binh tir 90 -
200 ngay (D6 Khac Thinh, 2011). Tuy nhién, qua qua trinh thyc nghiém nhén thiy
thoi gian chin cua qua lan lai Dendrobium thip ciy thip hon 90 ngay. Dé danh gia
chat luong cua cac qua lan thu dugc tir cac to hop lai khac nhau, ty 1& dau qua, thoi
gian thu hoach qua va ty Ié qua khong hat cua céc t6 hop lai nghién ciru duoc theo
ddi, két qua duoc thé hién qua Bang 3.7.
Bang 3.7. Ty 1é dau qua, thoi diém thu hoach qua va ty 1& qua khong hat cua 15 t6

hop nghién ctu

2 . Ty 1& dau qua Thoi diém thu Ty 1é qua
T hop 1

o hop fal (%) hoach qua (ngay) khong hat (%)
DMO01x12 66,7°% £ 14,4 65,32+ 5,0 0
DM10x01 75,0+ 250 65,7%+ 0,0 0
DM11x18 66,7+ 14.4 75,0°+5.0 0
DM12x11 100,09+ 0,0 80,0+ 5,0 0
DM11x12 75,0°4 10,0 80,7°+5.,0 0
DM13x11 91,7 £ 14,4 75,3°+ 5,0 0
DM24x11 66,7°% £ 14,4 65,3% + 5,0 0
DM11x24 66,7+ 14,4 65,0° + 5,0 0
DM24x01 50,0% + 25,0 65,32 + 5,0 50,0
DM13x24 66,7°% £ 14,4 75,0° £ 5,0 0
DM14x12 83,39+ 14,4 75,7° £ 5,0 0
DM12x13 100,09+ 0,0 80,3° + 5,0 0
DM13x12 83,3 + 14,4 75,7° £ 5,0 0
DM12x14 58,3 + 28.9 80,0° £ 5,0 0
DM15x25 25,0% + 25,0 75,3°+£5,0 66,7

Trong cung mot cdt, cac gia tri ¢6 ky tu theo sau khac nhau thé hién mirc do khac biét c6 ¥

nghia thong ké vai gia tri P < 0.05.
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Bang 3.7 cho thay ty 1& dau qua cua cac t6 hop lai dao dong tir 25 — 100% tuy
ting t6 hop, trong d6 t6 hgp DM15x25 ¢6 ty 18 dau qua thap nhat (25%) va t6 hop
DM12x11, DM12x13 c¢6 ty 1& dau qua cao nhat (100%). Theo két qua cua
Vendrame (2008) thi ty 18 dau qua dat tir 60 - 80% & hai gidng lai Dendrobium
'Sena Red' va 'Mini WRL'. Theo két qua lai lan Phalaenopsis caa P Khic Thinh
(2011) thi ty 1& ddu qua dat tir 0 — 100%. So v6i nhitng nghién ctru nay thi két qua
nghién ciru cta dé tai co ty 18 dau qua tir 25 - 100%, diéu nay cé thé do viéc lai
trong loai gita cac giong Dendrobium thap cay voi nhau it ¢6 rao can sinh hoc giita
cac ca thé nén ty 1é dau qua cua cac to hop kha cao.

a. Qua lan ¢ 40 ngay sau lai b. Qua lan ¢ 75 ngay sau lai
Hinh 3.7. Qua lan lai Dendrobium thap cay cua to6 hgp DM12x13

Thoi gian thu hoach qua ciing dao dong tir 65 — 80 ngay tuy t6 hop lai, trong
d6 thoi gian thu hoach qua sém nhét (65 ngay sau thu phan) duoc ghi nhan & cac t6
hop DM01x12, DM10x01, DM24x11, DM11x24, DM24x01 va thoi gian thu hoach
qua muodn nhit (80 ngay sau thu phin) duoc ghi nhan ¢ cac t6 hop DM12x11,
DM11x12, DM12x13 va DM12x14.

Trong cac t6 hop lai, hau hét cac to hop lai déu c6 hat, chi riéng qua cta to hop
lai DM24x01 va DM15x25 xuét hién qua khong hat véi ty 1& tuong tng 1a 50% va
66,67%. Khi lai lan Phalaenopsis, P56 Khic Thinh (2011) ciing nhan dugc ty 1& qua
khong hat tir 14,3 — 100%. Diéu nay c6 thé do rao can vé di truyén, su khong phu
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hop vé di truyén gitra bd va me nén sy thy tinh khong thé thuc hién duoc, dan dén
qua chi 14 su phat trién ciia biu noan tao nén qua gia khong hat.

Nhu vay, qua trinh lai tao cac gidng lan Dendrobium thip cdy cho thiy thoi
gian hoa héo hoan toan dao dong tir 6 - 20 ngay. Trong 20 t6 hop lai, chi c6 15 t6
hop lai dau qua vai ty 1€ tir 25 — 100% va thoi gian thu hoach qua tir 65 — 80 ngay.
Da sd qua cua cac t6 hop lai déu c6 hat, riéng td hop lai DM24x01 va DM15x25
xuat hién qua khong hat véi ty 1€ 50% - 66,67% trong téng sb qua thu nhan dugc.
3.2.2. Sw niy mam ciia hat lan lai trong diéu kién in vitro

Hat lan dugc xem la nguén vat liéu nhan giéng rat co y nghia vi hat 1a noi
ma tac nhan gy bénh kho c6 thé tin cong téi, ngay ca cac bénh hai do vi khuan hay
virus. Do d6, khi nhan giong tir hat s& tao ra ngudn cay giéng in vitro tuong doi
sach bénh. Tuy nhién, viéc nhan gidng tir hat ciing c6 nhiéu han ché 1a ciy con tao
ra khong duoc xac dinh chic chan vé kiéu hinh, diéu nay chinh 1a vu thé cta chon
loc, lai tao ra giong méi (Bui Chi Biru va Nguyén Thi Lang, 2007).

Sau khi khtr tring, hat lan lai Dendrobium thap cay duoc gieo trén mdi trudong
15 MS + saccharose 30 g/L + agar 7 g/L (tir két qua thi nghiém 1 vé xac dinh méi
truong nudi cay thich hop cho sy phat trién hat lan lai Dendrobium thap cay). O giai
doan nay, hat lan dugc theo ddi vé mau sac, thoi gian ndy mam va ty I&é nay mam,
két qua duoc thé hién qua Bang 3.8.

Két qua ghi nhan & Bang 3.8 cho thay mau sac cua hat lan cua céc to hop da sb
c6 mau vang, chi mot 6 it c6 mau trang nhu td hop lai DM24x01 va DM15x25.
Thoi gian hat nay mam cua cac t6 hop khac nhau ciing khac nhau (25— 34 ngay);
trong d6 da s6 c6 thoi gian nay mam tir 25 — 26 ngay. Riéng hat cia to hop
DM24x01 va DM13x24 ¢6 thoi gian nay mam lau nhat (31ngay va 34 ngay, tuong
mg). Ty 1& hat nay mam cia da s6 cac t6 hop kha cao (tir 70,00 — 97,33%) ngoai trir
hat ctia cac t6 hop DM24x01, DM13x24 va DM15x25 (ty 16 24,67 — 28,33%) va céc

hat cta cac t6 hop nay déu c6 mau trang.
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Bang 3.8. Dic diém sinh 1y hat cua 15 t6 hop dau qua ¢ giai doan nay mam

To hop lai Mau sic hat mlé:llrl:l(r(liézr;s};f z(Iglfle}(])) nay Ij;l}éi.rlrel (%)
DMO01x12 vang 253 40,6 80,7 + 5,1
DM10x01 nt. 25,7+0.,6 70,0 + 5,0
DM11x18 nt. 26,0 + 1,0 87,7 +2,5
DM12x11 nt. 253+0,6 97,3 +2,1
DM11x12 nt. 257+1,2 80,0 £ 5,0
DM13x11 nt. 26,0 + 1,0 92,3 +2,5
DM24x11 nt. 253 +0,6 63,7 3,2
DM11x24 nt. 263+1,2 77,7+ 8,9
DM14x12 nt. 253+0,6 93,3+ 0,6
DM12x13 nt. 26,0+ 1,0 94,0 + 1,0
DM13x12 nt. 253 40,6 96,3+ 0,6
DM12x14 nt. 26,0+ 1,0 84,0 + 4.6
DM24x01 tring 31,3+1,2 28,3 +3,5
DM13x24 nt. 34,3+ 0,6 247 +2.1
DM15x25 nt. 323+1,5 273+2.5

Bang 3.8 ciing cho thay cac t6 hop lai c6 hat mau vang c6 kha ning thich ng
VGi moi truong trong diéu Kién in vitro cao hon céac t6 hop lai ¢6 hat trang. Két qua
cling twong ty voi nghién ctu cia Udomdee va ctv (2013) d6i véi Dendrobium
nobile va nhan théy ty 1€ ndy mam cua hat lan lai phu thudc vao thoi diém thu hoach
qua. Giira cac thoi diém thu hoach qua lan lai (2, 3, 4 va 5 thang sau khi thu phan)
thi ty 16 nay mam dat cao nhat tir qua thu hoach 4 thang sau khi thy phan va ty 18
nay mam ¢ hat lan lai giong Den. Lucky Girl x Den. Second Love ‘Kirameki’ dat
80,03%, cta hat lan lai gidng Den. Lucky Girl x Den. Hamana Lake ‘Kumi’ dat
83,41% va ty 18 ndy mam cua hat lan tu thu cua gidng lan Den. Second Love
‘Kirameki’ dat 90,06%. Két qua nghién ciru ctia Nguyén Thi My Duyén (2009) trén
lan Dendrobium anosmum cho thiy ty 1& nay mam > 85% ¢ thoi diém 3 thang sau
khi gieo hat. Két qua nghién ctru ciia DS Khic Thinh (2011) cho thay ty 1¢ nay mam
hat lan lai Phalaenopsis tir 81,3 - 92,7%. Ty 1& nay mam cao c6 thé giai thich do
yéu t6 di truyén vé strc séng ctia con lai thé hién & giai doan hat nay mam va do yéu

t6 moi truong nudi cay phu hop, thuan loi cho hat nay mam tét.
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Nhu vdy, hat cta cac té hop lan lai Dendrobium thip cdy c6 mau vang hoic
mau trang. Nhitng hat c6 mau vang c6 thoi gian ndy mam 25 — 26 ngay va ty 1& nay
mam cao 70 — 97%, nguoc lai cac to hop c6 hat mau tring ¢ thoi gian nay mam dai
31 — 34 ngay va ty 1é nay mam thip 24 — 28%.

3.2.3. Panh gia sw sinh truwéng ciia cac con lai tir 9 t6 hop lai trong diéu kién in
vitro

Trong 15 t6 hop dau qua & Bang 3.8 thi c¢6 9 t6 hop gom DM12x11,
DM12x13, DM11x12, DM10x01, DM11x18, DM01x12, DM11x24, DM24x11 va
DM12x14 c6 ty 1é dau qua, ty 18 hat nay mam cao trong diéu kién in vitro duoc tiép
tuc theo ddi va bd tri & cac thi nghiém tiép theo.

Bang 3.9. Kha ning sinh truong chdi va 1a cua 9 té hop lai lan Dendrobium thap

ciy tai thoi diém 180 ngay sau cdy trong diéu kién in vitro

Té hop lai Ty I¢ tao chdi Chiéu cao chdi Sérlé
(choi) (cm) (1a)
DMO01x12 1,7 +£0,7 6,0 £0.8 43 +£1,0
DM10x01 26 +14 57 £0,9 3,6 £1,0
DM11x12 1,0 £0,7 8,7 +£1,2 46+0,8
DM11x18 2,0 £0,7 6,6 0,6 6,5+0,7
DM11x24 0,1 £0,0 6,9 £0,9 55+0,5
DM12x11 20 +1,1 9,2 +1,0 52 + 1,0
DM12x13 0,8 £0,9 76 +1,0 43+ 1,0
DM12x14 2,0 £0,7 6,6 0,6 6,5 +0,7
DM24x11 1,1 +£1,1 6,8 £1,1 5,3+1,2

Bang 3.9 cho thdy sau 180 ngay nudi cy, ty 18 tao chdi cua 9 t6 hop dao dong
tir 0,1 — 2,6 chdi, trong d6 cac to hop co s6 chdi tir hai tro 1én gom DM10x01,
DM11x18, DM12x11 va DM12x14, cac t6 hop co sb6 chdi nhé hon mot gdm
DM11x24 va DM12x13. Chiéu cao chéi trong giai doan 180 ngiy sau cdy ciing
khac biét gitra cic nghiém thirc, dao dong tir 5,7 — 9,2 cm, trong d6 to hop
DMO01x12 c6 chiéu cao chdi thap nhit va t6 hop DM12x11 ¢ chiéu cao chdi cao
nhit.

Hau hét s6 14 duoc ghi nhan & cac t6 hop DM11x18, DM11x24, DM12x14 c6
su chénh léch khong nhiéu. Riéng t6 hgp DM10x01 c6 s6 14 it nhat, chi 3,6 14/choi.
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Nhu vy c6 thé thiy sy sinh truéng cua hat lan tir cac t6 hop lai Dendorbium thap
cdy nghién ctu trong diéu Kién in vitro ciing da rat khac nhau. Sau 6 thang nudi cay
in vitro, so véi tiéu chuin dé dua ra trong trong diéu kién nha luéi (ciy cao 5 — 6
cm, c6 4 — 5 14) thi cAy con cia 9 t6 hop déu dat tiéu chuan.

3.2.4. Panh gia sy sinh trwéng, phat trién cia cac con lai trong diéu kién nha
lwdi

Sau giai doan nudi cdy in vitro, cay con ctia cac t6 hop lai nghién ciru dugc
dua ra trong ngoai nha ludi dé khao sat sinh truéng va phat trién cua cac con lai
trong diéu kién nha ludi.

Dua trén dic diém hinh thai cta cac con lai, tién hanh phan nhom va chon loc
cac ca thé dap tmg muc tiéu con lai ¢ kiéu hinh thap cdy, chiéu cao tir 15 - 20 cm,
s6 hoa/phat hoa tir 6 hoa tré 1én, mau sic hoa méi la so véi bé me cua ching. Trong
9 t6 hop lai theo ddi, tat ca ca thé ciia 2 t6 hop lai DM01x12 va DM24x11 ¢6 s6
hoa/phat hoa dudi 6 hoa, khong dap (rng muc ti€u cia con lai néu trén nén khong
dugc phan nhom. Bay to hop lai con lai c6 ca thé dap ung muc tiéu nén dugc phan
nhém dya trén dic diém hinh thai. Su phan nhém dya trén dac diém hinh thai cua
30 c4 thé con lai thudc t6 hop DM11x12, DM11x24 va DM12x11 c6 3 cé thé trién
vong duogc chon loc duogc thé hién qua Hinh 3.8, 3.9 va 3.10.
3.2.4.1. Sw phian nhém ciia 30 c4 thé con lai thudc t6 hop DM11x12 dwa trén
diic diém hinh thai

Hinh 3.8 thé hién gi4 tri trung binh khoang cach di truyén cta 30 ca thé to hop
DM11x12 1a 2,92.

Sy phin nhom cta 30 ca thé t6 hop DM11x12 duoc chia lam 3 nhom chinh:

- Nhém 1(trung binh khoang cach di truyén 2,69): gdm 25 cé thé. Pic diém
chung ctia nhom 1 14 s6 14 it (3 — 5 14), dudng kinh tir 2 — 4 cm, s6 hoa/phat hoa tir
3-6 hoa. Nhom nay dugc chia lam ba nhom:

+ Nhom 1A (trung binh khoang cich di truyén 2,63): c¢6 mot ca thé

DM11x12:61. C4 thé nay c6 chiéu dai phat hoa ngin nhat. Hoa c6 mau tim nhat.
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+ Nhéom 1B (trung binh khoang cach di truyén 2,56): gdm 17 ca thé
(DM11x12:64, 65, 67, 68, 71, 73, 74, 76, 78, 79, 81, 82, 83, 84, 86, 87, 89). Dac
diém chung cua nhém 1 hoa ¢6 mau tim nhat.

+ Nhém 1C (trung binh khoang cach di truyén 2,54): gdm 7 cé thé
(DM11x12:62, 66, 69, 70, 75, 77, 80). Nhém nay bao gém nhirng cé thé hoa c6 mau

tim nhat.

