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TÓM TẮT 

Nghiên cứu ―Nghiên cứu tạo dòng lan Dendrobium thấp cây triển vọng 

bằng phƣơng pháp lai hữu tính kết hợp chiếu xạ và nuôi cấy in vitro‖ được thực 

hiện nhằm xây dựng quy trình tạo giống lan Dendrobium thấp cây thông qua lai tạo, 

đột biến với sự hỗ trợ đánh giá quan hệ di truyền bằng chỉ thị phân tử và nuôi cấy 

in vitro. Mục tiêu cụ thể của nghiên cứu là xác định được điều kiện môi trường nuôi 

cấy và ánh sáng phù hợp cho sự nảy mầm, sự hình thành chồi và rễ lan Dendrobium 

thấp cây; tạo ra 2-3 dòng lan lai Dendrobium thấp cây, 2 - 3 dòng lan Dendrobium 

thấp cây đột biến theo tiêu chí chọn dòng lai Dendrobium thấp cây triển vọng; xây 

dựng được quy trình tạo dòng lai Dendrobium thấp cây và quy trình tạo dòng 

Dendrobium thấp cây đột biến; đánh giá được sự khác biệt di truyền của một số 

dòng lai, dòng đột biến có triển vọng so với bố mẹ của chúng bằng chỉ thị phân tử 

và nhân giống vô tính 2 - 3 dòng Dendrobium thấp cây lai, 2 - 3 dòng Dendrobium 

thấp cây đột biến có triển vọng. 

Bước đầu hạt lan lai đã được gieo trên các điều kiện môi trường với các chế độ 

chiếu sáng khác nhau. Đã xác định môi trường nuôi cấy in vitro, tỷ lệ ánh sáng dùng 

đèn LED đỏ và LED xanh dương, cường độ chiếu sáng tốt nhất cho sự nảy mầm, 

nhân chồi và tạo rễ của hạt lan lai Dendrobium thấp cây. Môi trường nuôi cấy và 

chế độ chiếu sáng tối ưu đã được sử dụng cho việc nuôi cấy hạt lan lai của 15 tổ hợp 

đậu quả và protocorm sau khi chiếu xạ với tia gamma 
60

Co. 

Trong 20 cặp lai lan Dendrobium thấp cây nghiên cứu, đã có 15 tổ hợp lai đậu 

quả trong khoảng từ 25 – 100%. Trong 15 tổ hợp đậu quả chỉ có 9 tổ hợp hình thành 

hạt hữu thụ bao gồm: DM01x12, DM10x01, DM11x12, DM11x18, DM11x24, 

DM12x11, DM12x13, DM12x14 và DM24x11 với tỷ lệ đậu quả từ 58,3 – 100% và 

tỷ lệ hạt nảy mầm từ 63,7 – 97,3%. Từ các so sánh, đánh giá sinh trưởng và ra hoa 

của các tổ hợp này trong điều kiện in vitro và ngoài nhà lưới đã chọn được 3 dòng 

lai DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180 có triển vọng. Từ đó đã thiết lập 

được quy trình để chọn tạo dòng lan lai Dendrobium thấp cây có triển vọng bằng 

phương pháp lai tạo gồm 7 bước cơ bản trong thời gian 22 tháng. 
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Việc chiếu xạ protocorm của tổ hợp DM12x13 đã xác định được liều gây chết 

50% (LD50) là 68 Gy. Khi chiếu xạ tia gamma 
60

Co trên protocorm, các liều 20, 40 

và 60 Gy đều có tác dụng tăng tần suất biến dị với phổ biến dị rộng, đa dạng về cấu 

trúc hoa, màu sắc hoa, thân, lá và các tính trạng về giảm chiều cao, ra hoa sớm 

trong điều kiện in vitro. Kết quả so sánh, sàng lọc trong điều kiện nhà lưới đã chọn 

được 3 dòng đột biến có triển vọng DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 và 

DM12x13-60G:142. Từ đó đã xây dựng được quy trình chọn tạo dòng lan 

Dendrobium thấp cây đột biến có triển vọng bằng phương pháp chiếu xạ tia gamma 

60
Co mẫu protocorm với 10 bước cơ bản trong thời gian 26 tháng. 

Sau khi sàng lọc đã xác định 4 primer phù hợp nhất là OPA2, OPA4, OPA5 và 

OPA18 để đánh giá sự khác biệt di truyền giữa 8 giống bố mẹ, 8 dòng con lai và 3 

dòng đột biến. Dòng đột biến DM12x13-40Gy:76 có sự khác biệt di truyền lớn nhất 

so với giống mẹ DM12 và các dòng con lai (hệ số tương đồng di truyền là 0,48 - 

0,86). Đã nhân vô tính cả 3 dòng Dendrobium thấp cây lai, 03 dòng Dendrobium 

thấp cây đột biến có triển vọng có chiều cao cây từ 15 - 20 cm, số giả hành từ 3 – 6 

giả hành, số lá từ 4 – 6 lá, số hoa/phát hoa từ 6 hoa trở lên, đường kính hoa từ 4,5 

cm trở lên, có màu sắc hoa khác với bố mẹ. 
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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 
60

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 DM01x12, 

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 
60

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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MỞ ĐẦU 

 
Nền kinh tế Việt Nam ngày một phát triển, mức sống của người dân được 

nâng cao, nhu cầu về sử dụng hoa lan, cây kiểng trong đời sống tinh thần ngày càng 

lớn. Hoa lan là sản phẩm mang giá trị kinh tế khá cao và chiếm vị trí đặc biệt trong 

thị trường hàng hóa nông nghiệp của các nước (Trần Thị Dung, 2010). Tại khu vực 

Thành phố Hồ Chí Minh và các tỉnh lân cận như Tây Ninh, Đồng Nai, Bình Dương 

có trên 100 loài lan khác nhau. Các loại hoa lan này có thể cho doanh thu từ 800 

triệu – 1,3 tỷ đồng/ha/năm. Tuy nhiên, hơn 90% cây giống có nguồn gốc nhập nội 

từ Thái Lan, Đài Loan và một vài quốc gia Tây Âu như Bỉ, Hà Lan (Sở NN và 

PTNT TP.HCM, 2018). Điều đáng lưu ý là giá trị nhập khẩu hoa lan của Việt Nam 

luôn có chiều hướng tăng qua các năm, từ 5,5 triệu USD vào năm 2014 đã tăng lên 

12,9 triệu USD vào năm 2018 (Sở NN và PTNT TP.HCM, 2019). Sự tham gia của 

các giống lan do chính người Việt Nam tạo ra còn rất hạn chế. 

Xu hướng thị hiếu của người chơi lan Dendrobium hiện nay thiên về những 

nhóm Dendorbium đặc hữu của Việt Nam, các giống lai nhập nội có cấu trúc mới lạ 

và có những giống có hương thơm. Giống lan Dendrobium thấp cây có hình dáng 

thấp nhỏ được ghép trong những chậu lớn để trang trí nội thất, ban công, sân 

thượng. Bên cạnh đó, các giống hoa lan đột biến cũng đang rất được ưa chuộng và 

đem lại những giá trị mới mẻ cũng như tiềm năng kinh tế lớn với những ai sở hữu 

được giống lan đột biến mới lạ. 

Dendrobium có những loài mang nhiều đặc tính nổi trội (về hình thái thân lá, 

cấu trúc hoa, màu sắc, sự phân bố sắc tố trên cánh hoa, mùi hương) nhưng thông 

thường, những đặc tính ưu việt này không tập trung vào một loài. Có những loài nổi 

bật về hình thái thân lá nhưng không đặc sắc về hoa, có loài màu sắc hoa đẹp, hoa 

có mùi hương đặc trưng nhưng hoa lại không bền (Dương Hoa Xô, 2011; Nguyễn 

Văn Tới, 2002).  

Đối với kỹ thuật lai tạo giống lan thì việc nuôi cấy hạt trong điều kiện in vitro 

là điều kiện bắt buộc nên việc kết hợp giữa nuôi cấy mô tế bào và đột biến thực 

nghiệm sẽ làm tăng tần suất biến dị lên nhiều lần, giúp tăng hiệu quả và rút ngắn 

thời gian chọn tạo giống mới (Lê Trần Bình và ctv, 1997). Đối với các cây trồng 
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sinh sản hữu tính thì kỹ thuật gây đột biến cho phép rút ngắn thời gian chọn lọc phải 

mất từ 6 - 10 thế hệ đến chỉ cần 3 - 6 thế hệ, thậm chí chỉ cần 2 - 3 thế hệ. Tuy 

nhiên, lan với đặc thù là loài thường được nhân giống bằng kỹ thuật nhân giống vô 

tính do đó chỉ cần nhận được dòng đột biến sau đó có thể nhân vô tính trực tiếp để 

tạo thành giống mới mà không cần trải qua quá trình ổn định qua nhiều thế hệ như 

các cây nhân giống bằng hình thức sinh sản hữu tính. Trên thực tế, tần số xuất hiện 

đột biến khi sử dụng các tia phóng xạ có thể cao hơn trong tự nhiên khoảng 1000 

lần (Lê Duy Thành, 2000). Vì vậy, việc nghiên cứu lai tạo kết hợp gây đột biến để 

tăng tần số đa dạng các dòng Dendrobium tạo ra các dòng Dendrobium thấp cây để 

trang trí nội thất, góp phần làm phong phú thêm chủng loại hoa chậu tươi trang trí 

trong nhà là một hướng đi thiết thực, góp phần tạo ra nhiều giống mới cũng như gia 

tăng nguồn biến dị cho giống lan này. 

Hiện nay, những tiến bộ mới về bộ gen và kỹ thuật di truyền đang cách mạng 

hóa khả năng ghi nhận sự xuất hiện và đánh giá các kết quả của sự lai tạo ở thực 

vật. Người ta dễ dàng xác định các chỉ thị phân tử tương quan chặt với các dòng cha 

mẹ và con lai, cũng như từ các chỉ thị này nhận diện và xác định chính xác các 

giống mới được tạo ra. Sự kết hợp giữa chỉ thị hình thái truyền thống và chỉ thị phân 

tử hiện đại có ý nghĩa lớn để tạo ra các dòng lai và dòng đột biến mới, góp phần đẩy 

nhanh hiệu quả quá trình chọn tạo giống (Benjamin và ctv, 2017; Phan Thanh 

Kiếm, 2016; Trần Thị Dung, 2010). 

Đề tài “Nghiên cứu tạo dòng lan Dendrobium thấp cây triển vọng bằng 

phương pháp lai hữu tính kết hợp chiếu xạ và nuôi cấy in vitro” được thực hiện với 

mong muốn tận dụng lợi thế của tất cả các kỹ thuật kể trên để tạo ra các dòng lan 

mới có triển vọng. 

Mục tiêu nghiên cứu 

Mục tiêu tổng quát 

Đề tài này nhằm xây dựng được quy trình tạo dòng Dendrobium thấp cây lai 

và đột biến. Tạo ra một số dòng lai và dòng đột biến đáp ứng theo định hướng giống 

mới của lan Dendrobium thấp cây, kiểm định được một số đặc trưng di truyền và 

nhân vô tính số lượng lớn các dòng triển vọng. 
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Mục tiêu cụ thể 

- Xác định được điều kiện môi trường nuôi cấy và ánh sáng phù hợp cho sự 

nảy mầm, sự hình thành chồi và rễ lan Dendrobium thấp cây. 

- Xây dựng được quy trình tạo dòng lai Dendrobium thấp cây và quy trình tạo 

dòng Dendrobium thấp cây đột biến. 

- Tạo ra 2 - 3 dòng Dendrobium thấp cây lai, 2 - 3 dòng Dendrobium thấp cây 

đột biến dựa trên các tiêu chí chọn dòng Dendrobium thấp cây triển vọng.  

- Đánh giá được sự khác biệt di truyền của một số dòng lai, dòng đột biến có 

triển vọng so với bố mẹ của chúng bằng chỉ thị phân tử và nhân giống vô tính 2-3 

dòng lai, 2-3 dòng đột biến có triển vọng. 

Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài nghiên cứu  

Ý nghĩa khoa học của đề tài 

- Đã ứng dụng kỹ thuật nuôi cấy in vitro sử dụng đèn LED đơn sắc kết hợp 

phương pháp lai tạo hữu tính và chiếu xạ tia gamma 
60

Co gây đột biến protocorm 

phát sinh từ hạt lai lan Dendrobium thấp cây, đồng thời áp dụng kỹ thuật sinh học 

phân tử để đánh giá khác biệt di truyền và nhân nhanh một số dòng triển vọng đã 

cho phép rút ngắn được thời gian tạo các dòng đột biến mới.  

- Đã áp dụng phương pháp lai hữu tính kết hợp với chiếu xạ gây đột biến để 

tăng tần suất các cá thể có khác biệt so với bố mẹ và ứng dụng kỹ thuật sinh học 

phân tử để chọn lọc dòng lan Dendrobium thấp cây có triển vọng.  

Ý nghĩa thực tiễn của đề tài 

- Xây dựng được quy trình tạo dòng lan Dendrobium thấp cây lai và đột biến 

có triển vọng. Quy trình kỹ thuật tạo dòng lai, dòng đột biến bằng phương pháp 

chiếu xạ protocorm cũng như ứng dụng đèn LED trong nhân giống vô tính phục vụ 

công tác nghiên cứu không chỉ đối với lan Dendrobium thấp cây mà còn có thể mở 

rộng với nhiều giống hoa lan khác. 

- Tạo ra được 6 dòng Dendrobium thấp cây có đặc điểm hình thái khác với bố 

mẹ và có khả năng thương mại hóa, phù hợp để trang trí nội thất, bổ sung vào cơ 

cấu giống lan sản xuất tại Việt Nam, làm phong phú bộ giống lan sản xuất trong 

nước. 

- Kết quả của luận án là nguồn tài liệu tham khảo tốt cho nghiên cứu và giảng 

dạy ứng dụng công nghệ sinh học trong chọn tạo giống lan. 
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Điểm mới của đề tài 

- Đối với ngành trồng và tạo giống lan ở Việt Nam, đề tài là công trình được 

thực hiện tuần tự và bài bản đầu tiên trên đối tượng lan Dendrobium thấp cây với 

các bước từ lai tạo, chọn lọc, đánh giá, cho đến bước nhân giống vô tính hướng tới 

việc tạo ra các dòng có khả năng thương mại hóa. 

- Đề tài đã ứng dụng công nghệ chiếu sáng bằng đèn LED để tối ưu hóa quy 

trình nuôi cấy in vitro lan Dendrobium thấp cây đột biến. 

- Đề tài đã kết hợp các phương pháp truyền thống với kỹ thuật hiện đại, kết 

hợp kỹ thuật gây đột biến trên protocorm phát sinh từ hạt lai lan Dendrobium thấp 

cây, qua đó nhận được tỷ lệ cây biến dị cao hơn cũng như tăng số dòng lan mới có 

triển vọng. 

- Đề tài đã xây dựng được quy trình tạo dòng lai Dendrobium thấp cây và quy 

trình tạo dòng Dendrobium thấp cây đột biến, tạo được 3 dòng lai và 3 dòng lan 

Dendrobium thấp cây đột biến có triển vọng, rút ngắn thời gian tạo giống lan 

Dendrobium thấp cây mới. 

Đối tƣợng và phạm vi nghiên cứu 

Đối tƣợng nghiên cứu 

- Đối tượng nghiên cứu là khả năng tạo giống lan Dendrobium thấp cây có 

triển vọng qua sử dụng phương pháp lai hữu tính kết hợp chiếu xạ và nuôi cấy in 

vitro. 

- Đề tài thực hiện lai hoa trên nguồn vật liệu giống lan làm bố, mẹ không 

thuần chủng thuộc bộ sưu tập các giống lan Dendrobium thấp cây hiện hữu đã được 

sưu tập, nhập nội, thuần dưỡng và đánh giá hình thái tại Trạm huấn luyện và thực 

nghiệm Nông nghiệp Văn Thánh.  

Phạm vi nghiên cứu và giới hạn của đề tài 

- Tạo giống đột biến bằng chiếu xạ gamma từ nguồn nguyên liệu là tổ hợp lai 

không quy ước của lan Dendrobium thấp cây không thuần chủng, từ đó chọn lọc các 

dòng lai đột biến có triển vọng và nhân dòng vô tính đối với các dòng lai, dòng đột 

biến có triển vọng bằng phương pháp nuôi cấy mô để tránh tác động của sự phân ly 

tính trạng.  

- Chỉ chọn 1 tổ hợp DM12x13 làm nguồn vật liệu chiếu xạ tia gamma 
60

Co để 

gây tạo đột biến. 

- Đánh giá khác biệt di truyền bằng kỹ thuật RAPD với 10 primer. 
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Chƣơng 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. Giới thiệu về hoa lan và lan Dendrobium  

Cây hoa lan thuộc ngành hạt kín (Angiospermae), lớp một lá mầm 

(Monocotyledones), bộ phong lan (Orchidales), họ lan (Orchidaceae). Họ lan có 

khoảng 750 chi và khoảng 20.000 - 25.000 loài (Đào Thanh Vân và Đặng Thị Tố 

Nga, 2008; Trần Hợp, 1998), chiếm vị trí thứ hai sau họ cúc trong ngành thực vật 

hạt kín và là họ lớn nhất trong lớp một lá mầm. Qua kết quả chọn lọc và lai tạo, các 

nhà chọn giống và trồng lan đã bổ sung thêm hơn 150.000 giống lai tạo, trong đó lan 

Dendrobium có màu sắc phong phú với trên 1.600 loài và ngày càng có nhiều giống 

mới được lai tạo (Trần Thị Dung, 2010; Nguyễn Thiện Tịch và ctv, 2006).  

Dendrobium bao gồm các loài lan sống trên các cành cây nhưng không cộng 

sinh, phân bố nhiều ở Châu Âu và Nam Thái Bình Dương, đồng thời được tìm thấy 

nhiều ở Châu Úc, Tân Guinea, Thái Lan, Việt Nam và dãy núi Hymalaya. 

Dendrobium mọc nhiều nhất ở vùng Đông Nam Á. Do quá đa dạng nên Dendrobium 

được chia thành 2 dạng chính: dạng đứng (Dendrobium phalaenopsis) và dạng thòng 

(Dendrobium nobile). Dạng Dendrobium phalaenopsis thường sinh trưởng tốt ở vùng 

khí hậu nóng, ẩm và dễ ra hoa. Dạng Dendrobium nobile thích hợp khí hậu mát mẻ ở 

vùng đồi núi cao (Trần Thị Dung, 2010; Phạm Hoàng Hộ, 1999; Trần Hợp, 1998). 

Lan Dendrobium thường nở hoa vào mùa xuân và mùa hè. Hiện nay, người ta đã lai 

tạo ra nhiều giống lai có thể ra hoa ở các mùa trong năm, màu sắc đa dạng, dễ trồng, 

hoa lâu tàn nên được nhiều người dân chọn trồng (Dương Hoa Xô, 2011). 

1.1.1. Đặc điểm hình thái của lan Dendrobium  

Dendrobium có số lượng khá lớn, phân bố rộng rãi nên đặc điểm hình thái đa 

dạng, do đó không có một hình dạng chung nhất nào về hoa và dạng cây. 

Dendrobium thuộc nhóm nhiều giả hành, chồi hoa thường xuất hiện trên thân từ các 

nách lá, cơ thể là một hệ thống nhiều nhánh, sống lâu năm, bộ phận nằm ngang của 

chúng tạo thành thân rễ và rễ tăng trưởng không liên tục và có thời gian nghỉ sau 

mùa tăng trưởng.   
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1.1.1.1. Rễ 

Rễ thường được hình thành từ căn hành. Cây có hệ rễ khí sinh, có một lớp mô 

hút ẩm dày bao quanh gọi là mạc. Mạc có thể hấp thụ hơi nước của không khí, cũng 

như tích trữ nước mưa và sương đọng. Rễ giúp cây hấp thu dinh dưỡng và chất 

khoáng, mặt khác giúp cây bám chặt vào giá thể, không bị gió cuốn. Một số loài có 

thân lá kém phát triển thậm chí còn tiêu giảm hoàn toàn, có hệ rễ chứa diệp lục tố 

giúp cây hấp thu đủ ánh sáng cần thiết cho sự ra hoa và quang hợp (Đào Thanh Vân 

và Đặng Thị Tố Nga, 2008; Nguyễn Công Nghiệp, 2004; Trần Hợp, 1998). 

1.1.1.2. Thân và giả hành 

Dendrobium thuộc nhóm nhiều giả hành (còn gọi là nhóm hợp trục) có hệ 

thống nhánh nằm ngang bò dài trên giá thể hoặc nằm sâu trong đất gọi là thân rễ. Ở 

thân các loài Dendrobium có nhiều đoạn phình lớn thành dạng củ giả, củ giả có hình 

trụ xếp chồng lên nhau thành một thân giả (giả hành). Đốt thân Dendrobium rất 

phong phú về hình dạng, hình trụ, hình trám, có múi hay dẹt, cong. Một số 

Dendrobium lá chỉ có ở các mầm non, rất nhanh tàn, lá thường vàng úa và rụng vào 

mùa thu, khi đó thân sẽ phình to giống như củ, là nơi dự trữ năng lượng. Giả hành là 

bộ phận rất cần thiết cho sự sinh trưởng và phát triển của lan. Giả hành có chứa diệp 

lục, đây là bộ phận dự trữ nhiều chất dinh dưỡng rất cần thiết cho sự phát triển của 

giả hành mới. Giả hành cũng là cơ quan dự trữ nước, do vậy cây lan có thể sống lâu 

trong điều kiện thiếu nước và khi gặp hạn thì các loài lan nhiều giả hành có thể duy 

trì sự sống lâu hơn các loài lan đơn thân (Đào Thanh Vân và Đặng Thị Tố Nga, 

2008; Nguyễn Công Nghiệp, 2004; Trần Hợp, 1998). 