8.49 4

5.66 -

Trung binh khoang cach di truyén

Nhom 1
292
383 18
1A  —— 1c |
I
000 | | | | I I | I | | I | I

I
61 64 74 67 65 83 82 73 86 84 71 79 89 78 87 68 81 76 62 80 66 70 77 69 75 63 85 88 72 90
\_T,'J
Nhém 2 Nhom 3

Ghi chi: c4 thé s6 90 1a c4 thé tiém nang, d4p tmg cac tiéu chi chon loc; s6 lidu chi tiét vé
cac chi ti€u phat trién cua 30 cé the con lai ¢ phu luc 4.

Hinh 3.8. Su phan nhém cua 30 ca tI}é con lai thudc t6 hop DM11x12 dua trén déac
diém hinh thai

- Nhém 2 (trung binh khoing cach di truyén 2,15): gom 4 ca thé

(DM11x12:63, 72, 85, 88). Céc ca thé nay c6 mot sb dic diém twong ddng nhu sb

hoa/phét hoa it (nho hon 5 hoa) nhung chiéu dai phat hoa dai (15 — 20 cm), hoa ¢

mau tim soc.
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- Nhém 3 (trung binh khoang cach di truyén 4,12): gdm 1 ca thé DM11x12:90.
C4 thé nay c6 hoa mau tim dam, sb hoa/phat hoa 10 hoa, cao nhit, trong s6 30 con
lai ctia t6 hop nay.

Nhu vay, trong s6 30 ca thé con lai thudc to hop DM11x12, con lai
DM11x12:90 c6 10 hoa/phat hoa 14 c4 thé tiém ning, dap Gng dugc cac chi tiéu dé
ra.
3.2.4.2. Sy phian nhém ciia 30 ca thé con lai thudc t6 hop DM11x24 dua trén
diic diém hinh thai

Hinh 3.9 thé hién gi4 tri trung binh khoang cach di truyén ctia 30 ca thé to hop
DM11x24 1a 2,72.

Sy phin nhom cua 30 c4 thé t6 hop DM11x24 duoc chia thanh 9 nhom chinh:

- Nhom 1 (trung binh khoang cach di truyén 2,16): gdm 6 ca thé
(DM11x24:121, 124, 132, 133, 140, 141). Céc c4 thé trong nhém 1 c6 mot s diém
tuong dong nhu: duong kinh gia hanh tir 1 cm dén 2 cm, thoi gian sinh truéng tir 8
— 10 thang, duong kinh hoa 16n hon 5 ¢cm, s6 hoa/phét hoa tir 3 - 7 hoa, hoa c6 mau
tim nhat.

- Nhom 2 (trung binh khoang cach di truyén 2,43): gdm 6 ca thé
(DM11x24:138, 142, 143, 144, 147, 150). Nhom 2 c6 dic diém chung 13 dudng
kinh hoa tir 5,0 cm dén 6,0 cm, sb hoa/phat hoa tir 3 - 6 hoa, hoa c6 mau tim nhat.

- Nhom 3 (trung binh khoang cach di truyén 2,44): gdm 5 ci thé
(DM11x24:123, 126, 127, 134, 145). Cac ca thé trong nhom 3 ¢6 mau tim nhat nhu
mau hoa ctia nhéom 1 nhung c6 chiéu dai phat hoa dai hon cac nhom khac, sb
hoa/phat hoa tir 3-6 hoa.

- Nhom 4 (trung binh khoang cach di truyén 2,24): gdm 5 ca thé
(DM11x24:128, 131, 137, 146, 149). Hoa ctia nhom 4 c¢6 mau tim nhat tuong tu
nhu mau hoa ctia nhém 2 nhung cé chiéu dai phat hoa dai hon chiéu dai phat hoa

ctia nhoém 2, s hoa/phat hoa tir 3 - 6 hoa.
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Trung binh khoang cach di truyén
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Nhém 6 N7 N8

Ghi chii: ca thé s6 139 1a ca thé tiém ning, dap ung cac tidu chi chon loc; s6 licu chi tiét vé
cac chi ti€u phat trién cua 30 ca thé con lai ¢ phu luc 4.

Hinh 3.9. Sy phan nhom cua 30 ca thé con lai thudc to hop DM11x24 dua trén dac
diém hinh théi

- Nhoém 5 (trung binh khodng cach di truyén 2): ca thé (DM11x24:122 va
129). Hai c4 thé nay c6 mot s6 diém twong dong 1a co sé gia hanh va sb 1a bang
nhau (4 gia hanh va 3 14), hoa c6 mau tim nhat, sb hoa/phat hoa tir 2 - 4 hoa.

- Nhéom 6 (trung binh khoing cach di truyén 1,87): gém 3 ca thé
(DM11x24:125, 130 va 136). Nhém 6 hoa c6 mau tim nhat twong ty nhu mau hoa
cia nhom 5 nhung c6 chiéu dai 14 va chiéu dai phat hoa dai hon nhém 5, s6
hoa/phat hoa tir 3-5 hoa.

- Nhém 7 (trung binh khoang cach di truyén 2,64): c6 mot ca thé
DM11x24:135. Ca thé nay c6 s6 hoa/phat hoa 13 6 hoa, hoa c6 mau trang mi tim.

- Nhom 8 (trung binh khoang cach di truyén 3,74): c6 mot ca thé s 139. Ca
thé 139 c6 hoa mau tim nhat hong tim dam, cé s6 hoa/phat hoa 1a 9 hoa, cao nhét

trong t6 hop DM11x24.
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- Nhém 9 (trung binh khoang cach di truyén 3,74): c6 mot ca thé
DM11x24:148. C4 thé nay hoa c6 mau trang soc tim, c6 sb hoa/phat hoa 1a 4 hoa .

Nhu viy, trong sb 30 c4 thé con lai thudc t& hop DM11x24, con lai
DM11x24:139 c6 9 hoa/phat hoa 14 c4 thé tiém ning, dap tmg dugc cac chi tiéu dé
ra.
3.2.4.3. Sy phian nhém ciia 30 ca thé con lai thudc to6 hop DM12x11 dua trén
diic diém hinh thai

Hinh 3.10 thé hién gia tri trung binh khoang cach di truyén cua 30 ca thé t6
hop DM12x11 1a 4,15.

Sy phin nhom cua 30 c4 thé t6 hop DM12x11 dugc chia thanh 3 nhom chinh:

- Nhom 1 (trung binh khoang cach di truyén 3,94): gdm 17 ca thé. Cac ca thé
trong nhom nay c6 mot sé diém twong dong 1a duong kinh 14 tir 2 — 4 cm, tudi tho
hoa tir 20 — 30 ngay, duong kinh hoa 16n hon 5 cm, s hoa/phat hoa tir 1 — 7 hoa.
Nhom nay duoc chia thanh hai nhom chinh

+ Nhom 1A (trung binh khoang cach di truyén 3,66): gdm 15 ca thé
(DM12x11:151, 152, 153, 154, 156, 159, 160, 162, 163, 165, 167, 169, 172, 173,
176).

+ Nhom 1B (trung binh khoang cach di truyén 2,24): gém 2 ca thé
(DM12x11:158 va 168). Hai cé thé nay c6 chiéu dai phat hoa ngin hon, duong kinh
phat hoa nho hon va thoi gian sinh truong ngin hon (dudi 5 thang) so véi cac ca thé
trong nhém 1A.

- Nhom 2 (trung binh khoang cach di truyén 2,73): gdm 12 c4 thé. Cac ca thé
trong nhém nay c6 mot s6 diém twong dong nhu sb 14 tir 3 — 4 14, s6 hoa/ phét hoa it
(dudi 5 hoa. Nhom nay dugc chia thanh hai nhoém chinh

+ Nhém 2A (trung binh khoang cach di truyén 1,73): gom 2 cé thé
(DM12x11:155 va 171).

+ Nhom 2B (trung binh khoang cach di truyén 2,29): gom 10 ca thé
(DM12x11:157, 161, 164, 166, 170, 174, 175, 177, 178, 179).

Hai c4 thé nhém 2A hoa c6 mau tim phdt, nhom 2B hoa c6 mau tim soc
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- Nhém 3 (trung binh khoang cach di truyén 4.27): c6 mot ca thé
DM12x11:180. Céc thé ndy c6 mau tring soc tim, sé hoa/phat hoa 1a 10 hoa, s6
hoa/phét hoa, cao nhét trong t6 hop DM12x11.
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Nhom 3
Ghi chu: ca thé so 180 la ca thé tiém nang, dap ung cac tiéu chi chon loc; so li€u chi tiét vé
cac chi ti€u phat trién cua 30 ca thé con lai & phu luc 4.

Hinh 3.10. Sy phan nhom cua 30 ca thé con lai thudc td hop DM12x11 duya trén dac
diém hinh thai

Nhu viy, trong s6 30 ca thé con lai thudc to hop DM12x11, con lai
DM12x11:180 c6 10 hoa/phat hoa 14 c4 thé tiém nang, dap ing dugc céc chi tiéu dé
ra. Sy phan nhém dya trén dac diém hinh thai cta 30 c4 thé con lai thudc 4 t6 hop
lai con lai dd xac dinh 5 ca thé tiém nang (DM10x01:51, DMI11x18:111,
DM12x13:184, DM12x13:186 va DM12x14:229) duoc thé hién & phu luc 4. Pic
diém sinh truéng va phat trién cta 8 ca thé lai co tiém ning duoc thé hién qua Bang

3.10.



Bang 3.10. Pac diém sinh truong va phat trién cia 8 ca thé lai ¢6 tiém ning
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s .. Puong Thoi  Chiéu .
q ; Cigle‘ilé Célalg“ kinh S5 Dai Réng gian  dai S6  Duong gﬂo ubi
Cé the gia 08 « gia la la la sinh phdt  hoa/phat kinh hoa & tho hoa
. hanh cay . . X hoa N
hanh (cm) (cm) hanh  (1a) (cm) (cm) truong hoa  hoa (hoa) (cm) (ngay) (ngay)
(cm) (thang)  (cm) say
DM10x01:51 2 14,2 20,0 1,49 6 118 25 8 35,7 17 41 31 32
DM11x12:90 3 10,1 18,0 1,5 5 105 19 10 33,1 10 6,5 30 35
DM11x18:111 5 9,5 18,0 1,52 5 7,5 1,9 9 18 6 6,5 27 27
DM11x24:139 3 8,6 17,0 2,17 4 10,3 19 8 28,5 9 6 30 37
DM12x11:180 3 8,2 19,0 2,56 6 139 3,2 8 36,9 10 58 32 40
DM12x13:184 2 10,2 17,0 1,81 4 122 21 8 24,5 7 6,3 32 33
DM12x13:186 3 8,2 18,0 1,51 4 88 21 8 26,5 8 5,8 32 29
DM12x14:229 5 10,2 15,0 1,57 4 10,7 19 8 21,5 7 6,3 29 31
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Bang 3.10 cho thiy 8 c4 thé c6 tiém ning déu c6 thoi gian sinh trudng tir 8 —
10 thang (thoi gian tir khi trong cy con trong nha ludi cho dén khi cdy xuat hién
phat hoa), hét thoi gian sinh truong cdy bat dau ra hoa. So voi thoi gian 14 - 15
thang bat dau ra hoa sau khi trong ngoai nha ludi cua 6 dong lan lai Dendrobium
md&i duge bao ho nam 2018 cua Trung tam Cong nghé sinh hoc TP. HCM (Phan
Diém Quynh va ctv, 2019) hodc thoi gian sinh trudong 19 - 24 thang cua 06 gidng
lan thudc chi Dendrobium nhap néi tir Thai Lan dugc trong & khu vuc dong bang
Bic B (Hoang Xuan Lam, 2014) thi 8 dong lan lai Dendrobium thap cay tir két qua
clia dé tai c6 thoi gian ra hoa sém hon 6 - 11 thang. Cén ¢t vao cac chi tiéu chinh
nhu s6 hoa/phat hoa, chiéu dai phat hoa, duong kinh hoa va tudi tho hoa thi 3 c4 thé
90, 139 va 180 vuot troi nhat dap ing muc ti€u cua dé tai duge tiép tuc nhan giéng
vo tinh dé tao thanh 3 dong lai DM11x12:90, DM11x24:139 va DM12x11:180 ¢6
trién vong.
3.2.4.4. Pic diém hinh thai cia 3 dong lai Dendrobium thép cay c6 trién vong
dwgc chon lgc

Dic diém cua 3 dong lai Dendrobium thap cay co trién vong dugc chon loc
duoc thé hién qua Bang 3.11.

Bang 3.11. Pic diém cua 3 dong lai Dendrobium cé trién vong dugc chon loc

To hop lai Con lai

Hinh dang cay

Me B6

/ ’ > TR
Me DM11 B6 DM12 Con lai 1
Duong kinh hoa: | Buong kinh hoa: | Dong DM11x12:90
6,43 cm; SO hoa: | 6,33 cm; so ho‘a: DPuong kinh hoa: 6,5
9 hoa;chiéu dai | 8,67 hoa; chiéu |cm: sé hoa: 10 hoa:
phat hoa: 2893 |dai phat hoa: | chiéu dai phat hoa:
cm; chiéu cao gia | 21,77 cm; chiéu | 33,1cm :chidu cao

Don
hanh: 17,43 cm; | cao gia hanh: | gia hanh: 10,1 cm; DMllxng:QO
s0 gia hanh: 4; s0 | 12,30 c¢m; so gia | s gia hanh: 3; s6 la:
la: 514 hanh: 4; s6 1a: 5|4 14. Chiéu cao cay:
14 18 cm. Tudi tho hoa
35 ngay.




Me DM11
Duong kinh hoa:
6,43 cm; sb hoa:
9 hoa; chiéu dai
phat hoa: 28,93
cm; chiéu cao gia
hanh: 17,43 cm;
s6 gia hanh: 4; s
la: 514

Me DM12
Duong kinh hoa:
6,33 c¢cm; sb hoa:
8,67 hoa; chiéu
dai  phat hoa:
21,77 cm; chiéu
cao gia hanh:
12,30 cm; sé gia
hanh: 4; s6 1a: 5
la

90

Bo DM24
Duong kinh hoa:
4,87 cm; sb hoa:
12,67 hoa; chiéu
dai phat hoa:

28,67 cm; chiéu
cao gia hanh: 8,53
cm; sb6 gia hanh:
6; 56 14: 4 14

B6 DM11
Duong kinh hoa:
6,43 cm; s6 hoa:
9 hoa; chiéu dai
phat hoa: 28,93
cm; chiéu cao gia
hanh: 17,43 cm;
s6 gia hanh: 4; s
la: 514

.Conlai 4
Dong
DM11x24:139
Duong kinh hoa: 6
cm; sd hoa: 9 hoa;
chiéu dai phat hoa:
28,5 cm; chiéu cao
gia hanh: 8,6 cm; sb
gia hanh: 3; s6 1a: 4
14. Chiéu cao cay: 17
cm. Tudi tho hoa 37

Dong
DM11x24:139

N S

Con lai 5

Dong

DM12x11:180
Duong kinh hoa: 5.8
cm; s6 hoa: 10 hoa;
chiéu dai phat hoa:
36,9 cm; chiéu cao
gia hanh: 8,2 cm; sb
gia hanh: 3;s6 1a: 6
14. Chiéu cao cay: 19
cm. Tudi tho hoa 40
ngay.