1.1.1.3. Lá 

Lá là cơ quan dinh dưỡng, là bộ máy đồng hóa thông qua quang hợp. Các lá 

mọc xen kẽ và ôm lấy thân giả do lá có tận cùng bằng một cuống hay thuôn dài 

xuống thành bẹ ôm thân, hình dạng và cấu trúc lá rất đa dạng. Lá Dendrobium hình 

kim, có rãnh hay phiến mỏng. Lá thường mềm mại mọng nước, dai, có màu xanh 

bóng, đậm hay nhạt tùy thuộc vào vị trí sống của cây. Phiến lá trải rộng hay gấp lại 

theo gân vòng cung như cái quạt hay chỉ gấp lại theo gân giữa như hình chữ V. 

Những lá sát dưới gốc đôi khi giảm đi chỉ còn những bẹ không phát triển hay giảm 
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hẳn thành vảy hợp (Đào Thanh Vân và Đặng Thị Tố Nga, 2008; Nguyễn Công 

Nghiệp, 2004; Trần Hợp, 1998). 

1.1.1.4. Hoa 

Dendrobium ra hoa ở nách lá. Phát hoa mọc từ mắt ngủ trên giả hành gần ngọn 

và cả trên ngọn cây. Hoa Dendrobium thuộc loại hoa lưỡng tính, nhụy và nhị nằm 

trên cùng một trụ đơn, đây là đặc điểm nhận dạng đầu tiên của hoa lan. Cấu trúc hoa 

Dendrobium cực kỳ phong phú, hấp dẫn về hình dạng lẫn màu sắc, tuy nhiên luôn 

có đặc điểm chung như nhau: 3 cánh phía ngoài (cánh đài), 3 cánh phía trong (cánh 

tràng) và một trụ hoa ở giữa gắn liền nhụy với nhị. 

Cánh môi rất đa dạng xếp đối diện với với cánh đài trên, luôn luôn ở phía 

trong cùng và thường có kích thước lớn hơn cả. Cánh môi có thể nguyên hay chia 

thùy. Rìa môi biến đổi rất phức tạp: cong hay thẳng, có khía răng, có tua viền hay 

chia cắt thành các sợi mảnh. Bề mặt cánh môi nhẵn hay có nhiều gân. Gốc cánh môi 

thường mang tuyến mật, trong một cựa dài hay trong một u lồi, phần này hoặc dính 

vào chân của trục hợp nhụy hay là phần kéo dài ra phía trước của cằm. 

- Nhụy và nhị nằm chính giữa hoa. Trục hợp nhụy mang phần nhị ở phía đầu 

gồm có 2 phần bao phấn và hốc phấn, phần nhụy nằm phía sau. 

- Bao phấn: có tác dụng bảo vệ hạt phấn. Bao phấn nằm ở đầu trục hợp nhụy 

gần như ngang hoặc thẳng đứng và đối diện với cánh môi. 

- Hốc phấn: lõm, mang khối phấn. Khối phấn gồm toàn bộ hạt phấn kết dính 

lại với nhau rất cứng do có tinh bột, sáp hay chất sừng. Số lượng khối phấn biến đổi 

từ 2, 4, 6 đến 8 xếp thành đôi một trong khoang, có dạng thuôn hay cong thành lưỡi 

liềm. Cựa (hoa) là một cấu trúc giống như mạng che chia đôi trục hợp nhụy trên 

một mặt phẳng ngang và được định vị giữa hạt phấn và bề mặt chất nhầy của vòi 

nhụy. 

- Nhụy bao gồm đầu nhụy, vòi nhụy và bầu noãn. Vòi nhụy nằm dưới cựa hoa 

thường có chứa chất nhầy có tác dụng giữ chặt hạt phấn. Đầu nhụy là nơi diễn ra 

quá trình thụ phấn khi hạt phấn rơi vào (Đào Thanh Vân và Đặng Thị Tố Nga, 

2008; Nguyễn Công Nghiệp, 2004; Trần Hợp, 1998). 
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1.1.1.5. Sự thụ phấn ở lan 

Người ta ước tính rằng khoảng 60% họ lan được thụ phấn nhờ ong (Van der 

Pijl và Dodson, 1966). Hình dạng và tính đối xứng của hoa lan có thể là sự thích 

nghi với sự thụ phấn của nhóm côn trùng thụ phấn này. Ở hoa lan, các cánh hoa tạo 

thành một hốc bên trong để côn trùng thụ phấn phải xâm nhập vào để nhận phấn 

hoa. Hốc này thường được hình thành từ môi và trục hợp nhụy, những phần còn lại 

của hoa chỉ có chức năng hấp dẫn côn trùng. Ngoài ra, nhiều loài lan ngăn ngừa sự 

tự thụ phấn từ côn trùng mang hạt phấn bằng cách định hướng nơi dính phấn hoa. 

Tính đặc hiệu của loài mang hạt phấn và các loài thụ phấn đạt được thông qua sự 

tương thích giữa kích thước bên trong cánh hoa, vị trí trục hợp nhụy với kích thước 

côn trùng (Mchatton, 2011). Sự nén chặt của hạt phấn vào túi phấn kết hợp với chất 

dính làm cho việc thụ phấn chính xác hơn nhiều so với hầu hết các loài hoa khác và 

một loài ong có thể đóng vai trò là loài thụ phấn của nhiều loài lan mà không bị 

nhiễu (Du Puy và Cribb, 2007). 

1.1.1.6. Quả 

Quả lan Dendrobium thuộc loại quả nang, dạng hình trụ ngắn, phình ở giữa. 

Khi chín, quả nứt ra theo 3 – 6 đường nứt dọc, mảnh vỏ còn dính lại với nhau ở phía 

đỉnh và phía gốc (Đào Thanh Vân và Đặng Thị Tố Nga, 2008). Ở một số loài, quả 

chỉ nứt theo 1-2 khe dọc, thậm chí không nứt ra và hạt chỉ rời khỏi vỏ quả khi vỏ 

này mục nát. 

1.1.1.7. Hạt  

Hạt lan Dendrobium rất nhiều nhưng nhỏ, một quả lan chứa từ mười ngàn đến 

một trăm ngàn hạt, đôi khi đến 3 triệu hạt. Phôi hạt cấu tạo bởi một khối chưa phân 

hoá, trên một mạng lưới nhỏ, xốp, chứa đầy không khí, phải trải qua 2 - 18 tháng 

hạt mới chín. Hạt Dendrobium không có nội nhũ vì vậy không dự trữ chất dinh 

dưỡng cung cấp cho hạt trong giai đoạn đầu tiên của sự nảy mầm do đó vào mùa 

nảy mầm thì hạt Dendrobium cần phải gặp được nấm cộng sinh phù hợp mà có thể 

phát triển. Phần lớn hạt thường chết do khó gặp nấm cộng sinh cần thiết trong môi 

trường tự nhiên để nảy mầm. Vì lý do này nên hạt nhiều, có thể theo gió bay rất xa, 

nhưng số lượng hạt nảy mầm thành cây lại rất hiếm. Chỉ ở trong những khu rừng 

già ẩm ướt, vùng nhiệt đới mới đủ điều kiện cho hạt lan nảy mầm. Hạt lan nảy mầm 
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trong điều kiện in vitro sẽ tạo ra một lượng lớn các tế bào ở thể protocorm. 

Protocorm thường ở dạng hình cầu, đường kính 1-2 mm, có màu xanh và dễ dàng được 

tách để nhân giống in vitro. Protocorm sau đó sẽ phát sinh hình thành phôi soma hoặc 

tạo thành cây con (Đào Thanh Vân và Đặng Thị Tố Nga, 2008; Nguyễn Thiện Tịch 

và ctv, 2006; Trần Hợp, 1998; Nguyễn Tiến Bân, 1990). 

1.1.2. Đặc điểm của lan Dendrobium mini 

Dendrobium mini là nhóm giống lan lai thấp cây, thân đứng. Nhóm lan này có 

nguồn gốc từ Thái Lan, Nhật Bản, sau đó được du nhập vào nước ta. Đặc điểm của 

nhóm lan này là cây dạng bụi, thấp cây (chỉ cao 15 – 20 cm), nhưng rất siêng hoa, 

hoa nở quanh năm. Cây tuy nhỏ nhưng nảy chồi rất mạnh, nảy chồi ngay cả trên các 

thân già hay cây suy yếu. Hoa có kích thước không lớn chỉ khoảng 4 x 5 cm nhưng 

hoa rất đẹp, số hoa trên cành từ 6 - 13 hoa, hoa lâu tàn (1,5 – 2 tháng) (Nguyễn Thị 

Mỹ Duyên, 2009). 

 

 

 

a. Dendrobium Thomas Warne 

(cao cây) 

b. Dendrobium mini 

 (thấp cây) 

Hình 1.1. Giống lan Dendrobium cao cây và Dendrobium thấp cây  
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1.1.3. Thị trƣờng hoa lan và xu hƣớng về giống lan Dendrobium 

1.1.3.1. Thị trƣờng hoa lan và lan Dendrobium  

Thị trường xuất khẩu hoa lan trên thế giới tăng dần từ năm 2016 (193,4 triệu 

USD), đến hết năm 2018 giá trị xuất khẩu đạt ngưỡng cao nhất giai đoạn từ 2014 – 

2018 (khoảng 217,6 triệu USD). Giá trị xuất khẩu về hoa lan hiện nay trên thế giới 

chủ yếu tập trung ở một vài quốc gia như Hà Lan, Thái Lan, Đài Loan, Singapore, 

New Zealand. Hằng năm, giá trị xuất khẩu từ ngành lan của Việt Nam đạt trên 4 

triệu USD, trong đó Nhật Bản chiếm tỷ trọng 72,5% và Mỹ chiếm 11,3 %, các thị 

phần còn lại là các quốc gia Singapore, Úc, Hồng Kông, Ả Rập, Hà Lan. Hiện tại 

Việt Nam là quốc gia có giá trị xuất khẩu về hoa lan đứng thứ 6 trên thế giới, nhưng 

chiếm tỷ trọng rất nhỏ so với Hà Lan, Thái Lan. Mức độ biến động về giá trị xuất 

khẩu không thể hiện rõ nét qua các năm như thị trường thế giới do hoa lan của Việt 

Nam chưa đa dạng, thị phần xuất khẩu chỉ tập trung ở một vài quốc gia thuộc Châu 

Á như Nhật Bản, Singapore, Hồng Kông và Ả Rập (Trademap.org – CPTTP, tháng 

4/2019). Giá trị nhập khẩu hoa lan của Việt Nam luôn tăng qua các năm, từ 5,5 triệu 

USD vào năm 2014 đã tăng lên trên 2 lần vào năm 2018 (12,9 triệu USD).  

Hiện nay, TP. HCM đang là thị trường tiêu thụ và buôn bán hoa lan lớn nhất 

cả nước. Chủng loại lan ở TP.HCM cũng khá phong phú như Dendrobium, 

Cattleya, Mokara, Vanda, Phalaenopsis và loài lan được trồng nhiều nhất là 

Mokara (chiếm 44,8%), kế đến là Denbrobium (chiếm 39,6%). Diện tích trồng lan 

năm 2018 đạt 375 ha (tăng 21% so với năm 2015) (Sở NN và PTNT TP.HCM, 

2019).  

1.1.3.2. Tiềm năng và xu hƣớng phát triển thị trƣờng hoa lan và lan 

Dendrobium  

Tiềm năng phát triển hoa lan và lan Dendrobium tại Việt Nam có những thuận 

lợi như điều kiện thời tiết khí hậu rất thuận lợi cho trồng hoa lan nhiệt đới, không 

kén đất như những cây trồng khác; đã có nhiều doanh nghiệp tham gia thị trường 

vật tư, dịch vụ xây dựng, cung cấp giống và ứng dụng công nghệ cao rất thuận lợi 

cho việc cải tạo thiết kế vườn và chăm sóc hoa lan; có nhiều Viện, Trường, Trung 

tâm nghiên cứu ngày một quan tâm nghiên cứu, ứng dụng công nghệ cao trong sản 

xuất hoa lan; các sự kiện văn hóa, kinh tế, chính trị và du lịch trong nước và quốc tế 
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ngày một gia tăng, nhu cầu thị trường hoa lan ngày càng tăng cao (Trung tâm Tư 

vấn và hỗ trợ Nông nghiệp TP.HCM, 2019). 

Một số hạn chế sự phát triển hoa lan và lan Dendrobium tại Việt Nam bao gồm 

công tác nghiên cứu giống, lai tạo những loài lan đặc hữu chưa được triển khai đồng 

bộ, công tác bản quyền còn chậm, chưa được đầu tư đúng mức đã gây ra thế phụ 

thuộc rất lớn vào giống chủ yếu từ Thái Lan; các cơ sở nhân giống cấy mô có quy 

mô và năng lực còn hạn chế, chất lượng không đồng đều và nhất là chưa đủ năng 

lực cung cấp giống cho nhu cầu sản xuất (Trung tâm Tư vấn và hỗ trợ Nông nghiệp 

TP.HCM, 2019). 

Xu hướng thị hiếu của người chơi lan Dendrobium hiện nay thiên về những 

nhóm Dendorbium đặc hữu của Việt Nam, các giống lai nhập nội có cấu trúc mới lạ 

và có những giống có hương thơm. Bên cạnh đó, nhiều nghệ nhân đã tháp ghép các 

giống hoa lan Dendrobium thấp cây trên những thân cây khô để tạo thành nhiều 

hình dáng khác nhau hoặc ghép nhiều cây lan có hình dáng thấp nhỏ thành những 

chậu lớn để trang trí nội thất, ban công, sân thượng. Ngoài ra, các giống hoa lan đột 

biến đang rất được ưa chuộng và đem lại giá trị kinh tế lớn đối với những người 

chuyên sâu vào nhóm các cá thể lan khác lạ. 

Như vậy, tiềm năng phát triển sản xuất hoa lan còn rất lớn. Tuy nhiên, để phát 

triển cho tiêu dùng nội địa và tạo lợi thế cạnh tranh trong xuất khẩu cần phải kêu gọi 

và hỗ trợ đầu tư mở rộng năng lực sản xuất giống cấy mô đồng bộ về số lượng và 

chất lượng giống, giảm dần tỷ trọng nhập khẩu giống từ nước ngoài; tập trung đầu 

tư ứng dụng công nghệ sinh học trong nghiên cứu, lai tạo giống; sưu tập, thuần hóa 

và làm nguồn lai tạo các loài lan rừng đặc hữu của Việt Nam tiến đến đăng ký bản 

quyền quốc tế giống lan đã thuần hóa và lai tạo (Trung tâm Tư vấn và hỗ trợ Nông 

nghiệp TP.HCM, 2019).  

1.2. Chọn tạo giống thực vật 

Tạo giống nhằm mục đích duy trì hay cải thiện các tính trạng của cây như kích 

thước, màu sắc hoa cũng như các đặc tính khác như tuổi thọ của hoa, chiều dài phát 

hoa, dạng lá, đặc tính dễ trồng, kháng sâu bệnh, tỷ lệ đậu quả cao. Với nỗ lực của 

các nhà chọn tạo giống đã tạo ra nhiều giống lan Dendrobium với nhiều màu sắc 

hấp dẫn, kiểu hình hoa đa dạng cung cấp cho thị trường (Dương Hoa Xô, 2011). 
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1.2.1. Đặc điểm di truyền của giống lan Dendrobium  

Các nhà khoa học trên thế giới đã thực hiện nhiều nghiên cứu về bộ NST của 

lan Dendrobium. Chi Dendrobium trong họ lan là loài đa dạng về hình thái, sự phân 

bố địa lý các kết quả được báo cáo rất phong phú. Kiểu nhân của mỗi cá thể được 

xác định dựa trên số lượng, kích thước và hình dạng của các NST và NST sẽ có 

hình dạng dễ quan sát nhất vào kỳ giữa của phân bào nguyên phân.  

 

Hình 1.2. Nhiễm sắc thể ở trung kỳ trong quá trình phân bào của 4 loài 

Dendrobium với A: D. sanderae, B: D. formosum, C: D. draconis (Haruyuki 

Kamemoto và ctv, 1999) 

 

 

Hình 1.3. Nhiễm sắc thể của các loài lan Dendrobium  

A: D. leonis, B: D. discolor, C: D. monile, D: D. draconis, E: D. biggibum,  

F: D. phalaenopsis (Haruyuki Kamemoto và ctv, 1999) 
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Ở các khu vực khác nhau thì số lượng NST của các loài Dendrobium là khác 

nhau, phần lớn số NST ở các loài là 2n = 38 như ở loài Dendrobium nobile và D. 

moniliforme (Shangguo và ctv, 2013). Một số ít loài có 2n = 40, 2n = 36 hoặc 2n = 

76 hay 80. Cụ thể ở loài D. kingianum có các mức bội thể như 2n = 38, 3n=57, 4n = 

76 và 6n = 114 (Haruyuki Kamemoto và ctv, 1999). 

1.2.2. Tạo giống hoa lan bằng phƣơng pháp lai  

Mục đích của việc lai tạo là đem lại những cây tốt, đẹp và mới lạ hơn mà 

không tìm thấy trong tự nhiên như: hoa lớn hơn, màu sắc mới (sắc thuần hay biến 

thiên), nhiều hoa hơn, số lần ra hoa nhiều, hoa lâu tàn, dễ trồng, kháng bệnh và chịu 

nhiệt. Để tạo một giống lan lai mang những tính trạng tốt đạt yêu cầu, trước tiên 

phải chọn giống/dòng bố mẹ có các tính trạng về hình thái thân lá, cấu trúc hoa, 

màu sắc hoa, hương thơm. Thông thường, những đặc tính ưu việt không tập trung 

vào một loài nào như có những loài nổi bật về hình thái thân lá nhưng không đặc 

sắc về hoa; có loài màu sắc đẹp, mùi hương đặc trưng nhưng không thích hợp cho 

việc nuôi trồng với mục đích kinh tế (hoa không bền). Việc lai tạo sẽ đáp ứng phần 

nào các yêu cầu ngày càng đa dạng về mặt thị hiếu, thưởng ngoạn và tạo tiền đề cho 

việc khai thác kinh tế các giống hoa lan được lai tạo trong nước (Dương Hoa Xô, 

2011).  

1.2.2.1. Cơ sở khoa học của việc lai giống hoa lan 

Lai giống là sự giao phối (thụ phấn, thụ tinh) giữa các dạng bố mẹ có kiểu gen 

khác nhau nhằm tạo ra con lai có nhiều đặc tính tốt. Sự giao phối có thể xảy ra trong 

tự nhiên không có sự can thiệp của con người (lai tự nhiên) hoặc do con người tiến 

hành (lai nhân tạo) đều tạo ra biến dị tái tổ hợp và đều có giá trị trong chọn giống 

(Phan Thanh Kiếm, 2016). Lai giống có thể tạo ra những biến đổi thích nghi của 

quần thể, thúc đẩy sự phát triển mạnh mẽ hơn các rào cản sinh sản hoặc tạo ra các 

dòng mới. Lai giống được sử dụng một cách có chủ đích trong việc tận dụng ưu thế 

lai, di chuyển các tính trạng mong muốn giữa các dòng và tạo ra các kiểu hình mới 

(Benjamin và ctv, 2017; Phan Thanh Kiếm, 2016). 

Sự tái tổ hợp gen liên quan đến việc sắp xếp lại các gen không tương hợp của 

cha và mẹ trong con lai. Nếu một số tính trạng không tương hợp quyết định sự có 

lợi ở chỉ cha hoặc mẹ và không có lợi cho dòng cha/mẹ còn lại thì con lai sẽ biểu 
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hiện tính trạng không vượt quá biểu hiện tính trạng của cha hoặc mẹ của chúng 

(Benjamin và ctv, 2017). 

Trong lai giống, thời gian và kết quả chọn lọc trong quần thể lai phụ thuộc vào 

các kiểu lai khác nhau. Việc áp dụng kiểu lai nào phụ thuộc vào đặc tính di truyền 

của vật liệu sử dụng và mục tiêu cần đạt đến. Một số phương pháp lai thường được 

áp dụng như lai gần - lai giữa các giống, giữa các cá thể trong cùng một loài; lai xa -

lai các cá thể giữa hai hay nhiều loài với nhau (Phan Thanh Kiếm, 2016). 

- Lan nói chung và Dendrobium nói riêng ở mức độ tiến hóa không cao nên 

khả năng lai xa khá cao. Kỹ thuật lai xa giữa các loài khác nhau được áp dụng 

tương đối phổ biến đối với phong lan. 