Dong
DM12x11:180

3.2.5. Quy trinh tao dong lan lai Dendrobium thap cay

Tur két qua nghién cttu ¢ ndi dung 1 vé xac dinh mot sd diéu kién cho su phat

trién thich hop cta hat lan lai Dendrobium thip cdy va ndi dung 2 vé lai tao hoa lan

Dendrobium thap cay va chon loc cac dong lai c6 trién vong co thé dua ra quy trinh

tao dong lan lai Dendrobium thap cay thong qua lai tao, thé hién qua Hinh 3.11.
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Chon cay b6,m¢
Dendrobium thap cay

Lai tao 2 — 3 thang

Qua lan lai
Dendrobium thap cay
%2 MS + saccharose 30 g/L + khoai tay 50 Gieo hat | 1-2 théng
g/L + nudce dira 200 mL/L + than hoat tinh
0,5¢/L +agar 7 g/L ‘l’
Anh sang 100% LED d6. 400 lux
Protocorm
%2 MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50
g/L + nudc dira 150 mL/L + than hoat tinh
, 0,5¢/L +agar7g/L 4 thang
Anh sang 75% LED do6 + 25% LED 22 thang
xanh duong, 800 lux \ 4

Choi lan lai

MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50 Dendrobium thap ciy

g/L + nudc dira 150 mL/L + than hoat
tinh 0,5 g/L+ agar 7 g/L 2 thang
Anh sang 50% LED do6 + 50% LED

xanh dwong, 400 lux Cay con in vitro

hoan chinh

(thuan dudng) l (1 thang)

Cay con

Nha luéi (8-10 thang)

Cay trudéng thanh

l Chon loc

Ca theé c6 trién vong

Nhén dong vo6 tinh
in vitro (10 — 12 thang)

A
A

Hinh 3.11. Quy trinh tao dong lan lai Dendrobium thap cay
Chi tiét vé quy trinh tao dong lan lai Dendrobium thip cay duoc thé hién trong
Phu luc 5.
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3.3. Chiéu xa gy dot bién in vitro protocorm lan Dendrobium thip ciy va chon
loc mdt sé6 dong ddt bién cé trién vong

Truéc khi tién hanh xt 1y chiéu xa giy dot bién gidng trén quy moé 16n, viéc
thir nghiém va xac dinh kha ning gy chét cho giéng dudi tac dong cua lidu xa 1a
yéu td duoc quan tam hang dau. Su khac nhau vé do nhay cam cua tia phong xa &
cac giéng 1a khac nhau. Sy khac nhau vé do nhay cam tia phong xa con biéu hién ¢
cac giai doan sinh trurong va con tuy thudc vao nhiéu yéu td khac, nén rat kho du
doan dugc tac dong cua cac liéu chiéu (P& Khic Thinh, 2011).

Thi nghiém nay dugc tién hanh nham muc dich xac dinh dugc liéu gay chét
50% mau (LDsp) cua to hop lai DM12x13 trong diéu Kién in vitro, trén co sd d6 c6
thé xéac dinh cac liéu xa c6 kha nang gay bién di phu hop nhét.

3.3.1. Xac dinh liéu LDs,

Trong cac to hop lai nghién ctru thi to hop lai DM12x13 ¢6 ty 1¢ dau qua, s6
qua/cay va ty 18 nay mam 13 t6t nhat, du sb luong qua dé bd tri cac thi nghiém nén
trong ndi dung chiéu xa gay dot bién chon t6 hop lai DM12x13 dé thuc hién.

Ty 18 chét cua to hop lai DM12x13 sau chiéu xa theo thoi gian duoc thé hién
qua Bang 3.12.

Bang 3.12. Ty Ié chét cua to hop lai DM12x13 sau chiéu xa & 3 thoi diém khac

nhau
Liéu xa (Gy) Ty 1& chét (%)
3 thang 5 thang 7 thang
DC (0Gy) 1 2 5
20 3 7 8,5
40 4 12 12,2
60 17 38 41,3
80 21 59 61,3
100 28 68 83,9

Bang 3.12 cho thdy liéu chiéu xa di anh hudéng dén stc sdng cua t6 hop
nghién ctru. Liéu chiéu cang cao va thoi gian theo ddi cang lau thi ty 1& chét cang
cao. Ty 1& chét sau 7 thang theo dai tir 5 dén 83,9% va cao nhat ¢ lidu chiéu xa 100

Gy. Lé Vian Hoa va ctv (2007) nhan thay khi chiéu xa choi Dendrobium & liéu xa 10
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Gy (hé s6 nhan = 1,23) cao hon d6i ching (hé s6 nhan = 1,17). Két qua tuong tu
trong nghién ctu cuia Arunyanart va Soontronyatare (2002) trén protocorm
Dendrobium va Vanda. Theo bao céo cua Chitrapan va ctv (2010), trong thi nghiém
xir 1i dot bién tia Gamma *°Co véi cac lidu 0 — 20 — 60 — 80 — 110 va 130 Gy trén 8
loai lan, mirc d6 phan tmg cta ting nhoém giéng va loai c6 sy khac nhau. Loai lan
Grammatophyllum speciosum co ty 1& sdng sot 98-100% trén tat ca cac lidu, trong

khi loai lan Calanthe ruben c6 ty 1& séng sot 0% & tat ca céc liéu.

Ddi chimg 0 Gy

o N

600Gy 800Gy 100 Gy
Hinh 3.12. Anh huong cta tia Gamma %0Co dén sirc song cua protocorm t6 hop lai

DM12x13 sau 3 thang chiéu xa

Liéu xa 80 Gy va 100 Gy co ty 1& chét cao, twong tu két qua nghién ctru cta
Thammasiri (1996) khi nghién ctru anh hudng birc xa tia gamma véi cac lidu 20, 40,
60, 80, 100, 150, 200 Gy ddi véi cay con 2 14 cia mot sé giéng lan, két qua cho thay
lidu trén 70 Gy c6 ty 1& chét rit cao, twong ti nhan xét ciia Yamaguchi va ctv (2008)
trong nghién ctru anh huéng cia tia gamma cac mirc 15 — 30 — 60 Gy chiéu xa 1én
cay Chrysanthemum morifolium, ty 18 tai sinh ctia cdy cang giam khi ting liéu chiéu
xa. Sy twong quan giita ty 1& chét va liéu xa cta to hop nghién ctru duoc thé hién

qua Hinh 3.13.
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Hinh 3.13. Sy twong quan giita ty 18 chét va liéu xa cua t6 hop lai DM12x13

Hinh 3.13 cho thiy mdi twong quan thuan (R*= 0,9228) giita liéu chiéu xa va
ty 16 mau chét. Khi ting lidu xa thi ty 1& sdng sot cua cic mau & to hop lai
DM12x13 giam di. Nhiing ton thuong vé mit sinh 1y khi gia ting liéu chiéu va kha
ning giy chét 100% la ngudng cao nhat. Chinh vi Iy do nay nén yéu cau dat ra dbi
v6i nhitng tac nhan gay dot bién dugc st dung d6 1a it 1am ton thuong & thyc vat
nhung phai c6 anh hudng 16n dén di truyén. Hai chi s6 LDs, (lidu gay chét 30%) 1a
LDs, (liéu gay chét 50%) thuong duogc sit dung dé du doan mirc do ton thuong cua
gidng va ciing 1a hai chi s6 thong dung trong xtir Iy dot bién. LDs, 1a ngudng giup
xéc dinh liéu o tac dung gy kich thich sinh trudong va LDg 12 ngudng ma & do tac
nhan gdy dot bién c6 thé tao ra nhimng bién ddi trong bé may di truyén cua thuc vat
(DS Khic Thinh, 201 1). Dya vao ty 1¢ chét cua céc lidu xa duge sir dung dé tinh
twrong quan va hdi quy va dat dwoc phuong trinh y = 0,83 14x - 6,2048, R? = 0,9228.
Trén co sé phuong trinh nay, lidu gy chét 50% LDs, ¢ 68 Gy. Viéc tim ra liéu
LDsy ¢6 ¥ nghia thiét thuc cho viéc xac dinh lidu gay tao dot bién mot cach hiéu
qua nhat.
3.3.2. Chiéu xa giy dét bién in vitro protocorm t6 hop DM12x13

Nhin chung, toc d9 ting trudng chidu cao ctia cac to hop giam dan theo lidu
xa. Lé Van Hoa va cong su (2007) da két luan viée tang liéu chiéu xa da lam giam
chiéu cao chdi Dendrobium. Hién tuwong nidy ciing twong ty nhan xét cia
Yamaguchi va ctv (2008) trong nghién ciru anh hudng cia liéu tia gamma chiéu xa

1é€n cay Chrysanthemum morifolium.
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Hinh 3.14. Anh hudng cua liéu xa dén tdc do ting trudng chiéu cao ciy con in vitro
ctia to hop lai DM12x13 theo thoi gian

Hinh 3.14 cho thay ¢ liéu chiéu 0 Gy (d6i ching), licu xa 20 Gy va 40 Gy, toc
do tang trudng chiéu cao khong khac biét hoac khac biét rat nhd. Téc do tang
trudng chiéu cao & lidu xa 80 Gy cham dang ké so voi ddi ching va gan nhu khong
tang truong. Amano (2004) da 1y giai su kém phat trién cua cac dbi tuong dugc
chiéu xa do ion hoa da giy trd ngai dén qué trinh phan chia binh thuong ciia té bao.
Cac tac dong nay anh hudng truc tiép 1én cac vat chat di truyén, giy tc ché sy phan
chia té bao.
3.3.2.1. Chon lgc, quan sat hinh thai cic dong bién di dot bién trong diéu Kién
in vitro

Tan s6 xuét hién kiéu bién di vé hinh dang va mau sic 14, hinh dang va mau
sdc gia hanh sau khi chiéu xa ¢ t6 hop lai DM12x13 duoc thé hién qua cac Béang
3.13,3.14 va 3.15.

Két qua thi nghiém trinh bay & Bang 3.13, 3.14 va 3.15 cho thay sau 7 thang
chiéu xa, cdy con da c6 nhitng biéu hién bién di vé 14 va than xuét hién & tat ca cac
lidu tir 0 -80 Gy. Qua quan sat ghi nhan d6 1a nhiing sai khac vé hinh dang than, 1a
gita cac cAy chiéu xa va gitta cay ddi chirng véi cay chiéu xa nhu: vién mép cac 14
xé thuy nhiéu, mép la gon song (rdng cua), 14 dai, 14 tron, 14 éng, 14 to, 1a dinh, 14

nhiéu gan.Tan suat bién di hinh thai 1 khi xir Iy chiéu xa cdy in vitro 13 twong doi
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cao. Ciing nhu bién di trong nudi cAy mo, bién di xuat hién phé bién sau chiéu xa 1a
cac dang cdy thap ciy, cdy bi tc ché khong sinh truéng, cac bién di hinh dang 14
(vién 14 hinh ring cua, phién 14 bién dang thanh dng) va hinh dang than (nhiéu gia
hanh, dang ct hanh thip cay, than chia méc, thap ciy) (Nguyén Thi My Duyén,
2009). Tur viéc thong ké cac dang kiéu hinh xuat hién cua cac mau chiéu xa va
khong chiéu xa thay ring: mau sic 14 d& man cam véi tia phong xa gamma (y). Céc
bién di diép luc phét sinh nhiéu trong diy lidu xa 20-80Gy. Dua vao su bién doi
mau sic 14 va mot sd tinh trang co thé phan thanh cac dang dac trung: bach tang,
mau vang, vang + xanh di trinh bay trong cac bang trén. O cic dang nay cac ciy
sau d6 bi chét dan va d6 1a nhitng bién di dot bién gay chét. Nhiing dang ciy c6 1a
di hinh + 14 xen mau vang nhat, hay 14 ¢4 mau trang + xanh hay dang vang + xanh ¢
cac dang ndy cdy c6 kha nang hdi phuc lai sy séng, day 1a nhitng bién di khong gay
chét va co thé bao gom: bién di ¢o loi, bién di trung tinh. O nhiing dang nay, cdy
khong chét nhung sinh trudng va phat trién cham. Nhu vay da co su tac dong cua tia
phong xa anh huong dén su sinh truong khong binh thuong cua cay con. Piéu nay
c6 thé do cac liéu luong phong xa dd giy ra cac rdi loan cia NST, DNA hay hoat
tinh ctia c4c hop chat trong thanh phan ciu tric cua té bao nhung chua du gy chét
cho cay. Do hién tugng dot bién gen 1am pha v& cau triac héa hoc cua cac gen, pha
V& su can bang vé sinh 1y sinh héa ciia cdy, gy nén nhiing tac hai thé hién thong
qua cac hién twong di hinh, bat duc.

Moi dang btic Xa ion hoa déu c6 hiéu tmg gay chét va giy dot bién cho moi té
bao va nhiéu ¥ kién cho rang birc xa ion hoa trudc hét lam ton thuong DNA, nhung
& mot sb sinh vat, co hé thdng tu sira chira, nhung sy stra chita nay thuong dan dén
dao doan, lap doan, Chuyén doan va mat doan da gay nén cac két qua rat khac nhau
O trén.

Chon loc hinh théi cac ciy con tir cac to hop lai 13 viéc 1am can thiét. Dudi tac
dung cua tia gamma, vat chat di truyén bi thay doi thé hién ban dau cua ching 1a
nhitng bién doi hinh thai thé quan sat duwoc. Tir viéc quan sat cic kiéu hinh xuat
hién, x4c dinh cay c6 kiéu hinh bién di dot bién va su duy tri bién di d6 qua d6 nhan

xét duoc viéc chiéu xa da tac dong 1én cac mau lai tao nhu thé nao.
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Bang 3.13. Anh huong cua liéu xa dén bién di vé mau séc 14 cua cac con lai sau 7 thang chiéu xa thudc té hop DM12x13 ¢ thé hé
M1V1

S S s Lt s ,

‘ protogorm protogorm , , , Tén sb xuét hién kiéu bién dj vé mau sic 14 (%)

Liéu xa hid X SO caythu SO cdy bién .
(Gy) chieu xa song duoe (cay) di (cay) Latim Latrang Laxanh Latim- L&vang- Laxanh
(protocorm) - (protocorm) ' ' xanh dam trang xanh nhat

0 (DO 300 285 690 18 0,39 0,39 1,16 - - -

20 300 275 1343 495 41,70 0,77 - - - -

40 300 263 775 340 36,29 - - - 0,19 -

60 300 176 684 98 4,63 0,77 1,93 0,12 0,15 0,39

80 300 116 1901 140 7,12 - 0,77 - - -
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Bang 3.14. Anh huong cua liéu xa dén bién di vé dang 14 cta cac con lai sau 7 thang chiéu xa thudc té hop DM12x13 & thé hé M1V1

S6 cay S4 o4 Téan s6 xuét hién (%)
Lidu  thu 3 " 14 Laday Ladai Lawon Larang Laong Laxe Laddi Lato  La  La
xa (Gy)  dugc (cay) ~ Xoan cua thiy  xung dinh  nhiéu
(cay) gan
0(BC) 690 18 140 1,40 - : : : : : : : :
20 1343 495 526 - 1439 140 246 018 - : : : :
40 775 340 98 - 1333 368 - 035 - : : : :
60 684 98 1035 053 - : - 053 263 05 070 - 018
80 1901 140 1912 018 - : - o7 298 018 070 018 -

Bang 3.15. Anh huéng cua lidu xa dén bién di vé hinh dang va mau sic gia hanh cua cac con lai sau 7 thang chiéu xa thuoc to hop
DM12x13 & thé hé¢ M1V1

Tan sb xut hién (%)

Sécay  Sécay

Liéu xa o Hinh dang gia hanh Mau sic gia hanh
Gy) thu dugc  bién di _ i N _

Gy (ciy) (cay) Chiamdc To(thap Nhicugia  Dangcu Dinh  Gia hanh chinh ~ Xanh Xanh Tim
(thap cay) cay) hanh (thap hanh (thap nay choi nhat dam
cay) cay)

0 (bC) 690 18 - 0,68 - - - - 0,74 - -
20 1343 495 53,81 - 0,54 - 1,09 - - 41,04 19,26
40 775 340 34,47 1,09 - 0,15 0,14 0,17 - 21,33 16,74
60 684 98 0,14 - 1,63 - - - - 0,15 -

80 1901 140 1,09 - 3,81 - 0,74 -
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L3 trang xanh, xé thiy

» -

Gia hanh chia mac. thap Gia hanh dang cu hanh,
cay, 14 dbi xttng. xanh dam  thap cay. la ngan doi xing
Hinh 3.15. M6t s6 bién di t6 hop DM12x13 tai thoi diém sau chiéu xa 6 thang

Gay tao dot bién thuc vat bang birc xa ion hoa néi chung va buc Xa gamma noi

riéng da ching minh tir thyc nghiém tan sé dot bién ting dan theo liéu xa ap dung.
Tuy nhién theo nghién ctru tir truéc téi nay nhan thay rang khi ting lidu xa thi cac
hiéu tmg khong mong mudn nhu ty 1& mau chét va nhimg dot bién c6 hai cling ting
theo. Trén d6i tuwong Citrus grandis L. Osbeck, khi sir dung ngudn gamma Co® lam
tac nhan phong xa ddi véi mau mat mam va mau dot than, liéu phu hop dé gy tao
dot bién tuong duong lieu 20 — 30 Gy, & suét lidu 19,22 - 22,1 rad/s (Pham Thanh
Ho, 2006).
3.3.2.2. Mt s6 kiéu bién di la dwoc ghi nhin sau khi chiéu xa protocorm to hop
lai DM12x13
a. Su bién ddi vé mau sic 1a (diép luc) va hinh thai ciy (khéng tao ré) trong
diéu kién in vitro

Trong cac kiéu bién di la dugc ghi nhan sau khi chiéu xa protocorm t6 hop lai
DM12x13 ¢6 bién di bién doi v& mau sic 14 (diép luc) va hinh thai cay (khong tao
ré). Tur khi duoc tach riéng va nudi cdy in vitro, cay lién tyc ting trudng, ban dau
chi ¢o hai ca thé, sau 7 thang cay da nhan ra duoc rat nhiéu choi. Mai chéi con sinh
ra déu c6 nhirng thay ddi vé mau sic va hinh dang nhung van duy tri sy bat 6n dinh

vé mau sic 14 (Hinh 3.16).
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Tir thang tht nhat cay chi 1a mot cum chdi c6 mét sb 14 ¢6 soc tring. Sau hai
thang nhirng 14 mai sinh ra xuét hién thém nhirng soc tréng nga to hon, xen k& soc
xanh, xuat hién mot chdi co 14 bach tang. Cay khong xuét hién ré va bt dau tu chét
sau 7 thang nudi cay.