- Lai đơn là lai giữa hai cặp bố mẹ, tiến hành một lần. Khi lai đơn cây lai đời 

F1 nhận được chất liệu di truyền của bố và mẹ. Các kiểu gen ở các thế hệ được hình 

thành trên cơ sở tái tổ hợp các gen. Người ta tiến hành chọn lọc liên tục những cá 

thể ưu tú trong quần thể các thế hệ để tạo ra dòng thuần tốt. Kiểu lai này rất có ý 

nghĩa khi lai khác loài hoặc bổ sung một vài tính trạng cần thiết mà giống này cần 

có từ giống khác (Phan Thanh Kiếm, 2016). 

 

Hình 1.4. Sự tái tổ hợp gen góp phần vào sự hình thành loài mới  

(Benjamin và ctv, 2017). 

Ghi chú: A: sự sắp xếp lại nhiễm sắc thể như đảo đoạn có trong nhiễm sắc 

thể của bố mẹ có thể được biểu hiện khác nhau trong quần thể con lai, tạo ra sự 

không tương hợp một phần so với dòng bố mẹ; B: sự hình thành loài từ tái tổ hợp 

gen có thể liên quan đến sự sắp xếp lại các gen không tương hợp; X: các alen 

không tương hợp được kết nối bằng một đường màu đỏ đứt nét. 
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- Lai thuận nghịch: là lai hai cặp đơn mà vị trí bố mẹ được đổi cho nhau. Nếu 

ký hiệu A x B là cặp lai thuận thì B x A quy ước là cặp lai nghịch. Nếu kết quả phép 

lai A x B khác phép lai B x A thì chứng tỏ A và B không giống nhau về di truyền tế 

bào chất. Trong trường hợp này cho phép chọn được giống làm mẹ tốt nhất về năng 

suất hay tính chống chịu. Mặt khác trong lai xa sẽ có cơ hội tạo ra nhiều kiểu gen 

hơn trong trường hợp hai bộ máy di truyền tế bào chất không giống nhau (Phan 

Thanh Kiếm, 2016). 

Lai giống đóng một vai trò quan trọng trong sự tiến hóa của nhiều dòng thực 

vật. Việc ứng dụng các kỹ thuật sinh học phân tử trong phân tích bộ gen đã làm rõ 

sự phân ly kiểu gen giữa các con lai có thể tạo ra sự đa dạng kiểu hình mới, cho 

phép sự thích nghi với môi trường mới và góp phần vào sự hình thành loài mới. Lai 

giống có thể thể hiện kiểu hình ngay lập tức thông qua sự biểu hiện của các con lai. 

Về lâu dài, lai giống có thể dẫn đến sự thích nghi cục bộ thông qua sự di chuyển của 

các alen mới và trong một số trường hợp, với sự phân ly quá mức sẽ dẫn đến sự 

hình thành các loài lai mới (Benjamin và ctv, 2017).  

1.2.2.2. Đặc điểm nảy mầm của hạt lan và gieo hạt lan 

Hạt lan rất khó nảy mầm trong tự nhiên (chỉ nảy mầm từ 1 – 2%) do hạt lan có 

kích thước rất nhỏ và không chứa chất dinh dưỡng dự trữ. Vì vậy, trong tự nhiên, để 

nảy mầm, hạt lan cần cộng sinh với một số loài nấm. Có 3 loại nấm cộng sinh trên 

nhiều giống lan khác nhau được biết bao gồm: nấm Rhizoctonia repens đặc thù cho 

Cattleya, Laelie, Cypripedium; nấm Rhizoctonia mucoroides cho Vanda và 

Phalaenopsis; nấm Rhizoctonia lanuginosa cho Oncidium, Miltonia. Các loài nấm 

này sẽ phân giải các chất hữu cơ khó hấp thu cung cấp đường để hạt phát triển thành 

cây. Bù lại, cây khi lớn sẽ cung cấp nước, các khoáng chất cho nấm. Tuy nhiên, 

hiện nay việc gieo hạt lan được tiến hành trong phòng thí nghiệm rất hiệu quả 

(Dương Hoa Xô, 2011).  

Hiện nay có nhiều công thức môi trường để gieo hạt lan như môi trường 

Murashige và Skoog (MS), Vacin & Went (VW), Knudson C. Thường sau khi thụ 

tinh, một cây lan cần thời gian từ 3 – 12 tháng để quả chín (Dương Hoa Xô, 2011; 

Đỗ Khắc Thịnh, 2011). Ngoài ra, để đảm bảo sự thành công việc tạo cây con lai 

bằng kỹ thuật lai giống từ hai loài lan có nhiễm sắc thể khác nhau nhiều, người ta có 
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thể gieo hạt hoàn toàn mới đó là phương pháp gieo hạt xanh. Trong một số trường 

hợp bất thường, những hạt có khả năng nảy mầm chỉ hình thành trong giai đoạn đầu 

của sự phát triển quả và có thể chết đi trước khi toàn bộ vỏ hạt chín. Vì thế, gieo hạt 

xanh là phương pháp được các nhà lai giống dùng để gieo các cây lai xa với hy 

vọng nuôi sống một vài cây con duy nhất. Phương pháp này có lợi điểm gieo hạt khi 

quả chưa bị nứt nên những hạt bên trong chưa bị nhiễm các nấm bệnh như khi quả 

chín. Ngoài ra, vỏ quả có thể được khử trùng với Clorox 50%. Vỏ được tách bằng 

công cụ được khử trùng, lúc này hạt được gieo trực tiếp mà không cần phải khử 

trùng nữa. Thời gian thu hoạch quả xanh của các loài lan khác nhau như: 

Phalaenopsis (90 – 100 ngày), Vanda (90 – 120 ngày), Oncidium (60 – 75 ngày), 

Dendrobium (90 ngày) (Dương Hoa Xô, 2011). 

1.2.2.3. Kỹ thuật nuôi cấy in vitro trong chọn tạo giống hoa lan 

Nuôi cấy in vitro là kỹ thuật được dùng để nhân giống dưới điều kiện vô trùng, 

dựa vào tính toàn thế của tế bào thực vật. Các tế bào đơn, các tế bào trần, mẫu lá, rễ 

có thể được dùng để tái sinh thành cây mới trong môi trường nuôi cấy có chất dinh 

dưỡng và chất điều hòa sinh trưởng thực vật (Badr and Jean, 1995). Nền môi trường 

nuôi cấy với nồng độ và tỷ lệ khác nhau của các nguyên tố đa lượng, vi lượng, 

vitamin có ảnh hưởng rất rõ đến nuôi cấy in vitro cây lan. Nhiều tác giả đã xác nhận 

dùng các môi trường Vacin Went (VW), Murashige và Skoog (MS), Knudson (KC) 

rất tốt cho cấy mô các loài thuộc họ lan (Vũ Ngọc Lan, 2013). Sự tăng trưởng và 

phát triển của thực vật nuôi cấy cũng phụ thuộc vào việc bổ sung chất điều hòa sinh 

trưởng thực vật vào trong môi trường (Edwin và ctv, 2008). Ngoài ra, trong nuôi 

cấy lan người ta còn bổ sung một số chất hữu cơ như nước dừa, dịch chiết nấm men, 

dịch chiết khoai tây, bột chuối khô...và chất làm thay đổi trạng thái môi trường như 

các loại thạch (agar). Thông thường, môi trường Murashige and Skoog là thích hợp 

cho phần lớn các trường hợp. Để hình thành chồi nách yêu cầu nồng độ thấp của 

auxin và cytokinin, để phát khởi chồi bất định cần nồng độ cao của cytokinin và 

thêm một lượng auxin cân bằng. Để sản xuất mô sẹo cần nồng độ cao của auxin kết 

hợp với nồng độ thấp cytokinin (Lê Văn Hoàng, 2008). 

Nguyễn Xuân Dũng và ctv (2014) đã khảo sát môi trường thích hợp cho sự tái 

sinh PLBs từ lát mỏng đoạn thân lan Dendrobium sonia cho thấy trên môi trường 



17 

 

MS  bổ sung BA 0,5 mg/l kết hợp với NAA 0,5 hay 1,0 mg/l  thích  hợp  nhất  cho 

việc  tạo PLBs từ  lát  cắt  mỏng  đoạn  thân lan  Dendrobium sonia và tăng sinh tốt 

nhất trên môi trường MS bổ sung BA 3 mg/l và NAA 1mg/l. 

Panjan S. và Kamnoon K. (2011) đã nghiên cứu sự hình thành PLBs trực tiếp từ 

cơ quan cây Dendrobium mini bằng cách sử sụng Thidiazuron. Protocorm 2 tháng 

tuổi được sử dụng cho cảm ứng tạo PLBs bằng cách cấy vào môi trường lỏng MS 

cơ bản bổ sung BA nồng độ 4,4; 8,8; 13,2; 17,6 hoặc 22 μM (tương đương với 1, 2, 

3, 4 hoặc 5 mg/L) và TDZ nồng độ 4,5; 9; 13,5; 18 hoặc 22,5 μM (tương đương với 

1, 2, 3, 4 hoặc 5 mg/L) trong bình tam giác 100 mL, được lắc vòng với vận tốc 120 

vòng/phút. Sau 9 tuần nuôi cấy, môi trường MS bổ sung 18 μM TDZ cho tỷ lệ tạo 

PLBs cao nhất, đạt 86% và số lượng PLBs cao nhất, đạt 3,6 PLBs/mỗi protocorm 

ban đầu. 

Nguyễn Thanh Tùng và ctv (2010) đã nghiên cứu và cho rằng môi trường MS 

bổ sung kinetin 3 mg/L kết hợp với NAA 0,3 mg/L cho tỷ lệ tái sinh chồi cao 

nhất, môi trường cơ bản MS có 3% saccharose, 0,8% agar bổ sung NAA 2 mg/L 

là thích hợp nhất cho việc tạo rễ in vitro cây lan Dendrobium aduncum. 

Nguyễn Thị Mỹ Duyên (2009) đã tiến hành nhân giống lan Dendrobium 

anosmum, Dendrobium mini bằng phương pháp nuôi cấy mô và nghiên cứu các loại 

giá thể trồng lan Dendrobium mini thích hợp và cho hiệu quả cao. Kết quả cho thấy 

quả lan Dendrobium anosmum sau khi được tự thụ 4 tháng, khử trùng và gieo hạt 

vào môi trường thích hợp. Sau 3 tháng gieo cấy thì tất cả các hạt đều nẩy mầm tốt, 

tỷ lệ đạt được là ≥ 85% trên môi trường MS + NAA 1 mg/L và môi trường MS + 

BA 1 mg/L + NAA 0,2 mg/L. Chồi lan Dendrobium anosmum tạo rễ tốt nhất trên 

môi trường MS + NAA 1 mg/L. Đối với giống lan Dendrobium mini, chồi phát 

triển tốt trên môi trường 1/2 MS + BA 1 mg/L. Môi trường 1/2 MS + NAA 0,2 

mg/L cho kết quả tạo rễ tốt đối với lan Dendrobium mini. 

 Aktar và ctv (2007) đã tiến hành nuôi cấy PLBs (protocorm like bodies) 

Dendrobium trên các môi trường Knudson C (KC), Vacin & Went (VW), ½ 

Murashige và Skoog (½MS), New Phalaenopsis (NP) và khảo sát sự hình thành 

chồi, lá trên môi trường bổ bột chuối Sabri (Sb), than hoạt tính (C) và nước dừa 
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(Cw). Kết quả cho thấy trong các loại môi trường nghiên cứu, môi trường ½ MS 

cho sự tăng sinh PLBs và số lượng chồi cao nhất.  

1.2.3. Ứng dụng đèn LED trong nuôi cấy in vitro 

Ánh sáng là yếu tố quan trọng cho sự sinh trưởng và phát triển của thực vật. 

Thực vật sử dụng ánh sáng như nguồn năng lượng để tổng hợp các hợp chất hữu cơ 

qua quá trình quang hợp, hay sử dụng ánh sáng như nguồn thông tin cho các 

chương trình quang chu kỳ, quang hướng động và quang phát sinh hình thái. Những 

đáp ứng này phụ thuộc vào cường độ, chất lượng ánh sáng (bước sóng), thời gian 

chiếu sáng và quang kỳ chiếu sáng. Vì vậy, có thể sử dụng ánh sáng nhân tạo để 

kiểm soát sự sinh trưởng và phát triển thực vật trong nhà kính và trong nuôi cấy in 

vitro (Dương Tấn Nhựt, 2017). 

Nhìn chung, đèn huỳnh quang trước đây luôn là nguồn chiếu sáng chính trong 

nuôi cấy mô thực vật. Tuy nhiên, nguồn sáng này phát ra bước sóng từ 350 – 750 

nm, trong đó có nhiều bước sóng không có lợi cho sự sinh trưởng của thực vật. Đèn 

LED đã được chứng minh như nguồn sáng hiệu quả cho các phòng thí nghiệm 

nghiên cứu cây trồng hoặc các hệ thống hỗ trợ tái sinh sinh học. Sử dụng đèn LED 

có thể chọn lựa bước sóng phù hợp với sự sinh trưởng và phát triển của thực vật, 

qua đó có thể nâng cao năng suất sinh học một cách tối đa (Dương Tấn Nhựt, 2017). 

Billorea và ctv (2019) đã nghiên cứu ảnh hưởng của bức xạ gamma và ánh 

sáng đơn sắc đối với sự phát triển của nuôi cấy chồi in vitro lan Dendrobium sonia. 

Chồi lan được chiếu xạ bằng tia gamma đã phát triển và tăng trưởng khác biệt khi 

nuôi trong điều kiện ánh sáng đơn sắc trắng, xanh, vàng và đỏ. Các chồi được chiếu 

xạ với liều chiếu từ 15 - 45 Gy đã làm giảm chiều cao, khối lượng tươi và diện tích 

lá. Ánh sáng đơn sắc ảnh hưởng đáng kể đến tỷ lệ sống và sự tăng trưởng của chồi 

được chiếu xạ. Nuôi cấy dưới điều kiện ánh sáng vàng và đỏ đã ảnh hưởng tích cực 

đến sự sống sót của chồi chiếu xạ với sự gia tăng đáng kể khối lượng tươi, chiều dài 

chồi và hàm lượng chất diệp lục. Nuôi cấy chồi được chiếu xạ từ 15 - 100 Gy trong 

điều kiện ánh sáng vàng làm gia tăng diện tích lá cao hơn so với nuôi cấy trong điều 

kiện ánh sáng đỏ.  

Billore và ctv (2017) đã đánh giá tác động của đèn LED đơn sắc đối với quá 

trình hình thành tế bào, sự tăng sinh chồi và tạo rễ lan Dendrobium sonia. Nguồn 
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sáng khác nhau như đèn LED trắng (W), đèn LED xanh (B), đèn LED vàng (Y) và 

đèn LED đỏ (R) đã được dùng để nuôi cấy chồi lan Dendrobium sonia với chu kỳ 

16 giờ chiếu sáng và 8 giờ tối. Ánh sáng đơn sắc với bước sóng cao (ánh sáng vàng) 

đã tạo sự tăng sinh chồi cao hơn (98%), hình thành PLBs sớm hơn, hình thành chồi 

sớm hơn so với các nghiệm thức nuôi cấy dưới ánh sáng đỏ, xanh và trắng. Nuôi 

PLBs dưới ánh sáng LED vàng cũng cho số lượng chồi cao hơn (29 chồi/cây) so với 

nuôi cấy dưới ánh sáng LED đỏ, xanh và trắng. Kết quả cho thấy các nguồn ánh 

sáng đơn sắc đã kích thích việc nuôi cấy PLBs Dendrobium sonia và việc nuôi cấy 

dưới điều kiện ánh sáng đơn sắc đã làm tăng hiệu quả của nhân giống in vitro. 

Lin và ctv (2011) đã nghiên cứu ảnh hưởng của chất lượng ánh sáng đến sự 

sinh trưởng protocorm like bodies (PLBs) của lan Dendrobium docinale. PLBs của 

lan Dendrobium docinale được nuôi trong một số điều kiện ánh sáng khác nhau 

trong ống nghiệm, cụ thể là trong điều kiện tối; ánh sáng trắng huỳnh quang (Fw); 

đèn LED đỏ; đèn LED xanh; 50% Đèn LED đỏ + 50% đèn LED xanh; 67% Đèn 

LED đỏ + 33% Đèn LED xanh; và 33% đèn LED đỏ + 67% đèn LED xanh. Các 

thông số tăng trưởng, số lượng chồi được tạo ra trên mỗi PLBs, nồng độ diệp lục và 

nồng độ caroten được đo sau 90 ngày nuôi cấy. Tỷ lệ PLBs tạo chồi là 85% khi 

được nuôi dưới điều kiện đèn LED xanh. Ngược lại, tỷ lệ PLBs tạo chồi nhỏ hơn 

60% trong điều kiện tối, ánh sáng trắng huỳnh quang và đèn LED đỏ. Số lượng chồi 

được tạo ra trên mỗi PLB nhiều hơn 1,5 lần khi PLBs được nuôi dưới điều kiện đèn 

LED xanh; 50% Đèn LED đỏ + 50% đèn LED xanh và 33% đèn LED đỏ + 67% 

đèn LED xanh so với PLBs được nuôi cấy trong các điều kiện ánh sáng khác (trong 

tối hoàn toàn, đèn huỳnh quang, đèn LED đỏ hoặc 67% Đèn LED đỏ + 33% Đèn 

LED xanh). Nồng độ chất diệp lục và caroten cao hơn đáng kể khi PLBs được nuôi 

dưới điều kiện đèn LED xanh và các tỷ lệ đèn LED đỏ cộng với LED xanh khác 

nhau, so với các nghiệm thức còn lại (trong tối hoàn toàn, đèn huỳnh quang và LED 

đỏ). Đèn LED xanh, đèn huỳnh quang và 33% đèn LED đỏ + 67% đèn LED xanh 

tạo ra sự tích lũy chất khô cao. Nghiên cứu này cho thấy rằng đèn LED xanh hoặc 

33% đèn LED đỏ + 67% đèn LED xanh có thể thúc đẩy việc nhân chồi của PLBs 

của Dendrobium docinale và làm tăng và sự tích lũy chất khô in vitro. 
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1.3. Tạo giống bằng phƣơng pháp gây đột biến 

Cơ sở cho chọn tạo giống là các biến dị. Tuy nhiên, do biến dị tự nhiên không 

đủ nhiều đáp ứng tham vọng các nhà tạo giống nên các nhà tạo giống cần áp dụng 

gây tạo đột biến. 

Mục đích của tạo giống đột biến là có thể tác động đến cấu trúc, màu sắc, thân, 

lá, hoa; các tính trạng về giảm chiều cao (dạng thấp cây – dwarf), đột biến diệp lục 

tố, kháng sâu bệnh, tăng cường độ quang hợp và chín sớm (Lapade, 2002). 

1.3.1. Sơ lƣợc về đột biến bằng kỹ thuật chiếu xạ 

Trong điều kiện tự nhiên, tần số đột biến xuất hiện rất thấp (khoảng 10
-6

) và 

thay đổi tuỳ thuộc vào từng loại cây trồng và từng gen chuyên biệt (Bùi Chí Bửu và 

Nguyễn Thị Lang, 2007). Tần số đột biến tự nhiên thường rất thấp và đột biến có lợi 

cho sản xuất thì còn thấp hơn rất nhiều lần. Do đó, không thể chọn lọc giống dựa 

vào đột biến tự nhiên mà cần có biện pháp làm tăng tần số đột biến để tạo nguồn vật 

liệu cho chọn giống. Vì vậy, việc chọn giống đột biến nhân tạo ngày càng được 

quan tâm. Tuy có nhiều hạn chế nhưng chọn giống đột biến đã và đang đóng góp 

vào thành công của chọn giống. Ngoài ra, kỹ thuật chiếu xạ tia γ kết hợp với 

phương pháp nuôi cấy mô đã được chứng minh là hữu ích cho nhân giống đột biến 

và kỹ thuật này đã góp phần cải thiện cây trồng nông nghiệp và cây cảnh. Theo báo 

cáo của chương trình FAO / IAEA chung về kỹ thuật hạt nhân trong nông nghiệp, 

đã có 3100 giống đột biến được phát hành chính thức từ 170 loài thực vật khác nhau 

ở hơn 60 quốc gia. Trong số các giống đột biến, khoảng 90% các giống đột biến này 

được tạo ra bằng cách sử dụng bức xạ (Lagoda, 2009). Một số giống hoa mới có giá 

trị thương mại cao như hoa Chrysanthemum morifolium (Datta và ctv, 2001; 

Lamseejan và ctv, 2000; Nagatomi và ctv, 2000; Dowrick và Bayoumi, 1966), hoa 

Anthurium andraeanum (Pochooa, 2005), hoa Curcuma alismatifolia (Abdullah và 

ctv, 2009), hoa Lilium longiflorum (Chinone và ctv, 2005) đã được tạo ra bởi tia γ 

(Duong Hoa Xo and Le Quang Luan, 2017).  

1.3.2. Cơ chế tạo đột biến của tia gamma 
60

Co 

Trong các giống được tạo ra bằng phương pháp gây đột biến thì phần lớn được 

tạo ra bằng phương pháp chiếu xạ tia gamma. Khi tia bức xạ đi qua tế bào sẽ tạo 

nên hiện tượng ion hóa trong tế bào. Các electron bị tách khỏi phân tử và ở trạng 
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thái kích thích (trạng thái năng lượng cao) sẽ làm biến đổi DNA (Breen và Murphy, 

1995). Bên cạnh đó, tia gamma có thể tương tác với các nguyên tử hoặc phân tử để 

tạo nên các gốc tự do trong tế bào và làm thay đổi cấu trúc của tế bào. Các gốc tự do 

này ảnh hưởng đến quá trình sinh lý, sinh hóa hay kiểu hình của cây. Điều này phụ 

thuộc vào liều chiếu xạ (Moghanddam và ctv, 2011). 

1.3.3. Tác động của bức xạ gamma 
60

Co lên thực vật 

Độ nhạy cảm phóng xạ của thực vật bậc cao thay đổi trong một giới hạn rộng. 

Việc ức chế quá trình sinh trưởng và phát triển ở thực vật được xem là hậu quả của 

những rối loạn sâu sắc trong phân chia nhiễm sắc thể của tế bào. Độ nhạy cảm của 

hạt giống với phóng xạ thể hiện ở liều từ 20 – 640 Gy. Có những hạt giống thực tế 

không mọc sau khi bị chiếu ở liều 20 Gy. Trong khi đó, hạt giống Brassica oleracea 

L. và một số hạt giống khác hầu như mọc bình thường sau khi chiếu ở liều 640 Gy. 

Trong nhiều trường hợp, liều chiếu xạ thấp (20 – 80 Gy) kích thích cây mọc khỏe 

(Nguyễn Tiến Thịnh và Lê Văn Thức, 2006; IAEA, 1995). 

Các công trình thực nghiệm cho thấy bức xạ gamma 
60

Co liều cao (>300 Gy) 

làm chậm lớn, ngừng phát triển và có thể làm thay đổi đặc tính di truyền của cây. 

Độ ẩm có vai trò quan trọng trong tổn thương do chiếu xạ hạt giống. Do đó, cùng 

một điều kiện chiếu xạ như nhau nhưng hạt giống ẩm nhạy cảm với tia phóng xạ 

một cách rõ rệt so với những hạt giống khô. Datta và ctv (2005) tiến hành trên cây 

Chrysanthemum morifolium cho tần số là 10 – 20% ở liều chiếu là 5 – 10 Gy. 

Mohanty và Panda (1988) cho rằng tần số đột biến diệp lục tố và hình thái giảm lần 

lượt từ 12 xuống 1% và 22 xuống 2% từ thế hệ đột biến thứ nhất đến thế hệ đột biến 

thứ ba. Sức sống của Dianthus và Delphilium giảm xuống 50% khi cây con bị xử lý 

tia gamma ở liều 50 – 100 Gy (Gericke và Knuth, 1979). Jayachandran và 

Mohankumar (1992) cho biết hiện tượng khảm ở cây Zingiber officinale từ 2,5 – 6,5 

% khi xử lý tia gamma. Ngoài ra, sự tăng liều chiếu xạ làm thay đổi cơ quan sinh 

dưỡng nhưng không làm thay đổi đặc tính ra hoa ở cây Zingiber officinale 

(Giridharan và Balakrishnan, 1992).   

1.3.4. Ảnh hƣởng của liều chiếu xạ đến hiệu quả gây đột biến 

Một trong những yêu cầu cơ bản nhất để tạo giống đột biến thành công là chọn 

liều lượng xử lý thích hợp (liều gây đột biến hiệu quả). Đối với mục đích chọn 
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giống, mục tiêu đạt được là có một số lượng đột biến mong muốn đối với một tính 

trạng quan tâm mà ít gây phá vỡ tính toàn vẹn của bộ gen cây trồng nhất (Mba, 

2013). 

Thông thường, đơn vị bức xạ được tính bằng Gy (theo hệ thống quốc tế SI), 1 

Gy = 100 rad (Vũ Đình Hòa và ctv, 2005). Ngoài ra, liều hấp thụ là năng lượng phát 

ra của bức xạ từ nguồn sang đối tượng và được đối tượng hấp thụ Gy/giây hoặc 

kGy/giờ. Liều chiếu xạ được sử dụng để gây đột biến phụ thuộc vào độ mẫn cảm 

của loài, cũng như cấu trúc của cây. Ngoài ra, Sparrow và ctv (1968) còn cho rằng 

tính mẫn cảm của cây đối với liều chiếu xạ còn phụ thuộc vào cấu trúc nhân tế bào 

như thể tích nhân, số lượng NST và mức độ bội thể. Cây Musa paradise tứ bội có 

tính mẫn cảm thấp hơn cây tam bội và nhị bội (Novak và ctv, 1990). Tỷ lệ chết sẽ 

tăng cao cùng với việc tăng liều chiếu. Tuy nhiên, một số kết quả nghiên cứu cũng 

cho thấy rằng khả năng sinh trưởng của mẫu cấy in vitro tăng lên khi được chiếu xạ 

ở liều thấp (Ancora và Sonnino, 1995; Yang và Schmidt, 1994).  

1.3.5. Liều gây chết LD30, LD50 và liều gây đột biến hiệu quả 

Những tổn thương về sinh lý tạo nên giới hạn thực tế trong gia tăng liều chiếu. 

Khả năng gây chết 100% là ngưỡng cao nhất. Chính vì lý do này nên yêu cầu đặt ra 

đối với những tác nhân gây đột biến được sử dụng đó là ít làm tổn thương ở thực vật 

nhưng phải có ảnh hưởng lớn trong di truyền. Hai chỉ số LD30 (liều gây chết 30%) 

và LD50 (liều gây chết 50%) thường được sử dụng để dự đoán mức độ tổn thương 

của giống và cũng là hai chỉ số thông dụng trong xử lý đột biến giống. LD30 là 

ngưỡng giúp xác định liều có tác dụng gây kích thích sinh trưởng và LD50 là 

ngưỡng mà ở đó tác nhân gây đột biến có thể tạo ra những biến đổi trong bộ máy di 

truyền của thực vật (Nguyễn Tiến Thịnh và Lê Văn Thức, 2006; IAEA, 1995).  

Sparrow và ctv (1967) cũng cho biết rằng cần xử lý ở các liều chiếu xạ khác 

dao động quanh liều chiếu xạ LD50 để tăng khả năng chọn giống đột biến. Do đó, 

việc xác định liều chiếu xạ LD50 ở các loài khác nhau là rất quan trọng trong việc 

chọn tạo giống đột biến. Tuy nhiên, mức độ mẫn cảm cũng được đo bằng % tỷ lệ 

mẫu chiếu xạ còn sống và sự phát triển của mẫu (Hegde, 2006). Sự giảm tỷ lệ nảy 

mầm, chiều cao cây con, tỷ lệ sống, số chồi, dạng hạt và kiểm tra khả năng sinh sản 

ở thế hệ thứ hai cũng như đột biến diệp lục tố là những thông số được tính toán 



23 

 

trong kiểm tra mức độ mẫn cảm khi xác định liều gây đột biến hiệu quả (Mba, 

2013). 

1.3.6. Tần số đột biến in vitro 

Có thể định nghĩa tần số đột biến được tính bằng số lượng đột biến ở một liều 

chiếu xạ trên quần thể của tế bào, sinh vật, giao tử, cây hoặc bộ phận cây ở số lượng 

quần thể xử lý đột biến (Harten, 1998) hoặc tần số đột biến có thể tính bằng % cá 

thể đột biến từ vật liệu được chiếu xạ (Mo), cây con sống ở thế hệ đột biến đầu tiên 

(M1) hoặc những cây đột biến ở thế hệ đột biến thứ 2 (M2) (Ojiewo và ctv, 2007). 

Trong khi đó, Suzuki và ctv (1989) định nghĩa tần số đột biến là tần số mà ở đó có 

các dạng đột biến xuất hiện trong quần thể tế bào hoặc cá thể. Định nghĩa này gồm 

cả dạng đột biến có lợi và bất lợi. 

Lê Duy Thành (2000) cho rằng tần số xuất hiện đột biến khi sử dụng các tia 

phóng xạ cao hơn trong tự nhiên khoảng 1.000 lần. Tần số đột biến tăng khi tăng 

liều chiếu xạ như ở cây Pyrus pyrifolia Nakai và cây Malus domestica từ nuôi cấy 

phôi (Zagaja và ctv, 1982; Lapins và ctv, 1969). 

1.4. Các kỹ thuật đƣợc ứng dụng trong chọn tạo giống đột biến 

1.4.1. Sự kết hợp của chọn giống đột biến bằng nuôi cấy thực vật in vitro và 

chiếu xạ tia gamma  

Kỹ thuật nuôi cấy in vitro kết hợp với chiếu xạ là phương pháp kết hợp giữa 

kỹ thuật nuôi cấy mô với phương pháp gây tạo đột biến. Sự kết hợp này sẽ làm tăng 

tần số biến dị di truyền lên nhiều lần so với phương pháp thông thường, rút ngắn 

thời gian trong công tác chọn tạo giống mới mang lại khả năng tạo biến dị rất cao. 

Phương pháp này còn có khả năng tạo đột biến ở giai đoạn sớm của quá trình hình 

thành và phát triển cá thể (phôi non hoặc mô sẹo). Nhờ vậy, tần số đột biến cao và 

khả năng thu nhận những thể đột biến đồng nhất về kiểu gen trở nên dễ dàng hơn. 

Nuôi cấy in vitro không những là công cụ hữu hiệu để lưu giữ, duy trì và nhân 

những thể đột biến lạ, quý hiếm mà còn là phương pháp phân lập và làm thuần 

những dòng đột biến nào đó. Trong nhiều trường hợp, nuôi cấy in vitro là cách có 

hiệu quả nhất để duy trì và bảo quản những biến dị di truyền, đặc biệt là những thể 

đột biến khảm, nhờ đó khắc phục được sự đào thải của những tế bào quý hiếm do 

tính cạnh trạnh trong mô (Nagatomi, 2000; Trần Thượng Tuấn, 1992).  
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Sử dụng kỹ thuật nuôi cấy in vitro trong phân lập các thể đột biến ở cây trồng 

nhân giống sinh dưỡng (phương pháp gây tạo đột biến in vitro) có thể giải quyết các 

vấn đề như: (1) thông qua cơ chế tái sinh cây khởi đầu (de novo) do tính toàn thế 

(topipotency – phát sinh cơ quan và phát sinh phôi soma) mà thể đột biến thuần có 

thể được tái tạo ngay trong lòng các khu đột biến (sector); (2) Thông qua cơ chế phá 

bỏ ưu thế đỉnh, thúc đẩy sự sinh trưởng cành nhánh mà kích thước của sector đột 

biến tăng nhanh chóng làm sớm lộ diện thể đột biến thuần; (3) Mẫu vật in vitro luôn 

có kích cỡ rất nhỏ bé tạo thuận lợi trong xử lý chiếu xạ cũng như tăng cao độ nhạy 

cảm phóng xạ (Đỗ Khắc Thịnh, 2011; Đỗ Hữu Ất, 1996; IAEA, 1986).  

Trong kỹ thuật in vitro, bằng việc tái sinh các đột biến cá thể lạ đem lại lợi ích 

cho ngành kinh doanh cây cảnh. Ngoài ra, kỹ thuật đột biến kết hợp với nuôi cấy 

mô tế bào là phương pháp có hiệu quả nhất đối với việc cải thiện giống bằng 

phương pháp vô tính như Musa paradise, Malus domestica, Ananas comosus, 

Chrysanthemum morifolium, Rosa sp. (Ahloowalia và Maluszynski, 2000; Trần 

Thượng Tuấn, 1992). 

Như vậy, việc áp dụng phối hợp kỹ thuật nuôi cấy in vitro với tác nhân đột 

biến đã mang lại cuộc cách mạng kỹ thuật trong lĩnh vực tạo giống cây trồng ứng 

dụng, đặc biệt là nhóm cây trồng nhân giống sinh dưỡng. Với sự góp sức của kỹ 

thuật nuôi cấy in vitro, những nhà tạo giống cây trồng có cơ hội làm việc với những 

mẫu vật không truyền thống như: có sự tái sinh cây do tính toàn thế (đột biến thuần, 

tránh khảm, rút ngắn thời gian chọn lọc); có mô phân sinh mầm với số lượng tế bào 

tham gia thấp (tần số đột biến cao hơn, phổ biến dị rộng hơn, dễ phân lập đột biến 

hơn); cho phép xử lý thuận tiện với những bức xạ phổ biến cũng như với với những 

tác nhân đột biến đặc biệt (neutron ion beam) (Duong Hoa Xo và Le Quang Luan, 

2017; Le Quang Luan, 2012; Nguyễn Tiến Thịnh và ctv, 2006). 

1.4.2. Một số yếu tố ảnh hƣởng đến hiệu quả gây đột biến của tia gamma  

Việc nghiên cứu các nhân tố ảnh hưởng đến hiệu quả gây đột biến của tia 

gamma có ý nghĩa quan trọng trong việc định hướng sự phát sinh đột biến, đặc biệt 

là các đột biến có ý nghĩa cải tiến giống cũ hoặc tạo giống mới. Có nhiều nhân tố 

ảnh hưởng: kiểu gen của giống, loại tác nhân phóng xạ, ẩm độ hạt, nồng độ oxy, 

nhiệt độ khi tiếp xúc phóng xạ, nhân tố kháng đột biến, các giai đoạn khác nhau của 
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quá trình phát triển cá thể, các pha khác nhau của chu kỳ phát triển tế bào và điều 

kiện gieo trồng (Đỗ Hữu Ất, 1996). 

1.4.2.1. Ảnh hƣởng của ẩm độ hạt 

Thông thường xử lý hạt khô hay ướt để gây đột biến cảm ứng. Độ ẩm của hạt 

có liên quan chặt chẽ tới sự phát sinh hàng loạt các biến dị và đột biến. Khi chiếu xạ 

bằng tia gamma lên hạt lúa khô và ướt, nhiều tác giả đã kết luận tần số sai hình 

NST, đột biến diệp lục và các đột biến nhìn thấy ở M2 trong trường hợp xử lý hạt 

ướt là cao hơn nhiều so với việc xử lý hạt khô (Đỗ Hữu Ất, 1996). 

1.4.2.2. Ảnh hƣởng của giai đoạn khác nhau trong quá trình phát triển cá thể 

Nghiên cứu hiệu quả của các giai đoạn khác nhau khi xử lý đột biến là một 

hướng được nhiều tác giả chú ý. Hạt non mẫn cảm với các tác nhân đột biến hơn hạt 

đã già, tần số và phổ đột biến cũng khác nhau ở các ở các hạt có độ chín khác nhau. 

Một số nghiên cứu cho thấy giai đoạn giao tử có độ nhảy cảm với tác nhân đột biến 

cao hơn giai đoạn hợp tử và tiền phôi, giai đoạn nhú mầm và giai đoạn cây con thì 

mẫn cảm với phóng xạ hơn hạt khô và cây trưởng thành. Như vậy, có thể nói ở giai 

đoạn càng sớm của quá trình phát triển cá thể thì độ cảm ứng với các tác nhân gây 

đột biến càng cao (Đỗ Hữu Ất, 1996). 

Đỗ Khắc Thịnh (2011) cho rằng hiệu quả di truyền sẽ khác nhau tuỳ thuộc vào 

sự chiếu xạ vào pha nào của chu kỳ tế bào. Chiếu xạ vào pha G1 sẽ gây sai hình 

NST, vào pha S gây sai hình NST hoặc chromatide (vì một số NST đã nhân đôi) và 

chiếu xạ vào pha G2 gây sai hình chromatide. Nếu chiếu xạ vào kỳ trước gây sai 

hình dưới mức chromatide vì lúc đó đơn vị đứt là ½ chromatide. Như vậy, có quan 

hệ giữa các pha của chu kỳ tế bào với sự xuất hiện các biến đổi tiềm tàng và chuyển 

chúng thành các đột biến thực sự. Sự cảm ứng phóng xạ của NST tuỳ thuộc vào các 

pha khác nhau của chu kỳ tế bào và sắp xếp theo thứ tự sau: G2>M>S>G1 (Đỗ 

Khắc Thịnh, 2011; Hegde, 2006). 

1.4.2.3. Ảnh hƣởng của các kỹ thuật gây đột biến 

Biến dị dòng soma là biến dị liên quan đến những thay đổi về mặt di truyền 

xảy ra ở cây được tái tạo thông qua nuôi cấy mô tế bào thực vật. Tuy nhiên, tần số 

và phổ biến dị tự phát là rất thấp, chưa kể đến một số biến dị có lợi lại liên kết với 

những đặc tính gây hại cho cây. Trong những năm gần đây, việc phát triển phương 
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pháp mới – xử lý đột biến kết hợp nuôi cấy in vitro – đã mở ra triển vọng to lớn 

trong cải tạo giống cây trồng. Nhờ đó, tần số và phổ biến dị dòng soma được tăng 

lên đáng kể (Mba, 2013; Đỗ Khắc Thịnh, 2011). 

Nuôi cấy in vitro kết hợp gây tạo đột biến có khả năng tạo đột biến ở giai đoạn 

sớm của quá trình hình thành và phát triển cá thể (phôi non hoặc mô sẹo). Nhờ vậy, 

số đột biến cao và có khả năng thu nhận những thể đột biến đồng nhất về kiểu gen 

trở nên dễ dàng hơn. Nuôi cấy in vitro là công cụ hữu hiệu để lưu giữ, duy trì và 

nhân dòng đột biến quý nào đó (Đỗ Khắc Thịnh, 2011; Novak và ctv, 1990). 

Khi nuôi cấy mô, kéo dài số lần cấy chuyền có thể làm tăng tỷ lệ biến dị dòng 

soma và sau hơn 12 lần cấy chuyền tỷ lệ đột biến ở các cây con mới tái sinh tăng 

một cách đáng kể. Như vậy, công nghệ sinh học và kỹ thuật nuôi cấy mô - tế bào đã 

mở ra một triển vọng mới trong việc sử dụng các thành tựu của tạo giống đột biến ở 

mức độ mô, tế bào (Lê Tiến Dũng, 2002). 

1.4.3. Ƣu và nhƣợc điểm của phƣơng pháp chọn giống bằng kỹ thuật nuôi cấy 

in vitro và xử lý đột biến bằng tia gamma 

Ưu điểm của phương pháp là có thể chiếu xạ một số lượng lớn các tế bào trong 

một diện tích nhỏ, nhiều yếu tố ngoại cảnh có thể được kiểm soát hơn; sử dụng tế 

bào trần, tế bào đơn để gây tạo đột biến làm cho việc chọn lọc và tạo dòng thuần 

được dễ dàng và nhanh chóng, khả năng thu được biến dị dạng thể khảm rất thấp 

nên thuận tiện cho công tác chọn lọc và tạo dòng; tần suất đột biến thường khá cao 

vì mỗi tế bào đều có cơ hội tiếp xúc trực tiếp với tác nhân gây đột biến và hàng 

chục dòng biến dị tiềm năng có thể được chọn lọc nhanh chóng chỉ sau một vài thế 

hệ, ít tốn kém, tốc độ tạo dòng thuần nhanh (Kumar và ctv, 2012; Nagatomi và ctv, 

2005; Lapade và ctv, 2002; Lê Trần Bình và ctv, 1997). 

Nhược điểm của phương pháp là mặc dù chiếu xạ rất hiệu quả trong tạo giống 

đột biến nhưng một số yếu tố như tỷ lệ auxin, cytokinin, điều kiện dinh dưỡng và 

những stress in vitro cũng có thể tạo ra biến dị soma (Xu và ctv, 2013; Devarumath 

và ctv, 2002). 

Như vậy, sự thành công của bất kỳ chương trình chọn giống nào cũng cần sự 

khảo sát để nhận dạng những đột biến mong muốn xảy ra với tần số thấp trong một 
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số lượng lớn những đột biến khác nhưng có giá trị chọn giống cao (Mullainathan và 

Umavathi, 2014).  

1.4.4. Ý nghĩa của phƣơng pháp chọn giống đột biến 

Phương pháp chọn giống đột biến cung cấp nguồn vật liệu di truyền mang các 

tính trạng mới để trực tiếp hoặc gián tiếp tạo ra giống mới; có thể thay đổi, cải tiến 

những tính trạng đơn gene và đa gene như tạo ra cây trồng có khả năng kháng sâu, 

bệnh, các điều kiện bất lợi của ngoại cảnh, cải tiến hàm lượng các chất có ích, tăng 

chất lượng sản phẩm, giảm chiều cao cây, tạo ra tính chín sớm, tăng năng suất, tạo 

ra tính bất dục đực (nhân và tế bào chất), có thể cải tiến đồng thời nhiều tính trạng 

(Zhang và ctv, 2006; Vũ Đình Hòa và ctv, 2005); tạo giống đột biến cho phép tạo và 

chọn lọc những thể đột biến một cách đơn giản, hiệu quả, nhanh chóng, rẻ tiền và có 

thể làm thay đổi thành phần bộ máy di truyền, tạo ra một số kiểu hình mong muốn 

khó có được bằng con đường biến dị tự nhiên (Joseph và ctv, 2004). 