Theo Lé Tién Diing (2002), cac bién di dang bach tang, dang mau vang, dang
kham vang + xanh 13 nhitng dang bién di c6 thé giy chét. Piéu nay phu hop véi quy
luat gy ra boi dot bién nhan tao vi cac liéu xa str dung da giy nén nhitng anh
huong nhat dinh dén ciu trac NST, trang thai hoat dong cua cac gen té bao chat do
d6 1am thay ddi tinh trang quyét dinh boi gen trong luc lap, c6 thé bién gen troi
thanh gen l3n 1am cho kiéu gen & trang thai dong hop tir lin hinh thanh cac dang
bién di mat mau sic. Ngoai ra, ham luong cac chat trong té bao (protein, hop chét

thr cp) ciing c6 thé 1a nguyén nhan gy ra cac hién tugng trén.

NN

Sau 5 thang Sau 6 thang ‘ Sau 7 thang
Hinh 3.16. Sy bién d6i hinh thai theo thoi gian cta bién di bién d6i vé mau sac 1a
(diép luc) va hinh thai cay (khéng tao rd) trong diéu kién in vitro ciia t6 hop lai
DM12x13 & lidu xa 60 Gy

b. Cay bién di c6 kha niing tao hoa sém in vitro

Trong qua trinh quan sat bién di in vitro sau 8 thang chiéu xa da phat hién
duge mot sb ca thé co hién tuong ra hoa sém. Su ra hoa chi xuét hién & nhitng dong
bién di dugc chiéu xa do su kich thich cua cc tic nhan phéng xa. TH hop lai
DM12x13 ra hoa ¢ liéu 20, 40 va 60 Gy c6 thé do tic nhin phong xa d3 anh hudng

dén gen diéu khién su ra hoa & cdy. Phan 16n cdy chi hinh thanh phat hoa, mot sd
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hoa né duge trong diéu kién in vitro thi déu 1a hoa di dang. Thoi gian hoa no tir 12-
18 ngay, mau sic hoa khac biét so véi cdy bé me. Cac cdy con ra hoa trong diéu

kién in vitro duoc thé hién qua Hinh 3.17.

Hinh 3.17. Ciy con t6 hop lai chiéu xa DM12xDM13 ra hoa trong dng nghiém.
Miii tén chi vi tri phat hoa/hoa, thanh ngang c6 kich thudc 1 cm.
3.3.2.3. Nhan xét chung d6i véi t6 hogp DM12x13 sau khi dwoc chiéu xa

Cac Bang 3.13, 3.14 va 3.15 cho thay ty I& bién di vé hinh thai cua to hop
DM12x13 & cac cong thirc co xir Iy chiéu Xa cao hon nhiéu so véi cong thirc khong
chiéu xa. Sau 5 thang xir 1y, cdy con d biéu hién nhitng bién di vé 14 ¢ cac lieu 20
Gy, 40 Gy va 60 Gy. O liéu luong 80 Gy, cay con c6 biéu hién cham phat trién, cac
1a dau lui di, cdy coi coc, chiéu cao han ché. O nghiém thac dbi chimg, cac con lai

khong dong nhat vé kiéu gen dan dén xuat hién bién di vé kiéu hinh nhung biéu
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hién bién di khong cao. Theo quan sat ghi nhan, dd ¢ nhitng sai khac vé hinh dang
14 ctia cdy chiéu xa so Véi cay ddi chirng nhu: vién mép céac 1a ché thuy nhiéu, 14 c¢6
mau tim, 14 xodn, hai 14 dinh nhau, bé mat 14 day mdéng khéc nhau, nhiéu gia hanh,
than dinh. Trong thi nghiém da phan cac bién di dic trung vé mau sic 14, 14 tring
xuat hién nhiéu nhat. Piéu nay c6 thé giai thich rang ty thé va lyc lap 13 hai co quan
dé bi tac dong boi buc xa do chiing c6 dd man cam phoéng xa cao. Sau khi xtr 1y tia
gamma, b may di truyén c6 sy bién d6i, dac biét 1a luc lap bi thuong ton nang nhat
(IAEA, 1990; Nguyén Hiru Béng, 1997). Theo Lé Vin Hoa, 2007, tan suét bién di
hinh thai 14 khi xir 1y chiéu xa cay in vitro 1a twong d6i cao. Hién tugng bién di xuat
hién pho bién sau chiéu xa 1a cac dang thap cdy, cay bi tc ché sinh trudng, cac bién
di vé hinh dang 14 (vién 14 hinh ring cua, phién 1a bién di, 14 tim) va hinh dang than.

Viéc chiéu xa gdy dot bién ddi véi to hop lan lai DM12x13 da ghi nhan dugc
mot s6 bién di in vitro: bién di cdu triic, mau sic than (than chia mic (thap cay),
than to (thdp ciy), nhicu gia hanh (thap cay), gia hanh dang ct hanh (thap cay), than
dinh, than chinh nay chdi, than xanh nhat, than xanh dam, than tim); bién di ciu trac
14 (14 xo0dn, 14 day, 14 dai, 14 tron, 14 ring cua, 14 dng, 14 xé thuy, 1a ddi xtng, 14 to, 14
dinh, 14 nhiéu gan); bién di mau séc 14 (14 tim, 14 tring xanh, 14 xanh dam, 14 tring —
xanh, 14 vang- xanh, 14 xanh nhat). Ngoai ra, khi theo ddi t6 hop lai chiéu xa
DM12x13 con ghi nhan mot sd bién di la: bién d6i vé mau sic 14 (diép luc) va hinh
thai cdy (khong tao ré), bién di ra hoa sém trong diéu kién in vitro.

Tai thoi diém bay thang sau chiéu xa, s6 bién di ghi nhan cao nhét & lidu 20
Gy (495 dong bién di), tiép theo ¢ liéu 40 Gy (340 dong bién di) so voi dbi chimg
(18 dong bién di). Ty 1é chét 50% (LDsp) ctia to hop lai chiéu xa DM12x13 ghi nhan
12 68 Gy. Nhu vdy, chiéu xa tia gamma *Co ¢ lidu lwong 20, 40, 60 Gy thich hop
tao phf) bién di rong, da dang, c6 anh hudng khac bigt dén dic diém sinh trudng,
bién dj hinh thai va mau sic cta cac bd phan cua cay nhu than, 1a.
3.3.3. Su sinh truéng va phat trién cac ca thé dot bién trong diéu kién nha luéi
3.3.3.1. S6 14 ctia 177 ca thé chiéu xa tir protocorm Dendrobium thép cay

S 14 trén gia hanh cua 177 ca thé lan lai Dendrobium thap cdy da duogc xir 1y
chiéu xa sau 12 thang dua ciy con ra nha luéi dugc phian nhom va dugc thé hién

qua Bang 3.16.



103

Bang 3.16. Su phan nhom theo sb 14 trén gia hanh cua 177 c4 thé lan lai
Dendrobium thip ciy di duoc xir Iy chiéu Xa sau 12 thang duoc trong ra nha ludi
Dinh

: S6 14/ Tong
hudng s A s 1R %
chon gla Tén cac ca thé SO
vy hanh ca thé
giong
DM12x13-0Gy:13,14,15; 3
DM12x13-20Gy:47,48,49; 3
2-3  DM12x13-40Gy:65,72,85,100,101; 5
DM12x13-60Gy:107,110,112, 123, 127, 139,141; 7
DM12x13-80Gy:164,165, 171,173,176. 5
DM12x13-0Gy:3,7,8,19,20,25,26,28,29,30; 10
DM12x13-20Gy:31,32,33,35,38,41,45,50,52,53,54,56, 57; 13
,  DM12x13-40Gy:59,60,61,62,68,69, 77,84,90,91,97,99; 12
DM12x13-60Gy:102,103,106,114,116,117,120,121, 21
, 122,125,127,128,129,130,133,142,144,146,152,154,158;
So 1a/ DM12x13-80Gy: 160,161,166, 175. 4
gia hanh
W46 DM12x13-0Gy:2,4,6,9,11,12,16,18,24,27; 10
1a DM12x13-20Gy:34,36,37,39,40,42,43,46; 8
DM12x13-40Gy:63,64,67,74,78,79,80,81,82,83,86,87, 20

5 88,89,92,93,94,95,96,98;
DM12x13-60Gy:104,105,108,109,118,119,124,126,131, 21
132,135,137,140,143,145,147,148,149,151,156,159;
DM12x13-80Gy:163,167,170,172.
DM12x13-0Gy:1,5,10,17,21,22,23;
DM12x13-20Gy:44,51,55,58;

6-7 DM12x13-40Gy:66,70,71,73,75,76;
DM12x13-60Gy:111,113,115,134,136,138,150,153,155;
DM12x13-80Gy:162,168,169,174,177. 5

© o ~ N |~

Bang 3.16 cho thay s 14 trén gia hanh ctia 177 c4 thé thu nhan c6 thé chia lam
4 nhom. Tuy nhién phan 10n cac c4 thé c6 tir 4 dén 5 14, trong d6 nhiéu nhat 1a s6 ca
thé ¢6 5 14 véi 63 ca thé. S6 ca thé ma gia hanh c6 4 14 12 60 c4 thé. SO ca thé ma gia

hanh c¢6 6 - 71414 31 c4 thé. S6 ca thé ma gia hanh c6 2 - 3 1414 23 ¢4 thé.
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3.3.3.2. S0 gia hanh ciia 177 ca thé chiéu xa tir protocorm Dendrobium thap cay

nay mam

Sb gia hanh cia 177 c4 thé lan lai Dendrobium thap cdy da duoc xir Iy chiéu

xa sau 12 thang dua ciy con ra nha lu6i duoc phan nhom va duoc thé hién qua

Bang 3.17.

Bang 3.17. Su phan nhém theo sb gia hanh cua 177 ca thé lan lai Dendrobium thap

ciy di dugc xir 1y chiéu xa sau 12 thang duoc trong ra nha ludi

Binh p
hudng So gia A R Tong sO
chon hanh Tén cac ca the c4 thé

giéng
1-2 DM12x13-60Gy:116, 141; 2
DM12x13-8Gy:164. 1
DM12x13-0Gy:1,2,4,5,7,12,14,15,16,17,18,21, 15
25,26,28;
DM12x13-20Gy:31,32,33,34,37,38,39,42,43, 16
44,45,48,49,50,52,57;
DM12x13-40Gy:58,59,60,61,64,65,66,67,69, 31
71,72,73,76, 78,79,80,81,82,83,88,89,90,92,93,
3-6 94,95,96,98,99,100,101;
DM12x13-60Gy:104,105,106,107,111,112, 33
S6 gia 113,114,117, 121,123,124,125,126,129,131,
hanh tor 134,137,139,142,146,147,148,149,150,151,152,
3-6gia 154,155,156,157,158,159;
hanh DM12x13-80Gy: 160,161,162,165,168, 169, 11
170,173,174,176,177.
DM12x13-0Gy:3,6 8,9,10,11,13,19,20,22,23, 15
24,27,29,30;
DM12x13-20Gy:35,36,40,41,46,47,48,51,53, 12
54,55,56;
7.15 DM12x13-40Gy:62,63,68,70,74,75,77,84, 85, 13
86,87, 91,97;
DM12x13-60Gy:102,103,108,109,110,115, 22
118,119,120,122,127,128,130,132,133,135,136,
138,140,143,144,145,153;
DM12x13-80Gy:163,166,167,171,172,175. 6

Bang 3.17 cho thay s gia hanh ciia 177 ca thé trong quan thé con lai thé hién

su phan ly rat 16n vé sé gia hanh. S6 gia hanh ghi nhan duoc dao dong tir 1 dén 15

gia hanh/chau. Tuy nhién phan 16n cac cdy c6 3 - 6 gia hanh (106 ca thé), ké dén 1a

7 - 15 gia hanh (68 ca thé) va chi c6 3 ca thé c6 s gia hanh tir 1 - 2.
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3.3.3.3. Chiéu cao gia hanh ciia 177 ca thé chiéu xa tir protocorm Dendrobium
thap cay

Chiéu cao ciy cta 177 ca thé lan lai Dendrobium thip ciy da duoc xu Iy chiéu
xa sau 12 thang dua cdy con ra nha ludi duoc phan nhém va dugc thé hién qua
Bang 3.18.
Bang 3.18. Su phan nhom theo chiu cao ciy cua 177 c4 thé lan lai Dendrobium

thap ciy da duoc xir 1y chiéu Xa sau 12 thang duoc tréng ra nha ludi

Dinh  Chiéu o
hudng  cao Tén cic c4 thé Tong $0
chon cay ca thé
gidbng  (cm)
DM12x13-0Gy:6,7,8,16,19,24,25,26,30; 9
DM12x13-20Gy:31,33,39,42,45,47,49,54,57,58; 10
DM12x13-40Gy:61,64,65,68,69,77,78,79,85,86, 21
<15 88,90,91,92,93,94,9596,98,99,101:
DM12x13-60Gy:102,104,106,107,109,112,116, 16
117,120,121,127,128,130,140,141,152;
DM12x13-80Gy:161,164,165,166,167. 5
DM12x13-0Gy:1,2,3,4,5,9,10,11,12,13,14,15,17, 20
18,20,22,23,27,28,29;
Chidu DM12x13-20Gy:32,34,35,36,37,38,40,41,43,44, 18
ca0 46,48,50,51,52,53,55,56:
15-  DM12x13-40Gy:59,60,62,66,67,70,71,72,73,74,75, 20
caytr o9 76, 80,81,83,84,87,89,97,100;
15— DM12x13-60Gy:103,105,108,110,114,118,119,122, 33
20cm 123,124,125,126,129,131,132,133,136,138,139,142,
143,144,145,146,147,148,149,151,153,154,156,158,
159;:
DM12x13-80Gy:160,162,163,168,170,171,173, 9
175,176
DM12x13-0Gy:21; 1
DM12x13-40Gy:63,82; 2
>20 DM12x13-60Gy:111,113,115,134,135,137,150, 9
155,157
DM12x13-80Gy:169,172,174,177 4

Bang 3.18 cho thiy chiéu cao cdy ciia 177 c4 thé trong quan thé con lai chiéu
xa c6 su khac biét 16n. Phan 16n céc ciy c6 chiéu cao 15 - 20 cm (100 ca thé). S ca
thé ¢ chiéu cao cdy dudi 15 cm 13 61 ca thé, chi co 16 ca thé c6 chiéu cao ciy 16n

hon 20 cm.
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3.3.3.4. Sy sinh truéng cua té hep lan lai DM12x13 dwgc chiéu xa bing ngudn ®Co

Théng s céac chi tidu sinh trueéng cua td hop lan lai Dendrobium thip cdy DM12x13 duoc chiéu xa bang ngudn *°Co sau 12
thang dwa cy con ra nha luéi duoc thé hién qua Bang 3.19.
Biang 3.19. Thong sb céc chi tiéu sinh truéng cua td hop lan lai Dendrobium thip cdy DM12x13 duoc chiéu xa bang ngudn ®Co

sau 12 thang duoc tréng ra nha ludi

Liéu chiéu  So6 gia hanh Chiéu cao Duong kinh Chiéu cao , Chiéu dai Chiéu rong
xa (Gy) (gia hanh) gia hanh (cm)  gia hanh (cm) cay (cm) Sola () la (cm) la (cm)
0 9,4+4,2 4,8 +2.4 1,2+0,3 14,20 £3,7 3.8+1,2 9,4+2,6 2,9+0,7
20 8,1+3,2 4,7+22 1,2+0,3 13,98 £3,3 35+1,3 8,9+3,6 2,6 £0,7
40 8,6+3,5 44+23 1,1 £0,2 9,88 £2.6 36+1,5 8,8+2,9 2,5+0,8
60 84+2,9 5,1+£3,3 1,1+0,3 10,70 £2,9 3,714 9,1+3,0 2,5+0,8