1.4.5. Ứng dụng tia gamma trong tạo giống hoa  

Để làm cơ sở cho việc sử dụng nguồn phóng xạ một cách có hiệu quả, việc tìm 

hiểu tác dụng của các tia phóng xạ, khả năng gây ra các đột biến ở từng loại cây 

trồng và sử dụng phóng xạ nào cho phù hợp là một vấn đề đặt ra đối với các nhà 

chọn tạo giống. Do đó, tìm hiểu nguồn phóng xạ và cơ sở lý luận của phương pháp 

tạo giống đột biến là một việc làm cần thiết đối với những người ứng dụng phương 

pháp ―đột biến cảm ứng‖ để tạo giống mới (Lê Tiến Dũng, 2002). 

Khả năng chịu đựng bức xạ tùy thuộc vào giống và giai đoạn xử lý. Đối với tia 

gamma liều phổ biến ở mức 20 – 40 Gy với xuất liều 90 Gy/giờ thích hợp xử lý cho 

protocorm cây Cymbidium. Nghiên cứu bức xạ tia gamma với liều 20, 40, 60, 80, 

100, 150, 200 Gy đối với cây con hai lá của một số giống lan, kết quả cho thấy liều 

trên 70 Gy cho tỷ lệ cây chết cao (Thammasiri, 1996). 
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Bảng 1.1. Một số kết quả ứng dụng chiếu tia gamma 
60

Co để tạo giống hoa lan  

Giống/Loài Mẫu cấy LD50 
Liều gây đột 

biến hiệu quả 
Tác giả 

Cymbidium Protocorm - 20 – 40 Gy Thammasiri, 1996 

Mokara Chark Kuan PLBs - 20 - 40 Gy 
Ling, 1999 

Dendrobium Jacky PLBs - 60 - 70 Gy 

Dendrobium Sonia 

Earsakul 
PLBs 70 Gy  

Thana và ctv, 

2005 

Dendrobium 

udomsri 
cây con - 30 và 50 Gy 

Trần Thanh 

Tuyến, 2010 

Phalaenopsis giống 

Ds. 
cây con 40 Gy 20 – 40 Gy 

Đỗ Khắc Thịnh, 

2011 

Lan hài hồng 

Paphiopedilum 

delenatii 

PLBs 20 Gy  

Le Quang Luan và 

ctv, 2012 

chồi 23,7 Gy  

cây con 38 Gy  

Paphiopedilum 

callosum 

PLBs 23 Gy  

chồi 27,1 Gy  

cây con 40,4 Gy  

Cymbidium La bell 

―Anna Belle‖ 

PLBs 35,0 Gy 20 - 50 Gy Duong Hoa Xo và 

Le Quang Luan, 

2017 

chồi 41,0 Gy  

cây con 83,1 Gy  

Dendrobium Sonia-

28 
PLBs 43 Gy  

Dehgahi và  

Joniyasa, 2017 

Zygopetalum 

maculatum (Kunth) 

Garay 

PLBs 12,6 Gy  
Sherpa và ctv, 

2018 

1.4.6. Ứng dụng chỉ thị di truyền để chọn lọc dòng đột biến trong chọn giống 

cây trồng và hoa lan  

Chỉ thị di truyền có thể chia thành hai loại; chỉ thị truyền thống và chỉ thị phân 

tử DNA. Chỉ thị truyền thống gồm chỉ thị hình thái (đây là những tính trạng hoặc 

https://www.researchgate.net/profile/Raheleh_Dehgahi
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2133799021_Alireza_Joniyasa
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2133799021_Alireza_Joniyasa
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các đặc điểm hình thái như cấu trúc, màu hoa, kiểu hình hạt, đặc điểm sinh trưởng, 

sự biến đổi sắc tố), chỉ thị tế bào (đặc trưng cấu trúc của NST), chỉ thị sinh hóa (các 

isozym, protein và các chất trao đổi chất). Chỉ thị phân tử DNA là những thay đổi 

trong phân tử DNA và được chia thành nhiều loại dựa trên sự khác nhau về phương 

pháp và kỹ thuật xác định sự đa hình (Nguyễn Đức Thành, 2014). 

Chỉ thị phân tử DNA rất phong phú do sự đa dạng của DNA, tính ổn định và 

sự không lệ thuộc của chúng vào các yếu tố môi trường. Các chỉ thị di truyền phân 

tử được sử dụng để xác định mối quan hệ giữa các cá thể trong cùng một loài, là cơ 

sở cho việc phân loại dưới loài, phát triển loài mới và mối quan hệ tiến hóa giữa 

loài. Chúng cũng có thể được dùng để chọn tổ hợp lai. Kiểu chỉ thị này được sử 

dụng rất có hiệu quả để lập bản đồ phân tử cho những cây trồng có phương thức 

sinh sản sinh dưỡng hay sinh sản vô tính khó khăn. Bên cạnh đó, chỉ thị phân tử 

giúp cho việc tư liệu hóa nguồn gốc giống cây trồng trở nên dễ dàng và chính xác, 

giúp cho việc bảo hộ các nhà chọn giống cây trồng. Kết hợp giữa chọn giống đột 

biến và chỉ thị phân tử có thể rút ngắn quá trình chọn giống (Hoàng Trọng Phán và 

Trương Thị Bích Phượng, 2008). 

1.4.6.1. Phƣơng pháp đánh giá di truyền dựa vào chỉ thị hình thái  

Kỹ thuật đánh giá đa dạng ở mức hình thái là phương pháp truyền thống, bao 

gồm việc miêu tả những đặc điểm, cấu trúc hình thái bên ngoài. 

Đối với hoa lan, phương pháp đánh giá chỉ thị hình thái cụ thể là: (a) Đặc điểm 

của thân (giả hành): cấu trúc, hình dáng, kích thước (chiều dài, chiều rộng và đường 

kính). (b) Đặc điểm của lá: màu sắc, số lượng của lá trung bình của một cây, chiều 

dài và chiều rộng của lá, hình dáng của lá, cấu trúc lá. (c) Đặc điểm của hoa: màu 

sắc, số lượng hoa trên phát hoa, số lượng phát hoa trên thân, chiều dài phát hoa, 

cách sắp xếp của cánh hoa, kích thước, thời gian ra hoa, thời gian hoa tồn tại (Trần 

Duy Dương, 2015). 

1.4.6.2. Phƣơng pháp đánh giá di truyền dựa vào các chỉ thị phân tử DNA 

Để đánh giá bản chất di truyền của các cá thể dựa vào hệ gen của chúng, các 

chỉ thị DNA đã được ứng dụng cho nhiều mục đích khác nhau của các đối tượng 

khác nhau như: xây dựng thư viện bộ gen, xác định cây phát sinh chủng loại, đánh 

giá đa dạng di truyền, xác định quan hệ họ hàng.  
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Chỉ thị RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): Loại chỉ thị này được 

sinh ra bởi phản ứng PCR, do sự nhân bội những đoạn DNA hệ gen, sử dụng những 

đoạn primer đơn lẻ, ngẫu nhiên (random primer) dài khoảng 9 - 10 nucleotide dưới 

nhiệt độ bắt cặp thấp (khoảng 37
0
C) (Williams và ctv, 1990). Sản phẩm của phản 

ứng được phân tách bằng điện di trên gel agarose, nhuộm bằng ethidium bromide và 

quan sát dưới đèn cực tím. RAPD là kỹ thuật phân loại phân tử dễ sử dụng, được 

ứng dụng trong xác định tính đa dạng sinh học và quan hệ họ hàng của các giống 

thực vật, động vật khác nhau trong các loài. Lợi thế của loại chỉ thị này là không 

cần biết thông tin về trình tự. Sản phẩm PCR khi dùng với primer ngẫu nhiên 

thường đa dạng, có chiều dài từ 100 - 500 nucleotide và khi điện di gel agarose 

được phân tách thành các phân đoạn khác nhau. Khi bộ gen của các mẫu giống 

nghiên cứu có sự khác biệt nhau, kết quả PCR nhân được các đoạn khác biệt nhau 

(Hunt và Page, 1992; Lerceteau và ctv, 1997). Chỉ thị RAPD là loại chỉ thị trội, vì 

vậy không phân biệt được thể dị hợp. Mặc dù vậy, chỉ thị này vẫn là một công cụ 

hữu hiệu trong việc lập bản đồ ở những dòng nhị bội, những dòng cận phối hay các 

quần thể lai ngược. Chỉ thị RAPD còn có một hạn chế nữa là độ nhạy của RAPD bị 

phụ thuộc vào điều kiện của phản ứng, đôi khi kết quả không lặp lại được, đặc biệt 

là ở những đối tượng có bộ gen lớn như lúa mì. Do đó, trong phân tích di truyền, để 

đảm bảo kết quả có độ chính xác cao, người ta thường sử dụng kết hợp kỹ thuật 

RAPD với các kỹ thuật phân tử khác (Hansen và ctv, 1998; Hopkins và Hilton, 

2001; Li và ctv, 2007; Xue và ctv, 2010; Chattopadhyay và ctv, 2012).  

Ding Ge và ctv (2005) đánh giá đa dạng và xác định quan hệ di truyền của 8 

quần thể lan rừng Dendrobium officinale bằng kỹ thuật RAPD với 10 primer ngẫu 

nhiên. Kết quả cho thấy mức độ đa dạng cao trong quần thể và kỹ thuật RAPD là 

công cụ hữu dụng để phân tích sự khác biệt di truyền giữa các giống.  

Obara – Okeyo và Kako (1998) thực hiện kỹ thuật RAPD (Random amplified 

polymorphic DNA) để nhận biết các dòng Cymbidium và xác định mức độ biến dị 

di truyền. Kết quả phân tích khoảng cách di truyền đã dự đoán được các nhóm 

giống có quan hệ với nhau và giữa cha mẹ với thế hệ sau. 
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1.5. Một số kết quả nghiên cứu về hoa lan trên thế giới 

1.5.1. Một số kết quả nghiên cứu về lai tạo giống hoa lan trên thế giới 

Haruyuki Kamemoto và ctv (1999) cho rằng loài lan D. pulchellum được dùng 

để lai tạo ra loài D. Gatton Sunray và được chứng nhận đầu tiên từ Royal 

Horticultural Society, Canada. Về mặt hình thái, hoa của chúng rất giống nhau, màu 

sắc và môi hoa cũng đều vàng và có hai đốm nâu đỏ ở họng hoa. Duy chỉ có màu 

cánh hoa và đài hoa của loài D. pulchellum màu hồng kem, và loài còn mang đặc 

tính nguyên thủy là hoa nở theo mùa (đầu mùa mưa), trong khi loài D. Gatton 

sunray có màu cánh hoa và đài hoa màu vàng, hoa ngoài nở tập trung theo mùa 

chính thì còn có thể nở quanh năm (Haruyuki Kamemoto và ctv, 1999). 

Rajkumar Kishor và ctv (2006) đã nghiên cứu lai tạo và nuôi cấy in vitro loài 

lan lai Ascocenda ‗Kangla‘ thành công. Loài Ascocenda ‗Kangla‘ lai được hình 

thành bằng cách lấy hạt phấn từ loài Ascocentrum ampullaceum (Roxb.) Schltr. var. 

auranticum để thụ phấn cho hoa loài Vanda coerulea Griff. và tỷ lệ thành công đạt 

60%. Môi trường ½ MS hiệu quả nhất cho sự phát triển của hạt lai giữa V. coerulea 

× A. auranticum. Môi trường đáp ứng tốt nhất cho sự phát triển của chồi là môi 

trường ½ MS bổ sung 2,3 μM kinetin + 0,5 μM α-naphthalene acetic acid. 

Vendrame và ctv (2008) đã nghiên cứu sự thụ phấn của các giống lan lai 

Dendrobium sử dụng phấn hoa được bảo quản lạnh. Hiệu quả thụ phấn được đánh 

giá cho phấn hoa từ hai giống lai Dendrobium 'Sena Red' và 'Mini WRL'. Tỷ lệ đậu 

quả ở các nghiệm thức từ 60 - 80%. 

Xu và ctv (2013) đã nghiên cứu thụ phấn và sự nảy mầm của hạt lan 

Dendrobium candidum Wall. ex Lindl. Kết quả cho thấy quá trình thụ phấn chéo 

xảy ra tốt nhất vào thời điểm 2 - 4 ngày sau lai.  

Udomdee và ctv (2013) đã nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ đường 

saccharose và sự trưởng thành của hạt đối với sự nảy mầm in vitro của các giống lai 

Dendrobium nobile. Kết quả gieo hạt trên môi trường Hyponex cho thấy tỷ lệ nảy 

mầm của hạt lan lai giống Den. Lucky Girl × Den. Second Love ‗Kirameki‘ đạt 0; 

34,23; 80,03 và 65,75 % tương ứng với thời điểm thu hoạch quả 2, 3, 4 và 5 tháng. 

Tỷ lệ nảy mầm của hạt lan lai giống Den. Lucky Girl × Den. Hamana Lake ‗Kumi‘ 

đạt 0; 40,32; 83,41 và 0 % tương ứng với thời điểm thu hoạch quả 2, 3, 4 và 5 tháng. 
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Tỷ lệ nảy mầm của hạt lan tự thụ của giống lan Den. Second Love ‗Kirameki‘ đạt 0; 

28,13; 90,06 và 0 % tương ứng với thời điểm thu hoạch quả 2, 3, 4 và 5 tháng. 

1.5.2. Một số kết quả nghiên cứu tạo giống hoa lan đột biến trên thế giới  

Piluek và Lamseejan (2002) thực hiện chiếu xạ lên Dendrobium sp. giai đoạn 

2 lá đều ghi nhận tỷ lệ sống sót giảm khi tăng liều lượng xử lý. Thana và ctv (2005) 

đã nghiên cứu ảnh hưởng của chiếu xạ tia gamma lên sự phát triển của lan 

Dendrobium Sonia Earsakul in vitro, kết quả liều gây chết 50% mẫu chiếu xạ 

(LD50) là 70 Gy khi chiếu xạ PLBs bằng tia gamma. Cũng theo báo cáo của Piluek 

và Lamseejan (2006), đối với loài Phalaenopsis violacea, tỷ lệ sống sót của các mô 

lan có sự khác biệt ở các liều lượng xử lý là 20 Gy (100%), 40 Gy (58,7%), 60 Gy 

(13,3%), 80 Gy (0,0%). Xử lý tia phóng xạ đối với protocorm của loài Ngọc Điểm 

Rhynchostylis gigantea kết quả với liều lượng 20 Gy cho tỷ lệ sống sót trung bình 

và phát triển thành cây con mạnh khỏe, trong khi ở các liều 40, 60 và 80 Gy có tỷ lệ 

sống sót thấp, cây phát triển rất chậm và hầu hết chết sau 4 tháng xử lý.  

Theo Piluek và Lamseejan (2006), trong thí nghiệm xử lý đột biến tia gamma 

60
Co với liều lượng 20, 40, 60, 80, 110 và 130 Gy trên 8 loài lan, mức độ phản ứng 

của từng nhóm giống và loài có sự khác nhau. Loài lan Grammatophyllum 

speciosum có tỷ lệ sống sót 98 – 100% trên tất cả các liều lượng, trong khi loài lan 

Calanthe ruben có tỷ lệ sống sót 0% ở tất cả các liều lượng.  

1.6. Một số kết quả nghiên cứu về hoa lan tại Việt Nam 

1.6.1. Một số kết quả nghiên cứu về lai tạo giống hoa lan tại Việt nam 

Nguyễn Văn Tới (2002) đã đạt được một số kết quả bước đầu về lai tạo giống 

lan địa phương Đà Lạt - Lâm Đồng. Kết quả thu nhận được từ 2 cặp lai Renanthera 

evrardii Guillaum x Renanthera imschootiana Rofle. và cặp lai Renanthera evrardii 

Guillaum x Vanda denisoniana Bens. et Rchb.f. đã ra hoa cho thấy có thể chọn lọc 

từ nguồn gen lan tự nhiên của địa phương để lai tạo cho ra những chủng loại hoa 

mới, các cặp lai có thể sử dụng các loài cùng chi và khác chi. 

Phan Trọng Dũng (2007) nghiên cứu lai tạo tuyển chọn giống mới, ứng dụng 

công nghệ sinh học trong công tác nhân giống hoa phong lan phục vụ nông nghiệp. 

Kết quả trong 14 giống lai tạo thành công, tác giả đã đăng ký bảo hộ sở hữu trí tuệ 

được quốc tế công nhận 12 giống phong lan mới lai tạo. 
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Theo Đỗ Khắc Thịnh (2011) đã lai tạo gồm 20 giống lan Hồ Điệp nhập nội và 

2 giống lan hoang dại bản địa (tiểu Hồ Điệp – Phalaenopsis pulcherrima). Kết quả 

có 9 tổ hợp lai phát triển thành cây, trong đó 7 tổ hợp lai có hoa, 2 tổ hợp lai giữa 

giống lai và lan hoang dại không cho hoa. Hồ Điệp hoang dại không thụ phấn khi 

làm cây bố, nhưng thụ phấn, cho quả khi chúng làm cây mẹ và cây lai thương mại là 

cây bố.  

Trung tâm Công nghệ sinh học TP. HCM đã lai tạo thành công hơn 50 tổ hợp 

lai giữa các giống lan nhập nội với nhau và giữa lan nhập nội với lan rừng Việt 

Nam. Đã có 40 cá thể lai có triển vọng đã được các nhà khoa học đánh giá và chọn 

lọc. Đã có 6 dòng lan mới được bảo hộ và 6 dòng lan đã nộp đơn đang chờ tiến 

hành các thủ tục để được bảo hộ (Hà Thị Loan và ctv, 2018). 

1.6.2. Một số kết quả nghiên cứu tạo giống hoa lan đột biến tại Việt Nam 

Lê Văn Hòa và ctv (2007) khi tăng liều chiếu xạ đã làm giảm hệ số gia tăng 

chiều cao chồi Dendrobium, liều chiếu 150 và 200 Gy cho hệ số gia tăng chiều cao 

chồi thấp hơn ở mức có ý nghĩa P0.01 so với tất cả các công thức khác có liều chiếu 

xạ thấp hơn.  

Trần Thanh Tuyến (2010) đã xác định đặc tính sinh trưởng và ra hoa trên lan 

Dendrobium udomsri với 5 liều lượng chiếu xạ tia gamma. Kết quả cho thấy sự 

chiếu xạ bằng tia gamma 
60

Co đã ảnh hưởng rõ rệt đến sinh trưởng và phát triển, 

làm thay đổi kiểu hình của lan Dendrobium udomsri. Chiếu xạ tia gamma có ảnh 

hưởng lên hàm lượng sắc tố trong lá cây lan Dendrobium udomsri. 

 Đỗ Khắc Thịnh (2011) xử lý chiếu xạ bằng tia gamma 
60

Co có ảnh hưởng 

khác biệt đến đặc điểm sinh trưởng, biến dị hình thái và màu sắc của các bộ phận 

thân, lá của cây hồ điệp giống Ds. Tỷ lệ sống sót, khả năng sinh trưởng phát triển 

của cây càng giảm khi liều lượng chiếu xạ càng cao, cây chết 100% từ liều lượng 60 

Gy trở lên sau 7 tháng chiếu xạ. Liều chiếu xạ gây chết LD50 = 40 Gy. Chiếu xạ tia 

gamma 
60

Co ở liều lượng 20 – 40 Gy thích hợp tạo phổ biến dị rộng, đa dạng khi xử 

lý cho cây lan hồ điệp giai đoạn cây con 3 lá.  

Dương Hoa Xô và Lê Quang Luân (2017) đã khảo sát thể đột biến in vitro của 

địa lan La bell ‗Anna Belle‘ khi kết hợp giữa chiếu xạ và oligochitosan. Môi trường 

tối ưu để nhân giống protocorm like bodies (PLBs) và chồi của địa lan La bell 
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‗Anna Belle‘ đã được nghiên cứu để chuẩn bị các mẫu in vitro dùng cho chiếu xạ. 

Giá trị LD50 (liều gây chết 50% mẫu) của PLBs, chồi và cây con tương ứng là 35,0, 

41,0 và 83,1 Gy sau 4 tháng. Các đột biến trong ống nghiệm đã được tạo ra bởi sự 

chiếu xạ PLBs với liều trong khoảng 20 - 50 Gy. Tần số đột biến cao nhất (3,83) 

của địa lan La bell ‗Anna Belle‘ khi chiếu xạ các mẫu PLBs là 30 Gy.  

1.6.3. Một số nghiên cứu nhân giống in vitro lan Dendrobium  

Nguyễn Thanh Tùng và ctv (2010) đã áp dụng phương pháp nuôi cấy lát 

mỏng tế bào trong nhân giống in vitro cây lan hoàng thảo thân gãy (Dendrobium 

aduncum). Kết quả cho thấy môi trường MS bổ sung kinetin 3,0 mg/L kết hợp với 

NAA 0,3 mg/L cho tỷ lệ tái sinh chồi cao nhất đạt 5,67 chồi/mẫu sau 6 tuần nuôi 

cấy. Các  chồi  phát  triển  tốt  thu  được  từ  các  thí nghiệm trên có thân mập, 

chiều cao khoảng 2 - 3 cm được cấy lên môi trường cơ bản MS có 3,0% 

saccharose, 0,8% agar bổ sung NAA từ 0,5 - 2,0 mg/L để khảo sát khả năng 

hình thành rễ.  