80 6,6 + 2,6 3,625 0,9+0,4 8,94 +2,3 28+1,4 6,0 +3,0 2,1+£0,9
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Bang 3.19 cho thay ddi véi quan thé con lai cua to hop DM12x13, liéu chiéu tir 20 —
40 Gy it c6 tac dong dén cac chi tiéu sinh truang so véi liéu chiéu cao (60 — 80 Gy). Khi
chiéu xa & liéu cao (60 — 80 Gy) di tac dong 1én céac chi tiéu sinh truéng nhu dudng kinh
gia hanh, chiéu cao ciy, chiéu dai 14 va chiéu rong 14; riéng chi tiéu s gia hanh va s6 1a it
bi tac dong khi chiéu xa lidu cao tir 60 - 80 Gy. Theo Lapade (2002) thi viéc chiéu xa co
thé tac dong dén ciu tric, mau sic, than, 14, hoa; cac tinh trang vé giam chiéu cao (dang
thip cay — dwarf), dot bién anh hudng dén thanh phan diép luc 6, ting cudng d6 quang
hop, khang sau bénh va chin sém. Qua két qua tir hinh 3.31 va Bang 3.19 cho thay két
qua chiéu xa cua dé tai da anh hudng dén cac chi tiéu sinh truong, dic biét thé hién rd nét
nhat dén tinh trang giam chiéu cao (dang thap cay — dwarf): chiéu cao cay cta quan thé
con lai bi chiéu xa thap hon d6i chiing tir 0,28 — 5,66 cm va khac biét co y nghia thong ké
s0 voi dbi ching khong chiéu xa.
3.3.3.5. Sur hinh thanh, phat trién va dic diém caa hoa

Tai thoi diém 12 thang ké tir khi bit dau dua ra nha luéi, ty Ié ra hoa cua cac ciy
chiéu xa dat tir 5,6 — 45,7% so voi d6i chung (tir 18,1 — 54,4%). Cac dic diém co ban veé
hoa duoc thé hién qua Bang 3.20.
Bang 3.20. Anh hudng cua liéu chiéu xa dén mot sé dic diém chinh cua hoa cac con lai

duoc chiéu xa cia to hop DM12x13 tai thoi diém 12 thang duoc trong ra nha ludi

Licu ‘ , _Thoi gian Thoi gian Ty 16 ca
chiéu  Chidudai  Séhoa/  xuéthién phat hoa g Y I cdy
. . X \ hoa tan ra hoa
xa  phathoa(cm) phathoa  dautién (ngay sau (ngdy) (%)
(Gy) trong) = ’

0 22,0+5,8 5,5+3,0 278,8+26,1 32,343,1 42,3
20 15,8+0,0 5,0+0,0 302,0+0,0 35,0+0,0 34,2
40 17,443,0 52422 247,242 .4 30,4+12,3 42,4
60 18,1£5,5 3,3+1,3 304,8+4,5 30,3+11,8 37,4
80 18,1+4,1 5,0+£2,8 290,5+17,7 23,0+2,8 15,6

Bang 3.20 cho thiy cac théng s6 nhu chiéu dai phat hoa, sb hoa/phat hoa, thoi gian
ra hoa di bi anh huang béi liéu chiéu xa. Cac con lai ¢ chiéu dai phat hoa va s6 hoa/phat
hoa c6 xu hudng ty 1& nghich véi lidu chiéu: lidu chiéu cao thi chiéu dai phat hoa ngin, s6
hoa/phét hoa thap. Thoi gian ra hoa cta cac con lai cling bi anh huéng béi liéu chiéu: lidu

40 Gy cb céc ca thé ra hoa sém hon so v&i doi chieng, trong khi liéu chiéu 20, 60 va 80
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Gy lai 1am cho cac ca thé con lai ra hoa tré hon so véi ddi chitng. Tudi tho hoa cua céac
con lai & liéu chiéu cang cao thi cang ngin so véi d6i chung, ngoai trir lidu chiéu 20 Gy
1am cho tudi tho hoa ting hon d6i chimg trung binh 3 ngay.

Dic diém hoa cua cac ca thé con lai chiéu xa dugc thé hién qua (Phu luc 7) va cac
ciy lai khong chiéu xa c6 cau triic hoa binh thudng, khong c6 hién tuong bién dang. Cac
lidu xa tir 20 — 80 Gy di anh hudng dén ciu trac, mau sic hoa cia cac ca thé bi chiéu xa.
Tuy nhién, & cac muc liéu xa tir 20 - 40 Gy, cdu tric hoa it khic biét S0 Vi cac ca thé
khong chiéu xa va cac ca thé ¢ lidu xa nay 1a cac bién di dot bién c6 thé chon loc duoc.
Khi tang liéu chiéu xa 1én 60 - 80 Gy, su bién dang cta cau trac hoa thé hién rd so voi
cac ca thé khong chiéu xa va hoa clia cac ca thé nay ciling tan S6m hon so véi cic cé thé
dugc chiéu xa & lidu thap hoidc khong bi chiéu xa. D6i voi lidu xa 80 Gy, da sb cau trac
hoa bi bién dang. Sy chiéu xa di tao ra cu triic, mau sic hoa da dang va phong pht hon
S0 Véi cac ca thé khong bi chiéu xa.

Nhu vay, cic ca thé bi chiéu xa da qua chon loc kiéu hinh khac nhau trong diéu kién
in vitro nén khi ra hoa, hau hét cac ca thé nay rat khac biét vé cau truc ciing nhu mau sac
hoa. Cac ca thé lai khong chiéu xa cua to hop lai it co su bién dang vé cau trac hoa. Tuy
nhién, mirc do bién dang & cac ca thé cua ting to6 hop lai sau chiéu xa rat khac nhau va
muc d6 bién dang cang ting khi lidu chiéu xa cang cao. Cac bién di dot bién chon loc co
trién vong xuét hién ¢ lidu xa 20, 40 va 60 Gy.
3.3.3.6. Chon loc mét so6 dong dot bién cé trién vong

Tir cac ca thé di ra hoa cua t6 hop lai chiéu xa nghién ctu, cin ctr tiéu chi chon
dong lai Dendrobium thap ciy trién vong theo dinh hudng: c6 chiéu cao cy tir 15 - 20
cm, s gia hanh tr 3 — 6 gia hanh, s6 14 tir 4 — 6 13, s6 hoa/phat hoa tir 6 hoa tré Ién,
duong kinh hoa tir 4,5 cm tré 1€n, c6 mau sic hoa khac vé&i bd me, co thé chon cac dong

dot bién trién vong bao gom:
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Bang 3.21. Hinh dang, mau sic hoa cua ciy b6 me, cic dong con lai va cac dong dot bién

trién vong cua t6 hop lai DM12x13

Dong/
giong

Hinh dang, mau sic hoa

Dong DM12x13:07 DM12x13:08 DM12x13:09

Dong
dot
bién
trién

Ay | 7
vong [ Iﬁ‘

DM12x13-20Gy:38 DM12x13-40Gy:76 DM12x13-60Gy:142
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1/ Dong DM12x13-20Gy:38

- Thoi gian bt dau ra hoa ké tir thoi diém dua ra
nha ludi: 12 thang

- bic diém hoa: hoa mau tring phét tim nhat, &
giita phia trong moi hoa c6 mau tim dam, canh hoa xép
chdng 1én nhau. cac canh hoa thang, khong c6 16ng, phat
hoa ¢6 dang chum, kiéu phat hoa moc & dinh chdi, s6
phat hoa/gia hanh: 1; chiéu dai phat hoa: 15 cm; chiéu
dai doan mang hoa: 7 cm; duong kinh hoa: 6,8 cm; sb
hoa/phat hoa: 6 hoa; d bén cua hoa: 32 ngay.

- Pic diém than la: co 4 14, 14 day, mau xanh dam,
hinh miii méc, ban rong, kich thudc 14 12,5 x 2,4 cm; 3
gia hanh, gia hanh chac khoe, hinh ct hanh thap cay, c6
chiéu cao 8,5 cm, duong kinh 2,8 cm. Cay cao 17 cm.

2/ Dong DM12x13-40Gy:76

- Thoi gian bat dau ra hoa ké tir thoi diém dua ra
nha ludi: 12 thang

- Pic diém hoa: hoa mau trang, ¢ giita phia trong
moi hoa c6 mau tim soc, canh hoa xép chdng 1én nhau.
Céanh hoa hoi cong vé phia sau, c6 16ng, phat hoa uén
cong hinh chir s, kiéu phat hoa moc & dinh chdi, méi hoa
hudng 1én trén. s phat hoa/gia hanh: 1; chiéu dai phat
hoa: 20 cm; chiéu dai doan mang hoa: 14 cm; dudng
kinh hoa: 4 cm; s hoa/phat hoa: 7; d6 bén cua hoa: 28
ngay.

- Pic diém than 14: c6 6 1a, 14 mong, mau xanh
nhat, miii 14 nhon, kich thudc 14 9,5 x 2,4 cm; 6 gia
hanh, gia hanh cao 11 cm, duong kinh 1,6 cm. Cay cao
18 cm.

Ny}, 9>
Dong DM12x13-20Gy:38

Dong DM12x13-40Gy:76
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3/ Dong DM12x13-60Gy:142

- Thoi gian bt dau ra hoa ké tir thoi diém dua ra
nha ludi: 12 thang

- Pic diém hoa: hoa mau tring xanh, phia trong
mdi hoa c6 mau xanh, canh hoa xép chong 1én nhau. Céac
canh hoa cong vé phia sau, khong c6 16ng, phat hoa ¢
dang chum, kiéu phat hoa moc & dinh chdi; s6 phat
hoa/gia hanh: 1; chiéu dai phat hoa: 21 cm; chiéu dai
doan mang hoa: 11 cm; duong kinh hoa: 5,5 cm; s6
hoa/phat hoa: 6; d6 bén cua hoa: 45 ngay.

- PBic diém than 14: c6 4 14, 14 day, mau xanh dam,
miii 14 nhon, kich thuée 14 10,5 x 1,8 cm; 03 giad hanh,

gia hanh to va thp ciy, c6 chiéu cao 8,2 cm, duong kinh

Dong DM12x13-60Gy:142

2,8 cm. Cay cao 15 cm.

3.3.4. Quy trinh tao dong lan Dendrobium théap cdy dot bién

Tur két qué nghién ctru ¢ ndi dung 1 vé xac dinh mot sb diéu kién cho su phat trién
thich hop ctia hat lan lai Dendrobium thap cay va noi dung 3 vé chiéu xa gdy dot bién in
vitro protocorm Dendrobium thap cay va chon loc mot sé dong dot bién co trién vong co
thé rit ra quy trinh tao dong lan Dendrobium thap cay dot bién va duoc thé hién qua Hinh
3.18.
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Dendrobium thép cay

bo me

Lai tao

A

2 — 3 thang

Qui lan lai Dendrobium
thap cay

72 MS + saccharose 30 g/L + khoai tay 50
g/L + nudce dira 200 mL/L + than hoat tinh
0,5¢g/L +agar 7 g/L
Anh sang 100% LED dé, 400 lux

Gieo hat
feo 1-2 thang

.4
a

Protocorm A/

Chiéu
Xa
gamma
%co 20,
40, 60
Gy

%2 MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50
g/L + nudc dira 150 mL/L + than hoat tinh
' 0,5¢g/L +agar 7 g/L
Anh sang 75% LED d6 + 25% LED xanh
duong, 800 lux

4 thang

Choi Dendrobium thip cay

chiéu xa

MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50 g/L
+nudce dira 150 mL/L + than hoat tinh 0,5
g/L+ agar 7 g/L
Anh sang 50% LED d6 + 50% LED xanh
duong, 400 lux

2 thang

ﬂ

Cay con chi€u xa

Nhin giéng vé tinh in vitro

in vitro hoan chinh

(thuan dudng) (1 thang)

4

Cay con chiéu xa

Nha lu6i

\ 4

(8-10 thang)

CAiy trwéng thanh chiéu xa

l Chon loc

A

Ca the dot bien c6 trién vong

26 thang

Hinh 3.18. Quy trinh tao dong lan Dendrobium thap cay dot bién

Chi tiét vé& quy trinh tao dong lan lai Dendrobium thap cay dot bién duoc thé hién tai

Phu luc 8.
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3.4. Panh gia sw khac biét di truyén va nhan gidng mét s6 dong lai, dong ddt bién co
trién vong
3.4.1. Két qua khuéch dai DNA véi 10 primer RAPD

10 primer RAPD di dugc tién hanh phan tng PCR véi 19 miu (gdom 8 gidng lan
Dendrobium thap cdy b me, 8 cé4 thé con lai tiém ning, 3 ca thé dot bién c6 trién vong)
sau d6 dién di trén gel agarose 1,5%. Két qua phan tich da hinh kiéu gen dua trén co so
dién di duoc trinh bay trong Bang 3.25. Két qua cho thay s6 bang khuéch dai dugc tir mdi
primer dao dong trong khoang 9 — 20 bang, ty 1€ bang da hinh cua tirng primer dao dong
trong khoang 90,0% - 100%. Theo Bang 3.25 thi tong sé bang thu dugc sau phan ung
PCR 1a 148 bing, s6 bang da hinh 1a 145 bing, chiém 97,3%. Zha va ctv (2009) tng dung
k¥ thuat RAPD dé du doan mdi quan hé di truyén cta 9 loai lan Dendrobium thao duoc
ciing da thu dugce 323 bing da hinh tir 16 primer ngau nhién, trung binh 20 bing da hinh
mdi primer. Nhu vay trén ddi tugng khac nhau sé thu dugc sd bang da hinh khac nhau.

Két qua phan tich san pham khi khuéch dai 10 primer cho thay c6 bon primer A2,
A4, A5 va A18 cho két qua da hinh rd nhat. Chinh vi vay, bon primer nay dugc chon dé
phan tich su khac biét vé di truyén ddi véi cac ca thé dot bién so voi ca thé con lai va bd
me cua chung.

Bang 3.22 cho thiy ddi voi primer A2, sé bang da hinh 1a 12 bang, dat ty 16 100%,
trong d6 s6 bang da hinh d6i véi ca thé dot bién PB1 (DM12x13-20Gy:38) 1a 3 bang,
PB2 (DM12x13-40Gy:76) 1a 2 biang va PB3 (DM12x13-60Gy:142) 1a 5 bang. Pbi voi
primer A4, s bang da hinh 1a 19 bang, dat ty 18 100%, trong d6 ca thé dot bién PBI
(DM12x13-20Gy:38) va bB2 (DM12x13-40Gy:76) la 4 bang va PB3 (DM12x13-
60Gy:142) 1a 6 bang. Pi véi primer A5, sb bang da hinh 1a 17 bang, dat ty 18 100%,
trong d6 ca thé dot bién PB1 (DM12x13-20Gy:38) 1a 2 bing, PB2 (DM12x13-40Gy:76)
1a 1 bang va PB3 (DM12x13-60Gy:142) 13 9 bang. D4i voi primer Al8, sé bang da hinh
1a 18 bang, dat ty 18 100%, trong d6 cé4 thé dot bién DB1 (DM12x13-20Gy:38) 1a 3 bing,
bB2 (DM12x13-40Gy:76) 1a 7 bang va BB3 (DM12x13-60Gy:142) 1a 6 bang.
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Bang 3.22. Sb san pham khuéch dai, sb bang da hinh va ty 18 bang da hinh tao ra tir mdi primer caa 19 mau lan Dendrobium

Miu Primer ” Trung
OPA1 OPA2 OPA3 OPA4 OPA5 OPA9 OPA1l OPAI13 OPA17 OPA18 Tong binh
DMO01 5 2 2 0 5 4 7 6 4 4 39 3.9
DM10 5 3 2 4 4 3 5 8 2 4 40 4
DM11 3 2 2 2 3 1 7 7 5 6 38 3.8
DM12 5 3 7 3 2 6 3 5 3 5 42 4.2
DM13 8 6 5 5 4 5 4 5 2 6 50 5
DM14 2 5 2 0 1 5 0 7 2 4 28 2.8
DM18 13 3 6 7 6 3 10 8 5 4 65 6.5
DM24 11 4 6 6 5 5 4 9 3 6 59 5.9
DM10x01:51 5 2 3 3 2 2 5 8 4 4 38 3.8
DM11x12:90 9 3 6 3 5 1 4 6 4 3 44 4.4
DM11x18:111 2 3 2 2 3 4 3 4 4 4 31 3.1
DM11x24:139 10 5 6 7 7 6 6 7 7 6 67 6.7
DM12x11:180 7 4 2 2 3 3 3 4 4 4 36 3.6
DM12x13:184 8 6 7 5 7 7 6 6 7 5 64 6.4
DM12x13:186 3 2 5 1 3 4 4 6 3 2 33 3.3
DM12x14:229 4 3 4 2 2 4 4 5 4 4 36 3.6
DM12x13-20Gy:38 4 3 2 4 2 5 3 5 5 3 36 3.6
DM12x13-40Gy:76 9 2 3 4 1 5 6 5 7 7 49 4.9
DM12x13-60Gy:142 13 5 2 6 9 4 5 8 2 6 60 6
S6 bang khuéch dai 20 12 10 19 17 11 15 12 14 18 148 148
S6 bang da hinh 20 12 9 19 17 10 15 11 14 18 145 145

% bang da hinh 100,0 100 90,0 100,0 100,0 90,9 100,0 91,7 100,0 100 9726 97,3
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Bang 3.23. Sb bang da hinh & cac kich thude khac nhau trong phén tich 19 mau lan véi primer OPA2

Ky , R \ 2 A1«
x g Kich thude bang da hinh (bp) Tong s6 bang

Mau hiéu (bang)

500 550 600 700 750 800 900 1000 1500 1600 1800 2000 &
DMO01 BM1 + + 2
DM10 BM2 + + + 3
DM11 BM3 + + 2
DM12 BM4 + + + 3
DM13 BM5 + + + + + + 5]
DM14 BM6 + + + + + 5
DM18 BM7 + + 3
DM24 BM8 + + + 4
DM10x01:51 CL1 + + 2
DM11x12:90 CL2 + + + 3
DM11x18:111 CL3 + + + 3
DM11x24:139 CL4 + + + + + 5
DM12x11:180 CL5 + + + + 4
DM12x13:184 CL6 + + + + + + 6
DM12x13:186 CL7 2
DM12x14:229 CL8 + + 3
DM12x13-20Gy:38 PB1 + + + 3
DM12x13-40Gy:76 DB2 + + 2
DM12x13-60Gy:142 DB3 + + + + + 5

Ghi cha: Hinh dién di san pham RAPD-PCR véi primer OPA2 duoc thé hién ¢ phu luc 10.
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Bang 3.23 cho thiy con lai DM11x12:90 xuit hién 3 bing ¢ kich thuéc 550, 800,
1600bp, khac v6i me DM11 (xuét hién 2 bang kich thuéc 550 va 800bp) va khac véi bd
DM 12 (xuét hién 3 bing kich thudc 550, 900, 1000bp).

Con lai DM11x24:139 xuit hién 5 bang ¢ kich thude 550, 700, 800, 1000, 1600bp,
khac véi me DM11 (xuat hién 2 bang kich thudc 550 va 800bp) va khac voi bd DM24
(xuét hién 4 bang kich thudc 550, 1000, 1500, 1600bp).

Con lai DM12x11:180 xuit hién 4 bang & kich thudc 550, 600, 900, 1000bp, khac
v6i me DM12 (xuat hién 3 bang kich thudc 550, 900, 1000bp) va khac véi bé DM11
(xuit hién 2 bang kich thudc 550 va 800bp).

Ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38 xuat hién 3 bang & kich thudc 550, 900,
1600bp, khac véi me DM12 (xut hién 3 bang kich thudc 550, 900, 1000bp) va khéac véi
b6 DM13 (xuat hién 6 bang kich thudc 550, 900, 1000, 1500, 1600 va 2000bp). Ca thé
dot bién DM 12x13-20Gy:38 ciing khac véi con lai DM12x13:184 (xuat hién 6 bang kich
thude 550, 700, 800, 1000, 1600, 2000bp) va khac con lai DM12x13:186 (Xuét hién 2
bang kich thudc 550, 800bp) c6 cing bd me.

Ca thé dot bién DM12x13-40Gy:76 xuat hién 2 bang & kich thudc 800, 1000bp,
khac voi me DM12 va khac v6i bd DM13. C4 thé dot bién DM 12x13-40Gy:76 ciling khac
v6i con lai DM12x13:184 va khac con lai DM 12x13:186 ¢ clng bd me.

Cé thé dot bién DM 12x13-60Gy: 142 xuét hién 5 bang & kich thuge 550, 900, 1000,
1500, 1600bp, khac v6i me DM12 va khac véi bd DM13. Ca thé dot bién DM12x13-
40Gy:76 ciing khac véi con lai DM12x13:184 va khac con lai DM12x13:186 ¢ cung bd
me.

Nhu vay, dung primer OPA2 da xac dinh duoc 3 ca thé con lai DM11x12:90 ¢6 kich
thude 550, 800, 1600bp; con lai DM11x24:139 c6 kich thudc 550, 700, 800, 1000,
1600bp; con lai DM12x11:180 ¢6 kich thudc 550, 600, 900, 1000bp, khac voi kich thudc
bang cua b me. 3 c4 thé dot bién DM12x13-20Gy:38 co kich thudc 550, 900, 1600bp;
DM12x13-40Gy:76 c6 kich thudc 800, 1000bp; DM12x13-60Gy:142 c6 kich thudc 550,
900, 1000, 1500, 1600bp khac véi kich thude bang cua bd me va con lai dbi ching.

Kich thudc ¢ xuét hién san pham cia cac giéng bd me, c4 thé con lai va cac ca thé
d6t bién khi dung primer OPA4 duoc thé hién Bang 3.24.
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Bang 3.24. S6 bang da hdnh & coc kéeh thwde khoc nhau trong phdn téch 19 méu lan véi primer OPA4

Tong s6
x Ky Kich thude bang da hinh (bp) bang
Mau hidu (bang)
380 400 500 550 600 700 800 950 1000 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2200 2500 2900 3000

DMO1 BM1 0
DM10 BM2 + + + + 4
DM11 BM3 + o+ 2
DM12 BM4 + + + 3
DM13 BM5 + + + + + 5
DM14 BM6 0
DM18 BM7 + + + + + + + 7
DM24 BM8 + + + + + + 3]
DM10x01:51 CL1 + + + + 3
DM11x12:90 CL2 + + 3
DM11x18:111 CL3 + 2
DM11x24:139 cL4 + + + + + + + 7
DM12x11:180 CL5 + + 2
DM12x13:184 CL6 + + + + + 5
DM12x13:186 CL7 1
DM12x14:229 CL8 + + 2
DM12x13-20Gy:38  PB1  + + + + 4
DM12x13-40Gy:76  PB2 + + + + 4
DM12x13-60Gy:142  DB3 + + + + + + 6

Ghi cht: Hinh dién di san pham RAPD-PCR v6i primer OPA4 duoc thé hién ¢ phu luc 10.
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Bang 3.24 cho thay con lai DM11x12:90 xuit hién 3 bing ¢ kich thudc 400, 600,
1000bp, khac v6i me DM11 (xuét hién 2 biang kich thuéc 600 va 700bp) va khac véi bd
DM 12 (xuét hién 5 bang kich thude 1000, 1600, 1700, 2000, 2900bp).

Con lai DM11x24:139 xuit hién 7 bang ¢ kich thudce 700, 1000, 1500, 1700, 1800,
2700, 3000bp, khac vé1 me¢ DM11 (xuét hién 2 bang kich thudc 600 va 700bp) va khac
v6i bd DM24 (xuét hién 6 bang kich thude 600, 800, 1000, 2000, 2500, 3000bp).

Con lai DM12x11:180 xuét hién 2 bang ¢ kich thude 400, 600bp, khac voi me
DMI12 (xuét hién 5 bang kich thuéc 1000, 1600, 1700, 2000, 2900bp) va khac véi bd
DM11 (xuét hién 2 bing kich thudc 600 va 700bp).

Ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38 xuit hién 4 bang ¢ kich thudc 380, 550, 1500,
1600bp, khac vé1 me DM12 (xuét hién 5 bang kich thudéc 1000, 1600, 1700, 2000,
2900bp) va khac voi bd DM13 (xuét hién 5 bing kich thude 1000, 1600, 1700, 2000 va
2900bp). C4 thé dot bién DM12x13-20Gy:38 ciing khac voi con lai DM12x13:184 (xuat
hién 5 bang kich thudc 600, 1600, 1900, 2000, 2200bp) va khéc con lai DM12x13:186
(xuat hién 1 bang kich thudc 550bp) c6 cling bd me.

C4 thé dot bién DM 12x13-40Gy:76 xuét hién 4 bang & kich thude 600, 1500, 1900,
2000bp, khac v6i me DM12 va khac véi bd DM13. Cé thé dot bién DM12x13-40Gy:76
cling khac véi con lai DM12x13:184 va khac con lai DM12x13:186 c6 cing bd me.

Ca thé dot bién DM12x13-60Gy:142 xuat hién 6 bang & kich thudc 600, 1000,
1800, 2000, 2500, 3000bp, khac véi me DM12 va khac voi bd DM13. Ca thé dot bién
DM12x13-40Gy:76 cling khéac véi con lai DM12x13:184 va khac con lai DM12x13:186
c¢6 cung bd me.

Nhu vay, dung primer OPA4 da xac dinh duoc 3 ca thé con lai DM11x12:90 ¢6 kich
thude 400, 600, 1000bp; con lai DM11x24:139 c6 kich thude 700, 1000, 1500, 1700,
1800, 2700, 3000bp; con lai DM12x11:180 c6 kich thudc 400, 600bp, khac voi kich
thudc bang ctia bd me. 3 ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38 c6 kich thude 380, 550,
1500, 1600bp; DM12x13-40Gy:76 c6 kich thudc 600, 1500, 1900, 2000bp; DM12x13-
60Gy:142 c6 kich thudc 600, 1000, 1800, 2000, 2500, 3000bp khac véi kich thude bang
ctia bd me va con lai d6i chimg.

Kich thuéc c6 xuat hién san phim cua cac gidng bd me, cac ca thé con lai va cac ca
thé dot bién khi dung primer OPA5 dugc thé hién Bang 3.25.



Bang 3.25. Sb bang da hinh & cac kich thude khac nhau trong phén tich 19 mau lan véi primer OPA5

119

Mau Ky Kich thuéc bang da hinh (bp) Tong s0
hié bi

" 500 550 600 700 750 800 900 1000 1500 1600 1700 1800 2000 2100 2200 2300 2500 (bgﬁg)
DMO1 BM1 + + + + 5
DM10 BM?2 + + 4
DM11 BM3 + + 3
DM12 BM4 + + 2
DM13 BM5 + + 4
DM14 BM6 1
DM18 BM7 + + + + 6
DM24 BMS8 + + + 5
DM10x01:51 CL1 + 2
DM11x12:90 CL2 + + 5
DM11x18:111 CL3 3
DM11x24:139 CL4 + + + + 7
DM12x11:180 CL5 + 3
DM12x13:184 CL6 + + + + + 7
DM12x13:186 CL7 + 3
DM12x14:229 CL8 2
DM12x13-20Gy:38 DB1 + 2
DM12x13-40Gy:76 DB2 + 1
DM12x13-60Gy:142  PB3  + + + + + + 9

Ghi chi: Hinh dién di san pham RAPD-PCR vai primer OPAS dugc thé hién ¢ phu luc 10.
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Bang 3.25 cho thiy con lai DM11x12:90 xuit hién 5 bing ¢ kich thuéc 500, 550,
750, 1500, 2100bp, khac véi me DM11 (Xuét hién 3 bang kich thudc 500, 750 va
1600bp) va khac v6i bd DM12 (xuét hién 2 bang kich thuée 750, 1800bp).

Con lai DM11x24:139 xuit hién 7 bang ¢ kich thudc 750, 900, 1500, 1700, 2000,
2300, 2500bp, khac vo1 me¢ DM11 (xuét hién 3 bang kich thude 500, 750 va 1600bp) va
khac voi bd DM24 (xuat hién 5 bang kich thude 500, 750, 900, 2000, 2200bp).

Con lai DM 12x11:180 xuét hién 3 bang ¢ kich thudc 500, 600, 750bp, khac voi me
DMI12 (xuét hién 2 bang kich thudc 750, 1800bp) va khac véi bé DM11 (xuét hién 3
bang kich thude 500, 750 va 1600bp).

Ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38 xuit hién 2 bang ¢ kich thuéc 750, 1600bp,
khac voi me DM12 (xuét hién 2 bang kich thudc 750, 1800bp) va khac véi bé DM13
(xuat hién 4 bang kich thuéc 700, 1500, 1800, 2200bp). Ca thé dot bién DM12x13-
20Gy:38 ciing khac véi con lai DM12x13:184 (xuét hién 7 bang kich thuge 500, 750,
900, 1000, 1700, 2000, 2300bp) va khac con lai DM12x13:186 (xuat hién 3 bang kich
thude 750, 2000, 2200bp) c6 cing bd me.

C4 thé dot bién DM12x13-40Gy:76 xuat hién 1 bang ¢ kich thudc 750bp, khac véi
me DM 12 va khac voi bd DM13. Ca thé dot bién DM12x13-40Gy:76 ciing khac véi con
lai DM12x13:184 va khac con lai DM12x13:186 c6 cing bd me.

C4 thé dot bién DM12x13-60Gy: 142 xuat hién 9 bang ¢ kich thudc 500, 750, 800,
900, 1000, 1500, 2000, 2200, 2300bp, khac v6i me DM12 va khac véi bd DM13. Ca thé
d6t bién DM12x13-40Gy:76 ciing khac véi con lai DM12x13:184 va khac con lai
DM12x13:186 c6 cing bb me.

Nhu vay, dung primer OPAS da xac dinh duoc 3 ca thé con lai DM11x12:90 ¢6 kich

thude 500, 550, 750, 1500, 2100bp; con lai DM 11x24:139 c6 kich thudc 750, 900, 1500,
1700, 2000, 2300, 2500bp; con lai DM12x11:180 c6 kich thudc 500, 600, 750bp, khac
vé6i kich thude bang ctua bd me. 3 ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38 c6 kich thude 750,
1600bp; DM12x13-40Gy:76 c6 kich thude 750bp; DM12x13-60Gy:142 c6 kich thude
500, 750, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2200, 2300bp, khac véi kich thudc bang cta bd
me va con lai d6i chimg.

Kich thudc cé xuat hién san pham cia cac giéng bd me, cac ca thé con lai va céc ca

thé dot bién khi dung primer OPA18 dugc thé hién Bang 3.26.
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Kich thudc bang da hinh (bp) Téng sb
. Ky bang
Mau hi ,?7 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1200 1300 1500 1550 1600 1700 1800 1900 2000 (bing)
iéu

DMO01 BM1 + + + 4
DM10 BM2 + + + 4
DM11 BM3 + + + + 6
DM12 BM4 + + 5
DM13 BM5 + + + 6
DM14 BM6 + + 4
DM18 BM7 + + + + 4
DM24 BM8 + + + + 6
DM10x01:51 CL1 + + + + 4
DM11x12:90 CL2 + + 3
DM11x18:111 CL3 + + + 4
DM11x24:139 CL4 + + + 6
DM12x11:180 CL5 + + 4
DM12x13:184 CL6 + + + 5
DM12x13:186 CL7 2
DM12x14:229 CL8 + + + 4
DM12x13-20Gy:38 DPB1 + 3
DM12x13-40Gy:76 bB2 + + + + + 7
DM12x13-60Gy:142  DPB3 + + + + 6

Ghi cht: Hinh dién di san pham RAPD-PCR vai primer OPA18 dugc thé hién & phu luc 10.
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Bang 3.26 cho thiy con lai DM11x12:90 xuit hién 3 bing ¢ kich thudc 600, 800,
2000bp, khac vé1 me DM11 (Xuét hién 6 bang kich thudoc 700, 800, 900,950, 1500 va
1700bp) va khac voi bd DM12 (xuét hién 5 biang kich thude 650, 700, 850, 1000,
15000bp).