Nguyễn Thị Mỹ Duyên (2009) đã tiến hành nhân giống lan Dendrobium 

anosmum, Dendrobium mini bằng phương pháp nuôi cấy mô và nghiên cứu các loại 

giá thể trồng lan Dendrobium mini thích hợp và cho hiệu quả cao. Kết quả cho thấy 

quả lan Dendrobium anosmum sau khi được tự thụ 4 tháng, khử trùng và gieo cấy 

hạt vào môi trường thích hợp. Sau 3 tháng gieo cấy thì tất cả các hạt đều nẩy mầm 

tốt, tỷ lệ đạt được là ≥ 85% trên môi trường MS + NAA 1 mg/L và môi trường MS 

+ BA 1 mg/L + NAA 0,2 mg/L. Chồi lan Dendrobium anosmum phát triển và nhẩy 

chồi rất tốt trên môi trường MS + BA 2 mg/L, ở thời điểm 3 tháng sau khi cấy đạt 

3,17 chồi, chồi cao 2,06 cm. Chồi lan Dendrobium anosmum tạo rễ tốt nhất trên môi 

trường MS + NAA 1 mg/L. Đối với giống lan Dendrobium mini, chồi lan 

Dendrobium mini phát triển và nhảy chồi rất tốt trên môi trường 1/2 MS + BA 1 

mg/L, ở thời điểm 2 tháng sau khi cấy đạt  3,8 chồi, chồi cao 1,26 cm. Môi trường 

1/2 MS + NAA 0,2 mg/L cho kết quả tạo rễ tốt đối với lan Dendrobium mini. 

1.6.4. Một số nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật  RAPD để đánh giá sự khác biệt di 

truyền tại Việt Nam 

Hồ Viết Thế và ctv (2017) đã sử dụng 10 chỉ thị RAPD để đánh giá mức độ đa 

dạng di truyền của 12 mẫu thuộc chi Chrysanthemum spp. ở miền Nam. Kết quả 
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phân tích cây phát sinh loài cho thấy hệ số tương đồng di truyền của các mẫu dao 

động trong khoảng 0,59 – 0,86. Trong tất cả các primer được sử dụng đều cho tỷ lệ 

đa hình cao với trung bình 25,6 băng đa hình trên mỗi primer, trong đó tổng cộng có 

27 băng đa hình đặc trưng sử dụng để phân biệt các giống Chrysanthemum spp. ở 

mức độ phân tử. 

Trần Duy Dương (2015) nghiên cứu đa dạng di truyền và xác định chỉ thị nhận 

dạng một số nguồn gen hoa lan hoàng thảo (thuộc chi Dendrobium) bản địa của 

Việt Nam. Kết quả phân tích đa dạng di truyền của 32 mẫu giống hoa lan Hoàng 

Thảo bằng chỉ thị phân tử RAPD cho thấy hệ số tương đồng di truyền của các giống 

lan Hoàng Thảo nghiên cứu dao động trong khoảng từ 23 đến 100%.  

1.7. Nhận xét chung 

Kỹ thuật nuôi cấy in vitro là một kỹ thuật cơ bản và không thể thiếu đối với 

quá trình lai tạo và nhân dòng hoa lan nói chung, Dendrobium nói riêng. Tuy nhiên, 

hiệu quả quá trình lai tạo cao hay thấp vẫn cần nhiều nghiên cứu tối ưu hóa và hoàn 

thiện hóa. Các môi trường như MS, ½ MS, VW thường được sử dụng cho gieo hạt 

và nhân giống các dòng lan Dendrobium in vitro. Tuy nhiên, việc nghiên cứu về 

môi trường nuôi cấy in vitro cho đối tượng lan Dendrobium thấp cây còn hạn chế. 

Việc nuôi cấy in vitro sử dụng đèn LED đơn sắc được thực hiện trên đối tượng 

Dendrobium sonia và Dendrobium docinale đã làm tăng hiệu quả của nhân giống, 

thúc đẩy việc nhân chồi và làm tăng và sự tích lũy chất khô in vitro. Ánh sáng đơn 

sắc ảnh hưởng đáng kể đến tỷ lệ sống và sự tăng trưởng của chồi Dendrobium sonia 

được chiếu xạ. Tuy nhiên vẫn chưa có nghiên cứu trên đối tượng Dendrobium thấp 

cây. 

Việc lai tạo hoa lan đã được tiến hành phổ biến trên thế giới, tại Việt Nam có 

một số nghiên cứu về các giống Phalaenopsis, Dendrobium và các giống lan rừng. 

Nguồn bố mẹ để lai tạo chủ yếu được sưu tầm từ các giống nhập nội và trong nước, 

chưa có nghiên cứu tạo giống Dendrobium có kiểu hình thấp cây tại Việt Nam. 

Công tác tạo giống đột biến trên giống hoa đạt được một số thành tựu nhất 

định nhất là ứng dụng tia gamma trong việc chiếu xạ gây đột biến. Trên hoa lan đã 

có một số đề tài nghiên cứu, bước đầu đã có một số kết quả có thể làm tiền đề để 
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ứng dụng nghiên cứu tạo giống đột biến. Đến thời điểm hiện tại, Việt Nam vẫn chưa 

có công trình tạo giống hoa lan Dendrobium thấp cây đột biến được công bố. 

Kỹ thuật sinh học phân tử đã được nghiên cứu ứng dụng phân tích đa dạng di 

truyền, nhận diện giống hoa và các thành tựu khác trong chọn tạo giống mới một 

cách nhanh chóng và chính xác. Nhiều tác giả đã ứng dụng kỹ thuật RAPD và nhận 

thấy RAPD là công cụ hữu dụng để phân tích sự khác biệt di truyền giữa các giống, 

dòng hoa lan mới được tạo ra. Tuy nhiên, hiện nay vẫn chưa có công bố nào nghiên 

cứu về ứng dụng chỉ thị phân tử trên hoa lan Dendrobium thấp cây mới.  

Như vậy, với những kết quả tổng hợp được từ phần tổng quan cho thấy có 

nhiều nghiên cứu về hoa lan trên thế giới và Việt Nam. Tuy nhiên, vẫn chưa có 

công trình nào nghiên cứu có hệ thống về tạo giống mới trên hoa lan Dendrobium 

thấp cây. Chính vì vậy, kết quả nghiên cứu của đề tài sẽ là tiền đề cơ bản làm tài 

liệu tạo giống hoa lan Dendrobium thấp cây mới tại Việt Nam.  
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Chƣơng 2 

NỘI DUNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Nội dung nghiên cứu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ tổng hợp các thí nghiệm nghiên cứu 

TN1: Xác định môi trường nuôi cấy thích hợp cho sự nảy 

mầm, sự hình thành chồi và rễ của hạt lan Dendrobium 

thấp cây 

Nội dung 2: Lai tạo 

hoa lan Dendrobium 

thấp cây và chọn lọc 

một số dòng lai có 

triển vọng 

TN3: Lai tạo 20 tổ hợp lai Dendrobium thấp cây 

TN5: Đánh giá sự sinh trưởng, phát triển, đặc điểm hoa và 

chọn lọc một số dòng lai có triển vọng  

Nội dung 3: Chiếu xạ 

gây đột biến in vitro 

protocorms lan 

Dendrobium thấp cây 

và chọn lọc một số dòng 

đột biến có triển vọng 

TN6: Ảnh hưởng của liều tia gamma 
60

Co đến sinh lý và 

xác định LD50 trong điều kiện in vitro 

TN7: Đánh giá sự sinh trưởng, phát triển, đặc điểm hoa và 

chọn lọc một số dòng đột biến có triển vọng 

TN4: Đánh giá sự nảy mầm và sinh trưởng của các hạt lai 

trong điều kiện in vitro 

 

TN8: Sử dụng chỉ thị phân tử xác định đặc điểm di truyền 

một số dòng lai và dòng đột biến có triển vọng  

TN9: Nhân giống vô tính một số dòng lai triển vọng và 

đánh giá sự sinh trưởng trong điều kiện in vitro 

TN10: Đánh giá sự sinh trưởng, phát triển và đặc điểm hoa 

một số dòng lai triển vọng trong điều kiện nhà lưới 

TN2: Xác định tỷ lệ ánh sáng đỏ-xanh dương và cường độ 

chiếu sáng thích hợp cho sự nảy mầm, sự hình thành chồi 

và rễ của hạt lan lai Dendrobium thấp cây 

Nội dung 4: Xác định 

đặc điểm di truyền và 

nhân giống một số dòng 

lai, dòng đột biến có 

triển vọng 

Nội dung 1: Xác định 

môi trƣờng và điều 

kiện nuôi cấy thích 

hợp cho sự phát triển 

của hạt lan lai 

Dendrobium thấp cây 

TN11: Nhân giống vô tính một số dòng đột biến triển vọng 

và đánh giá sự sinh trưởng trong điều kiện in vitro 

TN12: Đánh giá sự sinh trưởng, phát triển và đặc điểm hoa 

một số dòng đột biến triển vọng trong điều kiện nhà lưới 
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Thời gian thực hiện: từ tháng 10/2012 đến tháng 12/2017. Địa điểm: Trạm Huấn 

luyện và Thực nghiệm Nông nghiệp Văn Thánh – Trung tâm Khuyến nông TP.HCM, 

Viện Công nghệ Sinh học và Môi trường - Trường Đại học Nông Lâm TP.HCM. 

2.1. Nội dung 1: Xác định môi trƣờng và điều kiện nuôi cấy thích hợp cho sự phát 

triển của hạt lan lai Dendrobium thấp cây 

Đối với tạo giống hoa lan, nuôi cấy in vitro là điều kiện bắt buộc để có thể gieo 

hạt thành công, tạo ra cây lan con. Đối với nuôi cấy in vitro, môi trường và ánh sáng là 

hai điều kiện cơ bản cần thiết. Vì vậy, việc xác định môi trường nuôi cấy và chế độ 

ánh sáng cho sự phát triển thích hợp của hạt lan lai Dendrobium thấp cây phải được 

thực hiện đầu tiên. Tiến hành lai tạo một tổ hợp lai làm nguồn vật liệu xác định môi 

trường nuôi cấy và chế độ ánh sáng cho sự phát triển thích hợp của hạt lan lai 

Dendrobium thấp cây trước khi tiến hành lai tạo đồng loạt để chọn lọc một số dòng lai 

có triển vọng.  

2.1.1. Thí nghiệm 1. Xác định môi trƣờng nuôi cấy thích hợp cho sự nảy mầm, sự 

hình thành chồi và rễ của hạt lan lai Dendrobium thấp cây 

2.1.1.1. Thí nghiệm 1A. Xác định môi trƣờng nuôi cấy thích hợp cho sự nảy mầm 

của hạt lan lai Dendrobium thấp cây 

a.Vật liệu 

 Hạt của tổ hợp lai DM12x13. Ba môi trường gieo hạt bao gồm môi trường 

Murashige và Skoog (MS), môi trường ½ MS (đa lượng giảm ½ so với MS) và môi 

trường Vacin & Went (VW). Cả ba môi trường đều được bổ sung saccharose 30 g/L 

và agar 7 g/L. 

   

Hình 2.2. Hạt của tổ hợp lai DM12x13 và quá trình nảy mầm của hạt 

(a) hạt sau 75 ngày lai; (b) hạt sau 20 ngày gieo; (c) protocorm hình thành sau 30 ngày 

gieo hạt. Thanh ngang có kích thước 1 cm. 

c b a 
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b. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên 1 yếu tố, gồm 3 nghiệm thức với 3 

lần lặp lại, mỗi ô thí nghiệm được thực hiện trên 3 bình. Bình nuôi cấy có dung tích 

250 ml, mỗi bình chứa 50 ml môi trường được hấp khử trùng ở 121
o
C, 1 atm trong 20 

phút. 

c. Cách thức thực hiện 

Quả lan thí nghiệm thuộc giống lan Dendrobium mini được thu sau 2,5 tháng kể 

từ khi thụ phấn. Quả lan sau đó được rửa bằng nước cất và khử trùng trong dung dịch 

Javel và cồn 70
o
. Sau đó quả lan được cắt hai đầu và dùng dao xẻ dọc tách làm hai. Hạt 

lan được lấy ra khỏi quả và rải đều trên bề mặt môi trường đã được chuẩn bị. Hạt sau 

gieo được đặt dưới đèn chiếu sáng với chu kỳ 16 giờ sáng/8 giờ tối. Ẩm độ của phòng 

nuôi cấy: 70 – 80%. Nhiệt độ trung bình ở không gian bên dưới hệ thống chiếu sáng: 

25 ± 2 °C. Môi trường được chỉnh pH = 5,8 và cho vào bình nuôi cấy có dung tích là 

250 mL, mỗi bình chứa 50 mL môi trường. Khi hóa xanh, hạt lan được trải đều trên bề 

mặt môi trường để đếm tổng số hạt, sau đó theo dõi và đếm số hạt lan nảy mầm theo 

thời gian. 

d. Chỉ tiêu theo dõi 

- Mức độ nảy mầm: +: mức độ nảy mầm < 50%; ++: mức độ nảy mầm từ 50 -  

69%, +++: mức độ nảy mầm từ 70% - 84% , ++++: mức độ nảy mầm ≥ 85%. 

- Hình thái protocorm: quan sát bằng mắt thường hình thái và màu sắc protocorm. 

* Quy ước hạt lan nảy mầm: hạt lan xuất hiện mầm lá xanh. 

* Thời gian theo dõi: 60 ngày sau khi gieo hạt. 

2.1.1.2. Thí nghiệm 1B. Xác định môi trƣờng nuôi cấy thích hợp cho sự sinh 

trƣởng, phát triển của chồi lan lai Dendrobium thấp cây 

a. Vật liệu 

Chồi của tổ hợp lai DM12x13 có chiều cao khoảng 0,5 cm. Ba môi trường nhân 

chồi bao gồm môi trường Murashige và Skoog (MS), môi trường ½ MS và môi trường 

Vacin & Went (VW). Cả ba môi trường đều được bổ sung nước dừa 150 mL/L, khoai 

tây 50 g/L, than hoạt tính 0,5 g/L (Vũ Ngọc Lan, 2013). 
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b. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên 1 yếu tố, gồm 3 nghiệm thức với 3 lần 

lặp lại, mỗi ô thí nghiệm được thực hiện trên 3 bình, mỗi bình cấy 9 chồi.  

c. Cách thức thực hiện 

Chọn những chồi có chiều cao khoảng 0,5 cm cấy sang môi trường nhân chồi đã 

chuẩn bị sẵn. 

d. Chỉ tiêu theo dõi 

- Số chồi (chồi/mẫu cấy): đếm số chồi trên một mẫu cấy. 

- Chiều cao chồi (cm): đo chiều cao từ phần cuối của giả hành cho đến chóp lá 

cao nhất của chồi. 

- Số lá (lá/chồi): đếm số lá có trên chồi.  

Thời gian ghi nhận chỉ tiêu: 15, 30, 45, 60 ngày sau khi cấy chuyền. 

2.1.1.3. Thí nghiệm 1C. Xác định môi trƣờng nuôi cấy thích hợp cho sự tạo rễ của 

chồi lan lai Dendrobium thấp cây 

a. Vật liệu 

Chồi của tổ hợp lai DM12x13 có chiều cao khoảng 1 – 1,2 cm và có 2 - 3 lá. 

b. Bố trí thí nghiệm 

Tương tự thí nghiệm 1B.  

c. Cách thức thực hiện 

Chọn những chồi có chiều cao khoảng 1 – 1,2 cm và có 2 - 3 lá cấy sang môi 

trường tạo rễ đã chuẩn bị sẵn. 

d. Chỉ tiêu theo dõi 

Quan sát và ghi nhận ảnh hưởng của ba môi trường lên sự tạo rễ chồi lan lai 

thông qua các chỉ tiêu: 

- Số rễ (rễ/mẫu cấy): đếm tổng số rễ trên một mẫu cấy. 

- Chiều dài rễ (cm): được đo từ gốc rễ đến chóp rễ. 

- Chiều cao chồi và số lá/chồi: tương tự thí nghiệm 1B. 

Thời gian ghi nhận chỉ tiêu: 15, 30, 45, 60 ngày sau khi cấy chuyền. 
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2.1.2. Thí nghiệm 2. Xác định tỷ lệ ánh sáng đỏ/xanh dƣơng và cƣờng độ chiếu 

sáng thích hợp cho sự nảy mầm, sự hình thành chồi và rễ của hạt lan lai 

Dendrobium thấp cây 

2.1.2.1. Thí nghiệm 2A: Khảo sát ảnh hƣởng của tỷ lệ ánh sáng đỏ/xanh dƣơng và 

cƣờng độ chiếu sáng tối ƣu từ đèn LED đơn sắc đến sự phát triển của hạt lan 

Dendrobium in vitro  

a. Vật liệu 

- Quả lan lai Dendrobium thấp cây được lai tạo từ tổ hợp lai DM13x24. 

- Đèn LED: đèn LED đỏ (bước sóng 660 nm), đèn LED xanh dương (bước sóng 

460 nm) (hiệu điện thế cho 1 bóng đèn LED là 3 V, cường độ dòng điện cho 1 đèn 

LED là 20 mA, công suất cho 1 đèn LED là 0,06 W, công ty HENGUANG 

ELECTRON– Đài Loan). Đèn huỳnh quang (dài 1,2 m; 40 W, công ty bóng đèn Rạng 

Đông –  Việt Nam).  Máy đo cường độ ánh sáng – Lux kế (WALK LAB – Mỹ). 

- Môi trường gieo hạt lan lai Dendrobium thấp cây là môi trường tốt nhất từ kết quả 

thí nghiệm 1: môi trường ½ MS + saccharose 30 g/L + agar 7 g/L  

b. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên 2 yếu tố cải tiến, yếu tố R 

là tỷ lệ đèn LED, yếu tố I là cường độ chiếu sáng. Thí nghiệm gồm 12 nghiệm thức, 3 

lần lặp lại, mỗi nghiệm thức gồm 3 bình, mỗi bình 3 mẫu cấy. 

Tổng số bình cho 1 thí nghiệm: 12 x 3 x 3= 108 (bình).  

Yếu tố R (Ratio) là tỷ lệ đèn LED đỏ/đèn LED xanh dương, gồm 3 tỷ lệ: 

R1: 100% đèn LED đỏ: 0% đèn LED xanh dương 

R2: 50% đèn LED đỏ: 50% đèn LED xanh dương 

R3: 75% đèn LED đỏ: 25% đèn LED xanh dương  

Yếu tố I (Intensity) là cường độ chiếu sáng của đèn LED, gồm 4 mức: 

I1: 200 lux     I3: 600 lux 

I2: 400 lux     I4: 800 lux 

Nghiệm thức đối chứng gồm 9 bình, mỗi bình 3 mẫu cấy được nuôi dưới ánh 

sáng đèn huỳnh quang ở cường độ chiếu sáng là 2000 lux. Nghiệm thức này được 

dùng làm đối chứng để so sánh với nghiệm thức tốt nhất nuôi dưới hệ thống đèn LED 
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(thông qua việc thực hiện kiểm tra trắc nghiệm T – test giữa nghiệm thức đối chứng 

với nghiệm thức đèn LED). 

Các đèn LED được gắn đúng với tỷ lệ đèn thí nghiệm (Bảng 2.1) và cách đều 

nhau trên một bảng mạch đèn LED có diện tích 122 cm
2
 (dài 46 cm x rộng 2,65 cm). 

Bảng 2.1. Số lượng bóng đèn tương ứng với từng nghiệm thức 

Nghiệm  

thức 

Tỷ lệ - cường độ 

chiếu sáng 

                        Số đèn (đèn)  

LED đỏ LED xanh dương Huỳnh quang 

R1I1 100Đ – 200 lux 24 0 0 

R1I2 100Đ – 400 lux 48 0 0 

R1I3 100Đ – 600 lux 72 0 0 

R1I4 100Đ – 800 lux 96 0 0 

R2I1 50Đ:50X – 200 lux 12 12  0 

R2I2 50Đ:50X – 400 lux 24 24 0 

R2I3 50Đ:50X – 600 lux 36 36 0 

R2I4 50Đ:50X – 800 lux 48 48 0 

R3I1 75Đ: 25X – 200 lux 16 8 0 

R3I2 75Đ: 25X – 400 lux 32 16 0 

R3I3 75Đ: 25X – 600 lux 49 24 0 

R3I4 75Đ: 25X – 800 lux 64 32 0 

ĐC 100HQ – 2000 lux 0 0 1 

Đ: đỏ, X: xanh dương, HQ: huỳnh quang, ĐC: đối chứng. 

Ánh sáng bên ngoài và ánh sáng giữa các nghiệm thức đèn LED sẽ được ngăn 

cách hoàn toàn bằng những tấm màng nhựa màu đen, đặc và dày (1 mm).  