Con lai DM11x24:139 xuét hién 6 bang ¢ kich thudc 800, 1000, 1200, 1500, 1700,
1800bp, khac véi me DMI11 (xuat hién 6 bang kich thudc 700, 800, 900,950, 1500 va
1700bp) va khac voi bd DM24 (xuét hién 6 bang kich thude 800, 900, 1000, 1500, 1600,
2000bp).

Con lai DM12x11:180 xuét hién 4 bing ¢ kich thuéc 600, 1500, 1900, 2000bp,
khac véi me DM12 (xut hién 5 bang kich thudc 650, 700, 850, 1000, 1500bp) va khac
v6i b6 DM11 (xuét hién 6 bang kich thude 700, 800, 900,950, 1500 va 1700bp).

Ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38 xuét hién 3 bang ¢ kich thudc 850, 1300,
1550bp, khac v&i me DM12 (xuat hién 5 bang kich thuéc 650, 700, 850, 1000, 1500bp)
va khac voi b DM13 (xuat hién 6 bing kich thudc 700, 750, 800, 1000, 1500, 1800bp).
Cé thé dot bién DM12x13-20Gy:38 ciing khac vdi con lai DM12x13:184 (xuét hién 5
bang kich thudc 600, 800, 1500, 1700, 1800bp) va khac con lai DM12x13:186 (xuat hién
2 bang kich thude 750, 850bp) c6 cung bd me.

C4 thé dot bién DM12x13-40Gy:76 xuit hién 7 bang & kich thude 700, 800, 1000,
1500, 1600, 1700, 1800bp, khac véi me DM12 va khac v6i bd DM13. Ca thé dot bién
DM12x13-40Gy:76 cling khéac véi con lai DM12x13:184 va khac con lai DM12x13:186
c¢6 cung bd me.

Ca thé dot bién DM12x13-60Gy: 142 xuét hién 6 bing & kich thudc 600, 800, 1000,
1500, 1800, 2000bp, khac véi me DMI12 va khac véi b6 DM13. Ca thé dot bién
DM12x13-40Gy:76 cling khéc vdi con lai DM12x13:184 va khac con lai DM12x13:186
6 cung bd me.

Nhu vay, dung primer OPA18 di xac dinh dugc 3 ca thé con lai DM11x12:90 ¢
kich thudc 600, 800, 2000bp; con lai DM11x24:139 c6 kich thude 800, 1000, 1200,
1500, 1700, 1800bp; con lai DM12x11:180 ¢6 kich thudc 600, 1500, 1900, 2000bp, khac
v6i kich thude bang cua bd me. 3 ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38 c¢6 kich thuéc 850,
1300, 1550bp; DM12x13-40Gy:76 c6 kich thuge 700, 800, 1000, 1500, 1600, 1700,
1800bp; DM12x13-60Gy:142 ¢6 kich thudc 600, 800, 1000, 1500, 1800, 2000bp, khac

v6i kich thude bang ctiia bd me va con lai doi chirng.
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3.4.2. Phin tich mdi quan hé di truyén 8 dong lan Dendrobium thap ciy bé me véi 8
c4 thé lai tiém ning va 3 c4 thé dot bién trién vong

Hé sb twong ddng di truyén phan anh quan hé vé ngudn gdc di truyén giita cac
gidng/dong véi nhau. Cac gidng va dong cang gan nhau vé mit di truyén thi hé sb tuwong
dong di truyén giita chiing cang cao va nguoc lai cac gidng c6 mdi quan hé di truyén néu
khac nhau thi hé sé twong dong di truyén giita chiing s& thip, chung phan anh khoang
cach di truyén giita cac gidng/dong. Ty 18 twong dong giira 8 dong lan Dendrobium thap
cay bd me véi 8 ca thé lai tiém nang va 3 ca thé dot bién trién vong dua trén hé ) tuong
g don gian (SM Coefficent) dugc thé hién qua Bang 3.28. Bang 3.28 cho thiy c6 171
cap dugc tao nén tir 8 dong lan Dendrobium thap cdy bé me véi 8 ca thé lai tiém niang va
3 ca thé dot bién trién vong, vaoi hé sb twong dong di truyén timg cip nam trong khoang
0,48 — 0,86, khac v6i hé sé twong ddng di truyén cua 32 giéng lan Hoang Thao ban dja
cua Viét Nam (dao dong trong khoang tir 0,23 - 1) trong nghién ctru ciia Tran Duy Duong
(2015). Nhu vdy, trén ddi twong khac nhau véi dic diém méiu khac nhau s& cho két qua
vé hé s6 twong dong di truyén khac nhau.

Bang 3.27 cho thdy cip mau DB2 (tuong mg c4 thé dot bién DM12x13-40Gy:76)
va BM7 (tuong tng véi gidng bo me DM18) 1a cip c¢6 hé sb twong dong di truyén thap
nhat (0,48), ké dén 1a cip miu PBI1 (twong tng ca thé dot bién DM12x13-20Gy:38) va
BM7 (twong tmg voi gidng bd me DM18) (0,49). Cip mau PB3 (tuwong tng ca thé dot
bién DM12x13-60Gy:142) va BM7 (twong trng voi gidng bé me DM18) ¢ hé s6 tuong
ddng di truyén 0,68. Cip miu CL6 (twong tng voi ca thé con lai DM12x13:184, 1a con
lai tir cp lai b6 me DM12x13) va CL7 twong tng véi ca thé con lai DM12x13:186, ciing
1a con lai tir cip lai bd me DM12x13) 1a cdp c6 hé sb tuwong ddng di truyén cao nhit
(0,86) (Bang 3.27).

Nhu vay, danh gia su khac biét di truyén giita 8 ca thé con lai, 3 c4 thé dot bién va 8
gidng bd me bang chi thi phan tir RAPD cho thdy, 3 c4 thé dot bién c6 su khac biét vé
miat di truyén so véi 8 ca thé con lai va 8 gidng bd me. Trong d6 ca thé dot bién
DM12x13-40Gy:76 c6 su khac biét di truyén 16n nhit (hé sé twong dong di truyén
DM12x13-40Gy:76 - DM18 1a 0,48) va su khac biét di truyén thap nhét 1a ca thé con lai
DM12x13:184 (hé s6 twong dong di truyén con lai DM12x13:184 - con lai
DM12x13:186 1a 0,86).
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Bang 3.27. Ty & twong dong gitta 8 dong lan Dendrobium thip cay b me véi 8 ca thé lai tiém ning va 3 ca thé dot bién trién vong dua

trén hé sé twong tmg don gian (SM Coefficent)

BM1 CL3 CL6 CL7 BM7 CL1 BM3 BM2 BM8 DB3 CL2 CL5 DB2 BMS CL8 CL4 BM4 BM6 DBI
BM1 1
CL3 | 0,78 1

CL6 | 0,68 0,76 1

CL7 | 0,67 0,74 0,86 1
BM7 | 0,60 0,69 0,80 0,84 1

cL1 (0,78 069 068 0,64 0,64 1

BM3 | 079 069 061 057 061 081 1

BM2 | 0,76 0,71 061 059 061 079 0,77 1

BM8 | 051 056 064 066 068 056 05 0,65 1

bB3 | 058 064 063 066 068 058 057 069 0,75 1

cL2 { 069 062 059 058 057 068 065 073 058 0,63 1

CL5 | 0,67 067 051 049 049 069 067 072 055 061 0,76 1

bB2 | 0,71 066 05 051 048 067 071 069 052 05 073 0,72 1

BMS | 064 0,71 067 064 061 066 060 071 065 069 060 059 059 1

cL8 [ 069 0,70 061 056 05 067 067 074 052 055 069 068 075 0,72 1

cL4 | 074 070 060 058 052 069 0,70 071 05 058 070 0,71 0,78 0,69 0,85 1

BM4 | 063 067 066 061 058 067 058 072 062 059 066 068 059 078 0,75 0,72 1
BM6 | 066 065 061 053 051 066 068 07 058 061 062 067 0777 071 0,74 074 0,74 1
bB1 | 0,67 067 058 056 049 0,76 066 072 05 061 063 064 069 0771 0,75 0,74 0,76 0.74 1
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3.4.3. Nhian dong vo tinh va khao sat sinh truéng, phat trién 3 dong lai cé trién vong
trong diéu kién in vitro

Ba dong lai co trién vong dugc nhan dong in vitro bang phuong phap nudi cy lat
mong té bao gdm dong DM11x12:90, DM11x24:139 va DM12x11:180. Lat mong té bao
duoc ciy 1én moi trudng co ban % MS c6 bo sung BA 3 mg/L két hop voi NAA 0,5
mg/L dé phat sinh protocorm like body (PLBs) tir tTCL. Sau 2 thang nudi cay, nhiing
PLBs thu duoc c6 sirc séng tét, duoc tach thanh cum nhé c6 kich thude 0,3%0,3 cm Vi

khoang 4 - 6 PLBs, Cac cum PLBs c6 kich thudc 0,3x0,3 cm véi khoang 4 - 6 PLBs,

dugc cdy 1én moi truong co ban MS c6 bd sung BA 1 mg/L va NAA 1 mg/L (phu luc
11).

DM11x12:90 DM11x24:139 DM12x11:180
Hinh 3.19. PLBs phat sinh tir 1at moéng cua 3 dong lai sau 8 tudn nudi cay
Sau 6 tuan nudi cdy, Cac cum PLBs duoc cdy chuyén qua méi trudng s MS + nudc
ditra 150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/L + khoai tay 50 g/L + than hoat tinh 0,5 g/L
dé hinh thanh chdi. S6 luong chdi, va chiéu cao cua timg dong sau 6 tuan nudi ciy duoc
thé hién qua Bang 3.28.

Bing 3.28. S chdi va chiéu cao chdi cua 3 dong lai o trién vong sau 6 tuan nudi cay

Dong S6 luong chdi (chdi) Chiéu cao chdi (cm)
DM11x12:90 8,6° 2,19
DM11x24:139 14,47 2,31
DM12x11:180 10,7% 2,46°

Trong cung mot cdt, cac gia tri c6 ky tu theo sau khac nhau thé hién mirc d6 khac biét c6 y nghia

thong ké véi gia tri P < 0.05.
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T4i sinh choi tir PLBs 1a mot trong nhitng giai doan quan trong trong quy trinh nhan
gidng in vitro. Chdi khong chi anh hudng truc tiép dén san luong ciy gibng ma né con
anh huong dén chét lugng cay gidng ciing nhu chat lugng hoa sau nay. Tac dung kich
thich tao chdi dat duoc cha yéu vao viéc nudi cdy cac mau trén moi trudng bod sung nong
d6 cytokinin cao. Cytokinin co tac dung kich thich tao chdi nhung néu str dung néng do
qua cao s& 1am giam sy phét sinh va sinh trudng ciia chdi, hinh dang ciia chdi bi thay doi
va bién di soma ting. Sau khi duoc nudi ciy trén moi trudng MS co bd sung BA 1 mg/L
va NAA 1 mg/L, cac PLBs di tai sinh chdi sau 6 tudn nudi ciy. Trong 3 dong lai co trién
vong thi dong DM11x24:139 cho sé lwong chdi dat cao nhat (14,47 chdi) va khac biét co
y nghia théng ké so v&i 2 dong con lai. Tuy nhién, chiéu cao chdi cua dong
DM12x11:180 lai cao nhat (2,46 cm) va khac biét v4i 2 dong con lai. Cac chdi tai sinh tir

PLBs cua 3 dong nghién ctru déu c6 tir 2- 4 14 va chwa xuat hién ré.

DM11x12:90 DM11x24:139 DM12x11:180
Hinh 3.20. Cum chdi 03 dong lai sau 6 tuan ciy trén moi truong tao chdi

Dé c6 thé tao ciy hoan chinh, chdi ciia cac dong lai co trién vong dugc cay chuyén
sang moi trudng tao ré (moi trudng MS 6 bd sung saccharose 30 g/L + khoai tay 50 g/L
+ nuéc dira 200 mL/L + agar 8 g/L + than hoat tinh 0,5 g/L + chét diéu hoa sinh truéng
NAA véi ndng do 2 mg/L (phu luc 11). Sb r& va chiéu dai r& ctia 3 dong lai co trién vong
sau 6 tuan nudi cdy duoc thé hién qua Bang 3.29.

Bang 3.29 cho thiy sau 6 tuan nudi cay trén méi trudng tao ré, cac chdi tir cic dong
lai c6 trién vong da tao ré véi sé lwong ré tir 6,87 — 8,13 (ré/cay) tuy ting dong. Trong 3
dong nghién ctru thi dong DM11x12:90 c6 sb lwong ré 16n nhat va khac biét c6 ¥ nghia
thng ké so voi 2 dong con lai. Tuy nhién, chiéu dai ré cua dong nay lai khong dai, chi
1,79 cm sau 6 tuan nudi cay. Nguoc lai, tuy co sé ré it hon dong DM11x12:90 nhung
dong DM11x24:139 lai c6 chiéu dai r& vuot troi va khac biét co ¥ nghia thong ké so véi 2

dong con lai, chiéu dai ré dat 3,11 cm sau 6 tuan nuoi cay.
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Bang 3.29. S6 ré va chiéu dai ré ciia 3 dong lai ¢ trién vong sau 6 tudn nudi cay

Dong S6 luong ré (ré) Chiéu dai r& (cm)
DM11x12:90 8,13 1,79
DM11x24:139 7,70% 3,11°
DM12x11:180 6,87 1,36"

Trong cung médt cft, cac gia tri cd ky tu theo sau khac nhau thé hién murc d6 khac biét cd y nghia
thong ké véi gia tri P <0.05.

Két qua da nhan gibéng in vitro dugc 300 ciy con mdi dong lai c6 trién vong dé dua
ra nha ludi khao sat sinh truong, phat trién.
3.4.4. Khao sat sinh truéng, phat trién 3 dong lai c6 trién vong trong diéu kién nha
lwéi

Sau 2 thang tir khi xir 1y tao ré, 300 cay con cua ting dong lai cé trién vong co
chiéu cao dong déu (3 — 4 cm, cb tir 4 — 5 1a) dugc chon dé dem ra vuon uom dé wom
khoang 3 - 4 tuan. Cay lan con duoc trong trong chau, mdi chau mot cay, gia thé 1a dira
miéng. Sau 8 thang trong, cac ca thé thuoc 3 dong lai c6 trién vong bat dau ra hoa. Su
sinh truéng cua cac ca thé thude 3 dong nay duoc thé hién qua Bang 3.30.
Bang 3.30. Thong s chi tiéu sinh truong cia 3 dong lai co trién vong ¢ thoi diém 8

thang sau trong

Chieu Chieu S6gia Duong ., Chicu

‘ ca0  caogia hanh kinhgia ggjy CMeU  rong
Dong cdy ~ hamh  (gia  hanh (5 dA 4
(cm) (cm)  hanh)  (cm) m)  (cm)

DM11x12:90 182° 98° 412 15¢ 47° 106° 1,96°
DM11x24:139 173> 88’ 35° 20°  39° 104°¢ 2,02°
DM12x11:180 19,4%  84° 3,6° 24% 57% 131% 309°?

Trong cung mot cdt, cac gia tri cd ky tu theo sau khac nhau thé hi€n mirc 6 khac biét cd y nghia
thong ké véi gia tri P <0.05.

Bang 3.30 cho thay tai thoi diém ra hoa, chiéu cao cay ciia 3 dong lai 6 trién vong
giao dong tir 17,3 — 19,4 cm, trong d6 dong DM11x12:180 c6 chiéu cao ciy cao nhit va

khac biét c6 y nghia thong ké véi 2 dong con lai. Trong khi do, chiéu cao gia hanh cia
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dong DM11x12:90 13 cao nhét, tuy nhién dudng kinh gia hanh cua dong DM11x12:90
lai nho nhat. S6 gia hanh cua 3 dong lai c¢6 trién vong giao dong tir 3,5 - 4,1 gia hanh,
trong d6 dong DM11x12:90 c6 s gia hanh cao nhét va khac biét c6 y nghia théng ké. S6
14 trung binh cta cac cay thudc 3 dong ciling khéac nhau, trong d6 dong DM12x11:180 c6
sO 14 cao nhat, dat 5,7 1a/gia hanh. L4 ciia dong DM12x11:180 ciing dai va rong hon
khac biét co ¥ nghia théng ké so v6i 2 dong con lai.

Ngoai theo doi cac dac diém sinh trudng, dac diém hoa cua 3 dong lai co trién vong
cling duogc theo dbi va duoc thé hién qua Bang 3.31.

Bang 3.31. Thong s chi tiéu vé hoa cua 3 dong lai 6 trién vong sau 10 thang trong nha

ludi
Dong Chiéu dai phat Séhoa  Puong kinh hoa (cm) Ty ¢ cAy ra
hoa (cm) (hoa) hoa (%)
DM11x12:90 31,5° 9,52 6,3° 31°
DM11x24:139 29,0° 9,4° 6,0" 45
DM12x11:180 34,4° 9,7° 5,9° 52°
Trung binh 42,67

Trong cung mot cdt, cac gia tri c6 ky tu theo sau khac nhau thé hién muc d6 khac biét co y nghia
thong ké véi gia tri P < 0.05.

Bang 3.31 cho thay chiéu dai phat hoa ctia cac ca thé thudc 3 dong lai cé trién vong
tir 29 — 34,4 cm, trong d6 dong DM 12x11:180 ¢6 chiéu dai phat hoa dai nhat va khac biét
c6 ¥ nghia thong ké so voi 2 dong con lai. Tuy nhién, s6 hoa cta 3 dong lai khong khac
biét co6 y nghia thong ké. SO hoa cua 3 dong lai ¢o trién vong dao dong tir 9,4-9,7
hoa/phat hoa. Trong 3 dong lai c6 trién vong thi dudng kinh hoa cia dong DM11x12:90
to nhat, dat trung binh 6,3 cm va khac biét co y nghia thong ké so véi 2 dong con lai.

Ty Ié cdy ra hoa tai thoi diém 10 thang sau khi trong trong nha luéi cia cac dong
chon loc khac nhau ciing khac nhau, trong dé6 dong DM12x11:180 ¢6 ty 1€ cay ra hoa cao
nhat, dat 52% va khac biét c6 y nghia théng ké so voi 2 dong con lai. Dong
DM11x24:139 c6 ty 1€ cay ra hoa dat 45% va dong DM11x12:90 ¢6 ty I¢ cay ra hoa dat
thap nhat 12 31% tai thoi diém 10 thang sau khi trong trong nha luéi.

Nhu vay, tir 300 cdy con tao ra tir nhan giéng in vitro cia mdi dong lan lai
Dendrobium thap cay (DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180), sau 10 thang trong
trong nha ludi thi ty 1€ cay ra hoa trung binh 42,67%.
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Hinh 3.21. Céc c4 thé ra hoa thuoc dong DM12x11:180

3.4.5. Nhan dong v tinh va khio sat sinh truéng, phat trién 3 dong ddt bién c6 trién
vong trong diéu kién in vitro

Ba c4 thé dot bién co trién vong dugce nhan dong in vitro bang phuong phap nudi
cay lat mong té bao gom dong DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 va DM12x13-
60Gy:142. S lugng chdi, chiéu cao va dic diém chdi cua timg dong sau 6 tuan nudi cay
trén moi trudong MS co bo sung BA 1 mg/L va NAA 1 mg/L dugc thé hién qua Bang
3.32.

Bang 3.32. Thong sb chi tiéu sinh truong cta 3 dong dot bién c6 trién vong sau 6 tuan

nudi cay
Dong S6 lwong choi (chdi)  Chiéu cao chdi (cm)
DM12x13-20Gy:38 7,4° 1,8
DM12x13-40Gy:76 6,1° 2,0°
DM12x13-60Gy:142 7,2 2,2

Trong cung mdt cot, cac gia tri cd ky tu theo sau khac nhau thé hién mirc d6 khac biét c6 y nghia
thong ké véi gia tri P < 0.05.

Sau khi duoc nudi cay trén moi truong MS c6 bo sung BA 1 mg/L va NAA 1 mg/L,
cic PLBs di tai sinh chdi sau 6 tudn nudi cdy. Trong 3 dong dot bién co trién vong thi
dong DM12x13-20Gy:38 cho sb lugng chdi dat cao nhat (7,4 chdi) nhung khong khéc

biét c6 y nghia thong ké so vdi 2 dong con lai. Tuy nhién, chi€u cao chéi cua dong
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DM12x13-60Gy:142 lai cao nhit (2,2 cm), khac biét v6i dong DM12x13-20Gy:38 nhung
khong khac biét co y nghia thng ké v6i dong DM12x13-40Gy:76.

, TN -wrn‘v ﬂ"ﬂ"w”””"
g S 8 ’

DM12x13-20Gy:38 DM12x13-40Gy:76 DM12x13-60Gy:142

Hinh 3.22. Cum chdi 03 dong dot bién sau 6 tuan cay trén moi truong tao chdi

Pé c6 thé tao cdy hoan chinh, chdi cia cac dong dot bién c6 trién vong duoc ciy
chuyén sang mai truong tao ré (mdi truong MS c¢6 bd sung saccharose 30 g/L + khoai tay
50 g/L + nuéc dira 200 mL/L + agar 8 g/L + than hoat tinh 0,5 g/L + chat diéu hoa sinh
truong NAA vé6i ndng do 2 mg/L (phu luc 11)). S6 ré va chiéu dai ré& sau 6 tuan nudi cay
dugc theo ddi va duoc thé hién qua Bang 3.33.

Bang 3.33. S ré va chiéu dai ré ciia 3 dong dot bién c6 trién vong sau 6 tuan nudi cay

Dong S6 lugng ré (ré) Chiéu dai ré (cm)
DM12x13-20Gy:38 6,9° 1,5°
DM12x13-40Gy:76 6, 5° 2,0°
DM12x13-60Gy:142 5,8 1,4°

Trong ciing mdt cot, cac gia tri c6 ky tu theo sau khac nhau thé hién mirc d6 khac biét c6 y nghia
thong ké véi gia tri P < 0.05.

Bang 3.33 cho thiy sau 6 tuan nudi cay trén méi trudng tao ré, cac chdi tir cic dong
dot bién c6 trién vong da ra r& véi s6 luong ré tir 5,8 — 6,9 tuy timg dong. Trong 3 dong
nghién ctru thi dong DM12x13-20Gy:38 c¢6 sb luong ré 16n nhat nhung khong khéac biét
¢ y nghia théng ké so v6i 2 dong con lai. Tuy nhién, chiéu dai ré caa dong nay lai khong
dai, chi 1,5 cm sau 6 tuan nudi cdy. Nguoc lai, tuy c6 sd ré it hon dong DM12x13-
20Gy:38 nhung dong DM12x13-40Gy:76 lai co chiéu dai r& vuot trdi va khac biét co y
nghia thong ké so véi 2 dong con lai, chiéu dai ré dat 2,0 cm sau 6 tudn nudi ciy.

Két qua da nhan giéng in vitro dugc 300 ciy con mdi dong dot bién co trién vong dé

dua ra nha ludi khao sat sinh truéng, phat trién.
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Hinh 3.23. Ciy con cua 03 dong d6t bién sau 6 tuan cdy chuyén trén méi trudng tao ré
3.4.6. Khio sat sinh truéng, phat trién 3 dong dot bién c6 trién vong trong diéu kién
nha luéi

Sau 2 thang tir khi xr 1y tao ré, 300 cay con cua ting dong dot bién co trién vong
¢6 chiéu cao dong déu (3 — 4 cm, c6 tir 4 — 5 14) duoc chon dé dem ra vudn wom dé wom
khoang 3 - 4 tuan. Cay lan con duoc trong trong chau, mdi chau mot cay, gia thé 1a dira
miéng. Sau 8 thang trong, cac ca thé thudc 3 dong dot bién co trién vong bat dau ra hoa.
Sy sinh truong cua cac ca thé thude 3 dong nay tiép tuc duoc theo ddi va duoc thé hién
qua Bang 3.34.

Bang 3.34. Thong s6 chi tiéu sinh truong caa 3 dong dot bién ¢ trién vong & thoi diém 8

thang sau trong

Chiecu  Chieu Sogia buong Chidu Chiéu

Dong caocdy caogia  hanh kinhgia Sola dai 14 rong
(cm)  hanh (gia  hanh (&) o

(cm) hanh) (cm) (cm)

DM12x13-20GY:38  16,9° 86° 32° 28% 40° 125% 24°
DM12x13-40Gy:76  18,3%  11,1° 512 1,7°  6,0% 96°¢ 5°

DM12x13-60Gy:142 158"  8,3° 31° 27% 41° 106" 1,8°

Trong cung mot cdt, cac gia tri ¢ ky tu theo sau khac nhau thé hién muc do khac biét co y nghia
thong ké vai gia tri P < 0.05.

Bang 3.34 cho thay tai thoi diém ra hoa, chiéu cao cdy cua 3 dong chon loc giao
dong tir 15,8 — 18,3 cm, trong d6 dong DM12x13-40Gy:76 c6 chiéu cao cao hon 2 dong
con lai va khac biét c6 y nghia théng ké. Chiéu cao gia hanh cua dong DM12x13-
40Gy:76 cling cao hon 2 dong con lai, tuy nhién dudong kinh gid hanh cua dong nay lai
nho nhit. S6 gia hanh cua 3 dong chon loc giao dong tir 3,1 - 5,1 gia hanh, trong d6 dong
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DM12x13-40Gy:76 c6 s6 gia hanh cao hon 2 dong con lai va khac biét c6 y nghia thong

ké. S6 14 trung binh cua cac cay thudc 3 dong khac nhau ciing khic nhau, trong d6 dong

DM12x13-40Gy:76 c6 sb 14 cao nhét, dat 6,0 14/gia hanh, tuy nhién 14 ctia dong nay lai

ngin hon nhung lai rong hon va khac biét co y nghia théng ké so v6i 2 dong con lai.
Ngoai theo doi cac dac diém sinh trudng, dac diém hoa cua 3 dong chon loc cling

duoc theo doi va duge thé hién qua Bang 3.35.

Bang 3.35. Thong s6 chi tiéu vé hoa caa 3 dong dot bién co trién vong sau 10 thang trong

trong nha ludi

Chiéu dai S6 hoa Puong kinh Ty Ié cayra
Dong phat hoa (cm)  (hoa) hoa (cm) hoa (%)
DM12x13-20Gy:38 15,7"° 6,2° 6,82 34,8°
DM12x13-40Gy:76 20,52 72° 40° 44,8°
DM12x13-60Gy:142 210° 6.0° 55" 42,0%
Trung binh 41,99

Trong cung mot ¢ot, cac gia tri cd ky tu theo sau khac nhau thé hi€n muic dd khac biét c6 y nghia
thong ké véi gia tri P < 0.05.

Bang 3.35 cho thay chiéu dai phat hoa cta céac ca thé thuoc 3 dong chon loc tir 15,7
— 21,0 cm, trong d6 dong DM12x13-60Gy:142 c6 chiéu dai phat hoa dai nhét va khac
biét c6 y nghia thong ké so voi dong DM12x13-20Gy:38 nhung khong khac biét véi
dong DM 12x13-40Gy:76. Sé hoa cua dong DM12x13-40Gy:76 lai cao nhat va khac biét
¢ ¥ nghia thong ké véi 2 dong con lai. Trong 3 dong chon loc thi dudng kinh hoa cua
dong DM12x13-20Gy:38 1a to nhat, dat trung binh 6,8 cm va khac biét c6 y nghia thong
ké so v&i 2 dong con lai. Ty 1¢ cay ra hoa tai thoi diém 10 thang sau khi trong trong nha
ludi cia cac dong chon loc khac nhau ciing khac nhau, trong d6 dong DM12x13-40Gy:76
c6 ty 1& cay ra hoa cao nhat, dat 44,8% va khéc biét co ¥ nghia thong ké so véi véi dong
DM12x13-20Gy:38 nhung khong khac biét voi dong DM12x13-60Gy:142. Dong
DM12x13-60Gy:142 c6 ty I¢ cay ra hoa dat 42% va dong DM12x13-20Gy:38 co ty I¢
ciy ra hoa dat thap nhét 1a 34,8% tai thoi diém 10 thang sau khi tréng trong nha luéi.

Nhu vay, tir 300 cdy con tao ra tir nhan gidng in vitro cia méi dong lan dot bién
Dendrobium thip cdy (DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76, DM12x13-60Gy:142),
sau 10 thang trong trong nha ludi thi ty I¢ cdy ra hoa trung binh 41,99%.
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KET LUAN VA PE NGHI

Két luan

Pi xac dinh dwoc moi trudng nudi cdy in vitro, ty Ié anh sang dung dén LED d6 va
LED xanh duong, cudng do chiéu sang tot nhat cho su nay mam: % MS + saccharose 30
g/L + khoai tiy 50 g/L + nu6c dira 200 mL/L + than hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L & diéu
kién 4nh sang (100D, 400 lux); nhan chdi: ¥ MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50 g/L +
nude dira 150 mL/L + than hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L & ché d6 chiéu sang (75D: 25X,
800 lux); tao ré: MS + saccharose 20 g/L + khoai tiy 50 g/L + nudc dira 150 mL/L + than
hoat tinh 0,5 g/L+ agar 7 g/L & ché do chiéu sang (50D: 50X, 400 lux). Mdi trudng nudi
ciy va ché do chiéu sang toi wu nay da duoc st dung cho viéc nudi cay hat lan lai cia cac
t6 hop lai va protocorm sau khi chiéu xa véi tia gamma ®°Co.

Trong 20 cap lai lan Dendrobium thap cay nghién ctru, da c6 15 t6 hop lai dau qua
Vi ty 1& dau qua trong khoang tir 25 — 100%. Trong 15 t6 hop dau qua chi ¢6 9 to hop
cho hat hitu thu véi ty 1& dau qua tir 58,3 — 100% va ty Ié hat nay mam tir 63,7 — 97,3%.
Tir cac so sanh, danh gia sinh trudng va ra hoa cta cac t6 hop nay trong diéu kién in vitro
va ngoai nha ludi da chon dugc 3 dong lai DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180
c6 trién vong.

Pi xay dung dugc quy trinh dé chon tao dong lan lai Dendrobium thap ciy c6 trién
vong bang phuong phép lai tao gdm 7 budc co ban trong thdi gian 22 thang.

Pi xac dinh duogc lidu gdy chét 50% (LDso) 14 68 Gy dbi v6i protocorm cua td hop
DM12x13. Khi chiéu xa tia gamma ®Co trén protocorm, cac lidu 20, 40 va 60 Gy déu co
tac dung tang tan suét bién di voi phé bién di rong, da dang vé céu tric hoa, mau sic hoa,
than, 14 va cac tinh trang vé giam chiéu cao, ra hoa sém trong diéu kién in vitro. Két qua
so sanh, sang loc trong diéu kién nha ludi da chon duoc 3 dong dot bién c6 trién vong
DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 va DM12x13-60G:142.

Pi xdy dyng dugc quy trinh chon tao dong lan Dendrobium dot bién thap ciy co
trién vong bang phuwong phap chiéu xa tia gamma mau protocorm véi 10 budc co ban

trong thoi gian 26 thang.
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Sau khi sang loc, di x4c dinh 4 primer phu hop nhit 1a OPA2, OPA4, OPAS va
OPA18 dé danh gia su khac biét di truyén giira 8 giéng bé me, 8 dong con lai va 3 dong
dot bién. Dong dot bién DM12x13-40Gy:76 c6 su khac biét di truyén 16n nhit so véi
gidng me DM12 va cac dong con lai (hé sé twong dong di truyén 1a 0,48 - 0,86). D nhan
v6 tinh ca 3 dong Dendrobium thip cdy lai, 3 dong Dendrobium thap cay dot bién co
trién vong c6 chiéu cao tir 15 — 20 cm véi 6 hoa/ phat hoa tré 1én, duong kinh hoa tir 4,5
cm trd 1én, mau sic hoa khac véi bd me.

Pé nghi

Can tiép tuc theo ddi cac dong lai va dong dot bién trién vong dé phat trién thanh
giéng mai.

Nghién ctru quy trinh trong, chim soc cac dong lan lai Dendrobium va cac dong
Dendrobium dot bién thap cay.

Theo di, danh gia 5 dong lan lai Dendrobium thap cay tiém ning dé tiép tuc chon
loc.

Theo ddi tit ca cac to hop lai; tim hiéu quy luat phan ly tinh trang ciia cac t6 hop lai.

Dung cac phuong thirc tiép cdn méi dé phan tich, danh gia di truyén va dic diém

phan ly cta céc to hop lai.
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