Với mật độ đèn đã được thiết lập, trong mỗi ô thí nghiệm, độ cao đèn sẽ được 

điều chỉnh để cường độ chiếu sáng đo ở bề mặt bình nuôi cấy vừa đạt như cường độ 

mà nghiệm thức đã dự kiến. Sau khi bố trí số đèn LED với tỷ lệ và cường độ chiếu 

sáng tương ứng cho từng nghiệm thức (Bảng 2.1), cường độ chiếu sáng của đèn LED ở 

4 mức (200 lux, 400 lux, 600 lux, 800 lux) và đèn huỳnh quang (2000 lux) ở các 

nghiệm thức được kiểm tra lại bằng máy đo cường độ ánh sáng (Lux kế). 

c. Cách thức thực hiện 

Quả lan thí nghiệm thuộc giống lan Dendrobium mini được thu sau 2,5 tháng kể 

từ khi đậu quả. Cách khử trùng quả và gieo hạt tương tự thí nghiệm 1A. Đèn LED đỏ, 

đèn LED xanh dương được sử dụng trong thí nghiệm. Môi trường được chỉnh pH = 5,8 

và cho vào bình nuôi cấy có dung tích là 250 mL, mỗi bình chứa 50 mL môi trường. 

Hạt lan hóa xanh (15 ngày sau gieo hạt) ở từng nghiệm thức được trải đều trên bề mặt 
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môi trường để đếm tổng số hạt cấy (hạt hóa xanh và hạt nâu), sau đó tiếp tục theo dõi 

và đếm số hạt lan nảy mầm ở thời điểm 39 ngày sau gieo hạt.  

d. Chỉ tiêu theo dõi 

- Theo dõi và đếm số hạt lan nảy mầm ở thời điểm 39 ngày sau gieo hạt. 

- Tỷ lệ nảy mầm (%) = Số hạt nảy mầm/Tổng số hạt gieo x 100% 

2.1.2.2. Thí nghiệm 2B: Khảo sát ảnh hƣởng của tỷ lệ ánh sáng đỏ/xanh dƣơng và 

cƣờng độ chiếu sáng tối ƣu từ đèn LED đơn sắc đến sự tạo chồi lan Dendrobium 

in vitro 

a. Vật liệu 

Protocorm từ thí nghiệm 2A có đường kính 3 mm; Môi trường nhân chồi lan lai 

Dendrobium thấp cây là môi trường tốt nhất từ kết quả thí nghiệm 1: ½ MS + nước dừa 

150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/L + khoai tây 50 g/L + than hoạt tính 0,5 g/L. 

b. Bố trí thí nghiệm 

Tương tự thí nghiệm 2A. 

c. Cách thức thực hiện 

Protocorm từ thí nghiệm 2A có đường kính 3 mm được cấy chuyền qua môi 

trường nhân chồi. Sau 8 tuần cấy chuyền, protocorm phát triển thành chồi. Chọn 

những chồi khỏe, chiều cao từ 1 ± 0,25 cm, có 1 hoặc 2 lá để cấy chuyền và theo dõi 

ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đơn sắc đỏ/xanh dương và cường độ chiếu sáng đến hệ 

số nhân protocorm, tỷ lệ tạo chồi, hệ số nhân chồi lan Dendrobium mini in vitro sau 4 

tuần cấy chuyền. 

d. Chỉ tiêu theo dõi 

- Giai đoạn protocorm: Tính hệ số nhân protocorm (HSN) theo công thức: 

+ HSN = Tổng số lượng protocorm sau 8 tuần cấy chuyền/Tổng số lượng 

protocorm ban đầu. 

- Giai đoạn chồi: Tính tỷ lệ tạo chồi ở thời điểm sau 4 tuần cấy chuyền theo công 

thức: Tỷ lệ tạo chồi (%) = Tổng số chồi phát sinhx100/Tổng số chồi ban đầu. 

- Hệ số nhân chồi (HSNC) = Tổng số chồi tạo ra/3. 

(Số chồi: đếm tất cả các chồi mới hình thành có chiều cao > 5 mm). 
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2.1.2.3. Thí nghiệm 2C: Khảo sát ảnh hƣởng của tỷ lệ ánh sáng đỏ/xanh dƣơng và 

cƣờng độ chiếu sáng tối ƣu từ đèn LED đơn sắc đến sự tạo rễ lan Dendrobium in 

vitro  

a. Vật liệu 

Chồi lan từ thí nghiệm 2B có chiều cao từ 2 ± 2,25 cm, có 1 – 2 lá. Môi trường 

tạo rễ lan lai Dendrobium thấp cây là môi trường tốt nhất từ kết quả thí nghiệm 1: MS+ 

nước dừa 150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/L + khoai tây 50 g/L + than hoạt tính 

0,5 g/L. 

b. Bố trí thí nghiệm 

Tương tự thí nghiệm 2A. 

c. Cách thức thực hiện 

Chọn những chồi khỏe, chiều cao từ 2 - 2,25 cm, có 1 – 2 lá để cấy chuyền qua 

môi trường tạo rễ, mỗi bình 3 chồi để theo dõi ảnh hưởng của ánh sáng đèn LED ở các 

tỷ lệ ánh sáng đỏ/xanh dương và cường độ chiếu sáng đến sự hình thành và phát triển 

rễ từ chồi lan Dendrobium thấp cây. 

d. Chỉ tiêu theo dõi 

- Số rễ trung bình/chồi = Tổng số rễ/3 (Đếm những rễ có chiều dài trên 1 cm). 

- Chiều dài rễ trung bình (cm) = Tổng chiều dài rễ/3 (Dùng thước có chia vạch đo 

chiều dài của rễ dài nhất và đo từ gốc rễ đến chóp rễ). 

2.1.3. Phƣơng pháp xử lý số liệu 

Số liệu thí nghiệm 1 được thu thập ở các mốc thời gian đã xác định và xử lý, 

phân tích bằng phần mềm SPSS phiên bản 19.0. 

 Số liệu thí nghiệm 2 được phân tích và xử lý bằng phần mềm Microsoft Excel và 

SAS 9.1. So sánh nghiệm thức tốt nhất nuôi dưới hệ thống đèn LED với nghiệm thức 

đối chứng nuôi dưới đèn huỳnh quang thông qua việc thực hiện kiểm tra trắc nghiệm 

T – test. 

2.2. Nội dung 2. Lai tạo hoa lan Dendrobium thấp cây và chọn lọc một số dòng lai 

có triển vọng 

2.2.1. Thí nghiệm 3. Lai tạo một số tổ hợp lai Dendrobium thấp cây 

2.2.1.1. Vật liệu 

15 giống lan Dendrobium mini thuộc bộ sưu tập tại Trạm Huấn luyện và Thực 

nghiệm Nông nghiệp Văn Thánh thuộc Trung tâm Khuyến Nông TP.HCM. Các giống 
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Dendrobium mini này được nhập nội từ Thái Lan, được thuần dưỡng và theo dõi sinh 

trưởng, phát triển tại thời điểm cây 16 - 18 tháng tuổi. Kiểu hình hoa, đặc điểm sinh 

trưởng và phát triển của 15 giống Dendrobium mini bố mẹ thể hiện qua Hình 2.4 và 

Bảng 2.2. 
 

    
DM 01 DM 10 DM 11 DM 12 

    
DM 13 DM 14 DM 15 DM 21 

    
DM 22 DM 24 DM 25 DM 26 

   

 

DM 28 DM 29 DM 30  
Ghi chú: thanh ngang có kích thước 1 cm. 

Hình 2.3. Kiểu hình hoa của 15 giống Dendrobium mini bố mẹ 

được sử dụng để lai tạo
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Bảng 2.2. Đặc điểm sinh trưởng và phát triển của 15 giống Dendrobium mini bố mẹ thuộc bộ sưu tập tại Trạm Huấn luyện và Thực 

nghiệm Nông nghiệp Văn Thánh được sử dụng làm vật liệu lai tạo 

Kí 

hiệu  

giống 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Giả hành Lá Hoa 

Chiều 

cao (cm) 

Số giả hành 

(giả hành) 

Số lá 

(lá) 

Dài lá 

(cm) 

Rộng lá 

(cm) 

Số phát hoa/ 

cây (phát hoa) 

Đường 

kính (cm) 

Số hoa/ phát 

hoa (hoa) 

Chiều dài 

phát hoa (cm) 
Màu sắc hoa 

DM01 21 11,0 12,0 6,7 11,1 3,7 6,0 4,5 11,5 28,0 Tím trắng 

DM10 16 9,5 4,0 4,5 9,4 3,4 1,0 4,2 19,0 23,0 Trắng tím nhạt 

DM11 25 17,4 4,0 5,3 13,8 4,6 2,0 6,4 9,0 28,9 
Trắng lưỡi tím 

đậm 

DM12 21 12,3 4,0 5,3 12,2 4,1 2,0 6,3 8,7 21,8 Tím đậm sọc 

DM13 20 11,0 4,0 5,7 9,6 4,8 3,0 4,5 9,3 24,0 Tím nhạt 

DM14 18 7,3 5,0 4,7 8,5 2,8 2,0 4,0 7,2 20,0 Trắng phớt hồng 

DM15 20 11,7 3,0 5,5 11,2 2,8 2,0 5,6 12,0 20,4 Tím nhạt sọc 

DM21 23 18,1 5,0 5,7 13,1 4,4 1,0 4,7 14,0 30,0 Trắng tím 

DM22 22 3,3 6,0 3,0 8,4 2,8 1,0 4,6 10,0 20,0 Tím trắng 

DM24 20 8,5 6,0 4,0 11,5 3,8 2,0 4,9 12,7 28,7 Trắng viền tím 

DM25 17 9,7 6,0 5,0 9,1 2,8 3,0 4,3 7,5 16,6 
Trắng lưỡi tím 

nhạt 

DM26 16 9,5 4,0 4,5 10,5 3,5 1,0 4,2 6,5 13,4 Trắng lưỡi tím 

DM28 18 11,1 6,0 4,7 10,6 2,9 1,0 4,6 8,0 20,3 
Trắng lưỡi tím, 

cánh môi dài 

DM29 15 8,3 3,0 4,3 8,3 2,9 1,0 4,3 7,0 15,0 Tím nhạt sọc 

DM30 17 9,9 5,0 4,7 10,1 2,7 1,0 4,5 4,0 13,4 Trắng hồng 
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2.2.1.2. Bố trí các cặp lai 

Dựa vào các đặc điểm hình thái về chiều cao, số hoa trên phát hoa, đường kính 

hoa, cấu trúc và màu sắc hoa của bố, mẹ và các đặc điểm mong đợi của con lai để 

bố trí các cặp lai cho phù hợp. 

Tiêu chí chọn dòng lai Dendrobium thấp cây triển vọng theo định hướng: có 

chiều cao cây từ 15 - 20 cm, số giả hành từ 3 – 6 giả hành, số lá từ 4 – 6 lá, số 

hoa/phát hoa từ 6 hoa trở lên, đường kính hoa từ 4,5 cm trở lên, có màu sắc hoa 

khác với bố mẹ. Bố trí cặp lai và tính trạng định hướng con lai thể hiện ở Bảng 2.3. 

Bảng 2.3. Bố trí cặp lai và tính trạng kỳ vọng đối với con lai 

STT 

Mã hóa 

(Name 

code) 

Tổ hợp lai 

(Mẹ x Bố) 
Tính trạng kỳ vọng đối với con lai 

1 DM01x12 

DM01 

x 

DM12 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như nhiều 

hoa, phát hoa dài; mang đặc tính hoa to, lâu 

tàn của cây bố. 

2 DM10x01 

DM10 

x 

DM01 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như nhiều 

hoa, phát hoa dài, mang đặc tính hoa to, lâu 

tàn của cây bố. 

3 DM11x18 

DM11 

x 

DM18 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như hoa to, 

nhiều hoa, phát hoa dài và dễ tạo ra ưu thế lai 

về màu sắc hoa tương phản của bố và mẹ. 

4 DM12x11 

DM12 

x 

DM11 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như hoa to, 

nhiều hoa và mang đặc tính chiều dài phát hoa 

dài, hoa dày, lâu tàn của cây bố. Dễ tạo ra ưu 

thế lai về màu sắc hoa tương phản của bố và 

mẹ. 

5 DM11x12 

DM11 

x 

DM12 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như hoa to, 

dày, lâu tàn, nhiều hoa, phát hoa dài và dễ tạo 

ra ưu thế lai về màu sắc hoa tương phản của 

bố và mẹ. 

6 DM13x11 

DM13 

x 

DM11 

Con lai kế thừa tính trạng kiểu hình thân lá 

của cây mẹ và cải thiện tính trạng chiều dài 

phát hoa dài, hoa dày, lâu tàn của cây bố. 

7 DM24x11 

DM24 

x 

DM11 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như nhiều 

hoa, phát hoa dài, cấu trúc màu sắc hoa của 

mẹ và mang đặc tính hoa to, dày, lâu tàn của 

cây bố. 

 

8 DM11x24 

DM11  

x  

DM24 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như hoa to, 

dày, lâu tàn và mang đặc tính nhiều hoa, cấu 

trúc màu sắc hoa của cây bố. 

9 DM24x01 DM24  Con lai kế thừa tính trạng cấu trúc màu sắc 
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x  

DM01 

hoa của mẹ và mang đặc tính nhiều phát hoa 

nở cùng lúc, siêng hoa của cây bố. 

10 DM13x24 

DM13 

 x  

DM24 

Con lai kế thừa tính trạng kiểu hình thân lá 

của cây mẹ, mang đặc tính siêng hoa và cấu 

trúc màu sắc hoa của cây bố. 

11 DM14x12 

DM14 

x 

DM12 

Con lai kế thừa tính trạng kiểu hình thân lá 

của cây mẹ, mang đặc tính hoa to và siêng hoa 

và cấu trúc màu sắc hoa của cây bố. 

12 DM12x13 

DM12 

x 

DM 13 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như hoa to, 

nhiều hoa, phát hoa dài và mang đặc tính phát 

hoa dài và kiểu hình thân lá của cây bố 

13 DM13x12 

DM13 

x 

DM12 

Con lai kế thừa tính trạng kiểu hình thân lá 

của cây mẹ, mang đặc tính hoa to và siêng hoa 

của cây bố. 

14 DM26x13 

DM26 

x 

DM13 

Con lai kế thừa tính trạng cấu trúc màu sắc 

hoa của cây mẹ và có kiểu hình thân lá của 

cây bố. 

15 DM12x14 

DM12 

x 

DM14 

Con lai mang đặc tính của cây mẹ như hoa to, 

nhiều hoa, phát hoa dài và dễ tạo ra ưu thế lai 

về màu sắc hoa tương phản của bố và mẹ. 

16 DM26x24 

DM26 

x 

DM24 

Con lai cải thiện tính trạng cấu trúc màu sắc, 

siêng hoa của cây bố. Dễ tạo ra ưu thế lai về 

màu sắc hoa tương phản của bố và mẹ. 

17 DM15x25 

DM15 

x 

DM25 

Con lai cải thiện tính trạng số giả hành, số 

phát hoa nở cùng lúc của cây bố và dễ tạo ra 

ưu thế lai về màu sắc hoa tương phản của bố 

và mẹ. 

18 DM25x26 

DM25 

x 

DM26 

Con lai kế thừa tính trạng số giả hành, số phát 

hoa nở cùng lúc của cây bố và dễ tạo ra ưu thế 

lai về màu sắc hoa tương phản của bố và mẹ. 

19 DM28x26 

DM28 

x 

DM26 

Con lai kế thừa cấu trúc, màu sắc, siêng hoa 

của cây mẹ và dễ tạo ra ưu thế lai về màu sắc 

hoa tương phản của bố và mẹ. 

20 DM28x30 

DM28 

x 

DM30 

Con lai kế thừa cấu trúc, màu sắc, siêng hoa 

của cây mẹ và dễ tạo ra ưu thế lai về màu sắc 

hoa tương phản của bố và mẹ. 
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2.2.1.3. Cách thức thực hiện 

Dựa trên cơ sở của phương pháp lai hữu tính Đỗ Khắc Thịnh (2011) đã thực 

hiện trên lan Hồ Điệp (Phalaenopsis) (chi tiết các bước lai tạo được thể hiện ở phụ 

lục 5). Vị trí thực hiện sự thụ phấn là hoa đầu tiên đến hoa thứ 5. 

Mỗi tổ hợp lai 9 hoa. Sự hình thành của quả tính từ sau khi thụ phấn 10 ngày.  

2.2.1.4. Các chỉ tiêu theo dõi/đánh giá 

- Theo dõi quá trình thụ phấn, phát triển của quả:  

+ Thời điểm hoa héo 50% (ngày): Tính từ khi thụ phấn đến khi cánh hoa có 

biểu hiện héo. 

+ Thời điểm hoa héo hoàn toàn (ngày): Tính từ khi thụ phấn đến khi cánh hoa 

héo hoàn toàn và cuống hoa có biểu hiện phình to. 

+ Chiều dài quả (cm): Đo chiều dài khi quả đã già. 

+ Đường kính quả (cm): Đo ở vị trí phình to nhất khi quả đã già. 

+ Khối lượng quả (g): cân khối lượng ngay khi thu hoạch quả. 

+ Hình dạng quả: Ghi nhận hình dạng quả khi quả đã già. 

- Tỷ lệ đậu quả của các tổ hợp lai: Tỷ lệ quả đậu (%) = (số quả thu được/số hoa 

đã lai) x 100. 

- Thời gian thu hoạch quả (ngày): Tính từ khi thụ phấn đến khi cuống quả 

chuyển từ xanh sang vàng. 

- Tỷ lệ quả không hạt (%) = (số quả không hạt/tổng số quả thu được) x 100. 

2.2.2. Thí nghiệm 4. Đánh giá sự nẩy mầm và sinh trƣởng của các hạt lai trong 

điều kiện in vitro 

2.2.2.1. Vật liệu 

Quả lan Dendrobium thấp cây được lai tạo từ các giống sưu tập. Môi trường 

gieo hạt, nhân chồi và tạo rễ lan lai Dendrobium thấp cây: tương tự thí nghiệm 2 (trang 

42). Điều kiện nuôi cấy: nhiệt độ 24 - 26 
0
C, điều kiện ánh sáng là kết quả tốt nhất từ 

thí nghiệm 2. 
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2.2.2.2. Bố trí thí nghiệm 

Giai đoạn gieo hạt: bố trí tuần tự không lặp lại với 15 nghiệm thức tương ứng 

với 15 tổ hợp lai đậu quả, mỗi bình gieo 9 cụm hạt. Sau 20 ngày, cấy chuyền qua 

bình mới, mỗi bình cấy 50 protocorm, mỗi nghiệm thức 10 bình. 

Giai đoạn chồi và tạo rễ: bố trí tuần tự không lặp lại với 9 nghiệm thức tương 

ứng với 9 tổ hợp lai có tỷ lệ nảy mầm tốt nhất, mỗi nghiệm thức cấy 5 bình, mỗi 

bình 10 chồi. 

2.2.2.3. Cách thức thực hiện 

Phương pháp khử trùng và gieo hạt: tương tự thí nghiệm 1 (trang 39). Sau 30 

ngày gieo hạt, hạt đã hóa xanh chuyển thành dạng protocorm, cấy chuyền sang bình 

mới. Khi chồi đạt chiều cao khoảng 2 cm, chọn những chồi có kích thước đều nhau 

để cấy chuyền qua môi trường nhân chồi, mỗi bình cấy 10 chồi. Cấy chuyền 2 lần 

trên môi trường nhân chồi, mỗi lần cách nhau 2 tháng, sau đó cấy chuyền sang môi 

trường tạo rễ.  

2.2.3. Thí nghiệm 5. Đánh giá sự sinh trƣởng, phát triển, đặc điểm hoa và chọn 

lọc một số dòng lai có triển vọng 

2.2.3.1. Vật liệu và thiết bị 

Chín tổ hợp lan lai Dendrobium thấp cây, mỗi tổ hợp lai chọn ngẫu nhiên 30 

cây đủ tiêu chuẩn đưa ra trồng trong nhà lưới (cây cao từ 5 - 6 cm, có 3 - 4 lá). 

Giá thể trồng lan: 100% xơ dừa đã qua xử lý. 

2.2.3.2. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu tuần tự không lặp lại. Mỗi tổ hợp có 30 cây 

(cá thể) và toàn bộ số cây theo dõi thí nghiệm được đánh dấu theo thứ tự từ 1 đến 

270. Tổng số chậu (cá thể) lan theo dõi: 9 x 30 = 270 (chậu). Trong đó: 

- Tổ hợp DM01x12: được mã hóa theo thứ tự từ DM01x12:01 đến 

DM01x12:30. 

- Tổ hợp DM10x01: được mã hóa theo thứ tự từ DM10x01:31 đến 

DM10x01:60. 

- Tổ hợp DM11x12: được mã hóa theo thứ tự từ DM11x12:61 đến 

DM11x12:90. 
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- Tổ hợp DM11x18: được mã hóa theo thứ tự từ DM11x12:91 đến 

DM11x12:120. 

- Tổ hợp DM11x24: được mã hóa theo thứ tự từ DM11x24:121 đến 

DM11x24:150. 

- Tổ hợp DM12x11: được mã hóa theo thứ tự từ DM11x24:151 đến 

DM11x24:180. 

- Tổ hợp DM12x13: được mã hóa theo thứ tự từ DM12x13:181 đến 

DM12x13:210 

- Tổ hợp DM12x14: được mã hóa theo thứ tự từ DM12x14:211 đến 

DM12x14:240 

- Tổ hợp DM24x11: được mã hóa theo thứ tự từ DM12x13:241 đến 

DM12x13:270. 

2.2.3.3. Cách thức thực hiện 

Sau 6 tháng nuôi cấy in vitro, đưa cây con ra vườn ươm để thuần dưỡng 4 

tuần, sau đó bố trí cây lan con vào chậu, mỗi chậu một cây. 

Quy trình trồng và chăm sóc lan theo quy trình của Trung tâm Nghiên cứu 

Nông nghiệp Công nghệ cao TP.HCM (2011). 

2.2.3.4. Chỉ tiêu theo dõi 

Các chỉ tiêu theo dõi đánh giá đặc điểm lá, cây: 

+ Số lá/cây (lá): đếm số lá trên cây 

+ Chiều dài lá (cm): chọn lá lớn nhất trên cây để đo, đo từ gốc lá đến chóp lá. 

+ Chiều rộng lá (cm): chọn lá lớn nhất trên cây để đo, đo khoảng cách 2 mép 

lá ở vị trí giữa lá. 

+ Chiều cao giả hành (cm): chọn giả hành cao nhất, đo từ gốc đến cổ lá cao 

nhất. 

+ Chiều cao cây (cm): chọn giả hành cao nhất, đo từ gốc đến chóp lá cao nhất. 

+ Đường kính giả hành (cm): chọn thân cao nhất để đo, đo đường kính ở vị trí 

giữa thân 

+ Số giả hành: đếm số giả hành của cây ở thời điểm cây trưởng thành 

Các chỉ tiêu theo dõi đánh giá đặc điểm hoa: 

+ Chiều dài phát hoa (cm): đo chiều dài cuống chính của phát hoa 

+ Số hoa trên phát hoa (hoa): đếm tất cả số hoa trên 1 phát hoa 
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+ Số phát hoa/cây: đếm số phát hoa trên tất cả các giả hành của cây 

+ Mô tả cấu trúc, màu sắc hoa: ghi nhận cấu trúc sắp xếp cánh hoa (hở hay 

kín), màu sắc cánh hoa, cánh môi. 

+ Thời gian ra hoa (tháng): tính từ khi trồng đến khi cây xuất hiện phát hoa 

+ Thời gian hoa nở (ngày): tính từ lúc cây xuất hiện phát hoa đến khi hoa đầu 

tiên nở. 

+ Tuổi thọ hoa (ngày): tính từ lúc hoa đầu tiên nở đến lúc hoa đầu tiên tàn. 

+ Mùa trổ hoa: ghi nhận mùa ra hoa. 

Trên cơ sở các thông số trên chọn lọc ra được một số dòng lan lai có triển 

vọng từ các con lai để đánh giá đặc điểm di truyền. 

2.2.2. Phƣơng pháp xử lý số liệu 

Số liệu thí nghiệm 3 và 4 được thu thập ở các mốc thời gian đã xác định và xử 

lý, phân tích bằng phần mềm SPSS phiên bản 19.0. 

Từ các số liệu ghi nhận được về đặc điểm lá, cây và đặc điểm hoa thuộc thí 

nghiệm 5, sử dụng phần mềm Minitab để phân nhóm mối quan hệ di truyền giữa 

các cá thể trong mỗi tổ hợp lai và xác định khoảng cách di truyền dựa trên đặc điểm 

hình thái. 

2.3. Nội dung 3. Chiếu xạ gây đột biến in vitro protocorm lan Dendrobium thấp 

cây và chọn lọc một số dòng đột biến có triển vọng  

Chiếu xạ gây đột biến in vitro protocorm lan Dendrobium thấp cây và chọn lọc 

một số dòng đột biến có triển vọng được thực hiện theo sơ đồ sau: 
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Hình 2.4. Các bước tạo dòng lan Dendrobium thấp cây đột biến 

Chiếu xạ 

Chọn lọc cây biến dị 

 mong muốn 

Quả lan Dendrobium 

thấp cây 

Protocorms sau 20 ngày 

gieo in vitro 

Thuần dƣỡng cây con  

Nhân nhanh các dòng đột biến đƣợc lựa chọn (M1V2) 

Protocorms sau 40 

ngày gieo in vitro 

 

Sàng lọc các dạng đột biến và tạo 

cây hoàn chỉnh in vitro (M1V1) 

 

Sàng lọc trong nhà lƣới (M1V1) 

 

 

Phân tích  

DNA 
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         Tiêu chí chọn dòng Dendrobium thấp cây đột biến triển vọng theo định 

hướng: có chiều cao cây từ 15 - 20 cm, số giả hành từ 3 – 6 giả hành, số lá từ 4 – 6 

lá, số hoa/phát hoa từ 6 hoa trở lên, đường kính hoa từ 4,5 cm trở lên, có màu sắc 

hoa khác với bố mẹ. 

2.3.1. Thí nghiệm 6. Ảnh hƣởng của liều tia gamma 
60

Co đến sinh lý và xác 

định LD50 trong điều kiện in vitro 

2.3.1.1. Thí nghiệm 6A. Ảnh hƣởng của liều chiếu xạ gamma 
60

Co đến tỷ lệ chết 

và xác định LD50 của tổ hợp lai Dendrobium thấp cây DM12x13 

a. Vật liệu  

- Protocorm của tổ hợp lai Dendrobium thấp cây DM12x13. 

- Nguồn tia gamma 
60

Co (Issledavachel, Liên Xô cũ) tại Viện Nghiên cứu hạt 

nhân Đà Lạt, suất liều 90 Gy/h, liều xạ 0 Gy (đối chứng), 20, 40, 60, 80 và 100 Gy.  

- Môi trường và điều kiện nuôi cấy tương tự thí nghiệm 4. 

b. Bố trí thí nghiệm 

Bố trí theo kiểu tuần tự không lặp lại, số nghiệm thức tương ứng với 6 liều 

chiếu xạ khác nhau 0, 20, 40, 60, 80, 100 Gy, mỗi nghiệm thức 3 đĩa  petri, mỗi đĩa 

petri 100 protocorm. Tổng số bình thí nghiệm: 6 liểu xạ x 3 đĩa x 10 bình = 180 

bình, mỗi bình 10 protocorm. 

c. Cách thức thực hiện 

Phương pháp khử trùng và gieo hạt tương tự thí nghiệm 1. Sau 30 ngày nuôi 

cấy, hạt đã hóa xanh chuyển thành dạng protocorm, cấy chuyền sang đĩa petri chứa 

môi trường mới, mỗi đĩa petri cấy 100 protocorm để tiến hành chiếu xạ sau 10 ngày 

cấy chuyền. Sau khi chiếu xạ 7 ngày, cấy chuyền protocorm sang bình thủy tinh để 

theo dõi, mỗi đĩa cấy chuyền thành 10 bình, mỗi bình 10 protocorm để tránh rủi ro 

về nhiễm khuẩn, tạo thông thoáng cho sự phát triển của protocorm và để xác định tỷ 

lệ chết của protocorm sau chiếu xạ. 

d. Chỉ tiêu theo dõi 

- Tỷ lệ chết của protocorm sau chiếu xạ sau 3 tháng, 5 tháng và 7 tháng, được 

tính theo công thức: 

Tỷ lệ chết (%) = Số protocorm chết/Tổng số protocorm x 100. 
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* Quy ước; protocorm được xem là chết khi hóa nâu hoặc không tái sinh được 

thành chồi. 

- Xác định liều lượng chiếu xạ gây chết 50% (Sensitive dose) theo mô tả của 

Randhawa (2009). 

2.3.1.2. Thí nghiệm 6B. Ảnh hƣởng của liều xạ gamma 
60

Co đến khả năng gây 

đột biến và đánh giá sự sinh trƣởng của các biến dị thuộc tổ hợp lai DM12x13 

trong điều kiện in vitro 

a. Vật liệu 

- Protocorm của tổ hợp lai DM12x13 sau chiếu xạ ở các liều 0, 20, 40, 60, 80 

Gy. 

- Môi trường và điều kiện nuôi cấy tương tự thí nghiệm 4. 

b. Bố trí thí nghiệm 

Tương tự thí nghiệm 6A. 

c. Cách thức thực hiện  

Ở thời điểm 7 ngày sau chiếu xạ, protocorm được cấy chuyền qua môi trường 

nhân chồi. Theo dõi tác động của tia xạ lên chiều cao của cây, số lá theo thời gian. 

Chọn lọc các cây in vitro có biểu hiện biến dị và mô tả sự biểu hiện qua kiểu hình 

lá, màu sắc lá, kiểu hình thân, màu sắc thân, các biến dị lạ. 

d. Chỉ tiêu theo dõi 

- Theo dõi tác động của tia xạ lên chiều cao cây (cm), số lá theo thời gian; 

- Số dòng biến dị. 

- Tần suất biến dị: f % = f /n x 100 (f: số cá thể biến dị trong lô; n: số lượng cá 

thể trong lô). 

- Ghi nhận các biến dị lạ khác biệt so với bố mẹ: 

* Kiểu hình lá: cách bố trí lá trên thân, hình dạng và màu sắc của lá.  

* Kiểu hình thân: nhiều giả hành hoặc sự xuất hiện nhiều chồi trên thân, hình 

dạng và màu sắc của thân. 
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2.3.2. Thí nghiệm 7. Đánh giá sự sinh trƣởng, phát triển, đặc điểm hoa và chọn 

lọc một số dòng đột biến có triển vọng 

2.3.2.1. Vật liệu 

Những cây con có xuất hiện biến dị, đủ tiêu chuẩn đưa ra trồng trong nhà lưới 

(cây cao từ 5 - 6 cm, có 3 - 4 lá). 

2.3.2.2. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu tuần tự không lặp lại, với 5 nghiệm thức 

tương ứng với 5 liều xạ, mỗi liều xạ có từ 18 - 54 cây (cá thể) và toàn bộ số cây 

theo dõi thí nghiệm được đánh dấu theo thứ tự từ 1 đến 177, trong đó: 

- Liều xạ 0 Gy (Đối chứng): được mã hóa theo thứ tự từ DM12x13-0Gy:01 

đến DM12x13-0Gy:30. 

- Liều xạ 20 Gy: được mã hóa theo thứ tự từ DM12x13-20Gy:31 đến 

DM12x13-20Gy:57. 

- Liều xạ 40 Gy: được mã hóa theo thứ tự từ DM12x13-40Gy:58 đến 

DM12x13-40Gy:101.  

- Liều xạ 60 Gy: được mã hóa theo thứ tự từ DM12x13-60Gy:102 đến 

DM12x13-60Gy:159. 

- Liều xạ 80 Gy: được mã hóa theo thứ tự từ DM12x13-80Gy:160 đến 

DM12x13-80Gy:177. 

2.3.2.3. Cách thức thực hiện 

Các biến dị in vitro ở thí nghiệm 6B đủ tiêu chuẩn được đem ra vườn ươm để 

thuần dưỡng 4 tuần, sau đó bố trí cây lan con vào chậu, mỗi chậu một cây, giá thể là 

vỏ dừa khô. 

Kỹ thuật trồng và chăm sóc lan tương tự thí nghiệm 5. 

2.3.2.4. Chỉ tiêu theo dõi 

Tương tự thí nghiệm 5. Trên cơ sở các thông số thí ngiệm, chọn lọc ra được 

một số dòng đột biến có triển vọng để đánh giá đặc điểm di truyền. 
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2.3.3. Phƣơng pháp xử lý số liệu 

Số liệu thí nghiệm 6 và 7 được phân tích và xử lý bằng phần mềm Microsoft 

Excel. 

2.4. Nội dung 4. Đánh giá sự khác biệt di truyền và nhân giống một số dòng lai, 

dòng đột biến có triển vọng 

2.4.1. Thí nghiệm 8. Sử dụng chỉ thị phân tử đánh giá sự khác biệt di truyền 

một số dòng lai và dòng đột biến có triển vọng 

2.4.1.1. Vật liệu thí nghiệm 

Lá non của 8 giống lan Dendrobium mini được chọn làm bố mẹ, 8 cá thể con 

lai, 3 cá thể đột biến có triển vọng.  

2.4.1.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

a. Phƣơng pháp tách chiết DNA tổng số 

Trong nghiên cứu này, kế thừa phương pháp tách DNA có sử dụng CTAB 

(Cetyl trimethylammonium bromide) của Obara-Okeyo và Kako (1998) làm cơ sở 

và một số điều chỉnh nhỏ để tách chiết DNA tổng số của các mẫu lan Dendrobium 

thấp cây mới chọn lọc và bố mẹ.  

b. Kiểm tra DNA trên gel agarose 

- Lấy 5 µL mẫu DNA trộn với 4 - 5 µL loading dye (saccharose 40%, 0,001% 

Bromphenol Blue trong đệm TAE 1X, pH 8) cho vào giếng. 

- Điện di ở 100 V, cường độ 3 A trong thời gian 15 phút. 

- Soi bảng gel điện di dưới đèn tia UV và chụp ảnh bảng gel. 

c. Kiểm tra DNA bằng máy đo quang phổ 

Sau khi thu nhận được nucleic acid, xác định hàm lượng của DNA bằng máy 

đo quang phổ.  

d. Thực hiện phản ứng RAPD 
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Bảng 2.4. Tên và trình tự các primer RAPD được sử dụng trong nghiên cứu 

Tên primer Trình tự  (5‘-3‘) 

OPA1 CAGGCCCTTC 

OPA2 TGCCGAGCTG 

OPA3 AGTCAGCCAC 

OPA4 AATCGGGCTG 

OPA5 AGGGGTCTTG 

OPA9 GGGTAACGCC 

OPA11 CAATCGCCGT 

OPA13 CAGCACCCAC 

OPA17 GACCGCTTGT 

OPA18 AGGTGACCGT 

Nguồn: các primer RAPD ở Bảng 2.4 thuộc nhóm OPA do hãng Operon cung cấp. 

Các primer này đã được sử dụng trên cơ sở kế thừa kết quả nghiên cứu trên 10 

giống lan rừng Dendrobium ở vùng Đông Nam Bộ của Việt Nam (Trần Thị Dung, 

2010).  

* Điều kiện phản ứng PCR 

       Phản ứng PCR thực hiện trên máy Biorad với thể tích 25 µL. Thành phần và 

nồng độ của các chất tham gia phản ứng như Bảng 2.5. 

Bảng 2.5. Thành phần phản ứng PCR 

 

Thành phần phản ứng Nồng độ đầu Nồng độ cuối/phản ứng 

PCR buffer  10 X 1 X 

MgCl2  25 mM 2 mM 

dNTPs  25 mM 0,2 mM 

Primer 100 µM 0,8 µM 

Taq polymerase  5U/µL 1 U 

DNA khuôn  25 ng 

H2O  Vừa đủ 25 µL 

Phản ứng PCR được tiến hành trong ống Eppendorf  0,2 mL và thực hiện trên 

máy Biorad theo chu trình sau: 
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Bảng 2.6. Chu trình của phản ứng PCR  

Bước Nhiệt độ (
o
C) Thời gian Số chu kỳ 

1 94 4 phút 1 

2 94 1 phút 

45  35 1 phút 

 72 4 phút 

3 72 7 phút 1 

4 4 Giữ  

Sau khi kết thúc, sản phẩm PCR được bảo quản trong tủ lạnh 4
o
C cho đến khi 

tiến hành điện di. 

* Điện di sản phẩm PCR: 

- Điện di trên gel agarose 1% (0,4 g agarose + 40 mL TAE 1X, đun tới khi 

agarose tan hết, để nguội xuống tới khoảng 50
0
C thì bổ sung thêm 3,5 µL EtBr, lắc 

đều và đổ vào khuôn gel có cài lược). 

- Điều kiện điện di: điện thế 120 V, cường độ 3 A. 

- Lấy 12 µL sản phẩm PCR trộn với 3 µL loading dye, đảo đều, cho vào giếng 

rồi tiến hành điện di. 

- Sau khi điện di, soi bản gel dưới đèn UV và ghi nhận hình ảnh.  

2.4.2. Thí nghiệm 9. Nhân giống vô tính một số dòng lai triển vọng và đánh giá 

sự sinh trƣởng trong điều kiện in vitro 

2.4.2.1. Vật liệu  

 3 cá thể con lai có triển vọng: DM11x12:90, DM11x24:139 và 

DM12x11:180. 

2.4.2.2. Bố trí thí nghiệm  

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại, mỗi 

lần lặp lại 3 bình, mỗi bình 9 mẫu. Số nghiệm thức là 3 nghiệm thức tương ứng với 

3 cá thể con lai được chọn. 
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2.4.2.3. Cách thức thực hiện 

Chồi của các dòng lan chọn lọc được khử trùng, tách bỏ lá và được cắt thành 

những lát mỏng theo chiều ngang (tTCL) với kích thước khoảng 1,0 - 1,5 mm. Lát 

mỏng tế bào được cấy lên môi trường cơ bản ½ MS có bổ sung BA 3 mg/L kết hợp 

với NAA 0,5 mg/L để phát sinh protocorm like body (PLBs) từ tTCL. Sau 2 tháng 

nuôi cấy, những PLBs thu được có sức sống tốt, được tách thành cụm nhỏ có kích 

thước 0,3×0,3 cm với khoảng 4 - 6 PLB, được cấy lên môi trường cơ bản MS có bổ 

sung BA 1 mg/L và NAA 1 mg/L. Sau 2 tháng, PLBs có sức sống tốt lại được tách 

thành cụm nhỏ có kích thước 0,3×0,3 cm với khoảng 4 - 6 PLBs, được cấy lên môi 

trường cơ bản MS có bổ sung BA 1 mg/L và NAA 1 mg/L. Các PLBs này được 

chuyển lên môi trường ½ MS + nước dừa 150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/L 

+ khoai tây 50 g/L + than hoạt tính 0,5 g/L để hình thành chồi sau 6 tuần nuôi cấy. 

Sau 2 lần cấy chuyền, mỗi lần cách nhau 2 tháng, chồi được cấy qua môi trường MS 

có bổ sung saccharose 30 g/L + khoai tây 50 g/L + nước dừa 200 mL/L + agar 8 g/L 

+ than hoạt tính 0,5 g/L + chất điều hòa sinh trưởng NAA với nồng độ 2 mg/L để 

tạo rễ (Phụ lục 11). 

2.4.2.4. Chỉ tiêu theo dõi 

- Số lượng chồi (chồi), chiều cao chồi (cm), số lượng rễ (rễ) và chiều dài rễ 

(cm): tương tự thí nghiệm 1 (trang 39). 

2.4.3. Thí nghiệm 10. Đánh giá sự sinh trƣởng, phát triển và đặc điểm hoa một 

số dòng lai triển vọng trong điều kiện nhà lƣới 

2.4.3.1. Vật liệu  

Cây con đủ tiêu chuẩn về thân, lá, rễ của 3 dòng con lai triển vọng thuộc thí 

nghiệm 9, mỗi dòng 300 cây. 

2.4.3.2. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu khối đầy đủ ngẫu nhiên 1 yếu tố với 3 lần lặp 

lại, số nghiệm thức tương ứng với 3 dòng con lai được chọn. Mỗi ô cơ sở 100 cây. 

2.4.3.3. Cách thức thực hiện  

Sau 2 tháng từ khi xử lý tạo rễ, chọn những cây con có chiều cao đồng đều (3 

– 4 cm, có từ 4 – 5 lá) chuyển ra vườn ươm để ươm khoảng 3 - 4 tuần. Cây lan con 
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được trồng trong chậu, mỗi chậu một cây, giá thể là dừa miếng. Quy trình trồng và 

chăm sóc lan tương tự thí nghiệm 5. 

2.4.3.4. Chỉ tiêu theo dõi  

- Chiều cao cây (cm), chiều cao giả hành (cm), số giả hành (giả hành), đường 

kính giả hành (cm), số lá (lá), chiều dài lá (cm), chiều rộng lá (cm) ở thời điểm 8 

tháng sau trồng. 

- Chiều dài phát hoa (cm), số hoa/phát hoa (hoa), đường kính hoa (cm), tỷ lệ 

cây ra hoa (%). 

Cách đo đếm chỉ tiêu tương tự thí nghiệm 5. 

2.4.4. Thí nghiệm 11. Nhân giống vô tính một số dòng đột biến triển vọng và 

đánh giá sự sinh trƣởng trong điều kiện in vitro 

2.4.4.1. Vật liệu  

3 dòng đột biến có triển vọng: Dòng DM12x13-20Gy:38, Dòng DM12x13-

40Gy:76, Dòng DM12x13-60Gy:142. 

2.4.4.2. Bố trí thí nghiệm  

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại, mỗi 

lần lặp lại 3 bình, mỗi bình 9 mẫu. Số nghiệm thức là 3 nghiệm thức tương ứng với 

3 dòng đột biến được chọn. 

2.4.4.3. Cách thức thực hiện 

Tương tự thí nghiệm 9. 

2.4.4.4. Chỉ tiêu theo dõi 

Tương tự thí nghiệm 9. 

2.4.5. Thí nghiệm 12. Đánh giá sự sinh trƣởng, phát triển và đặc điểm hoa một 

số dòng đột biến triển vọng trong điều kiện nhà lƣới 

2.4.5.1. Vật liệu  

Cây con đủ tiêu chuẩn về thân, lá, rễ của 3 dòng đột biến triển vọng thuộc thí 

nghiệm 11, mỗi dòng 300 cây. 
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2.4.5.2. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm được bố trí theo kiểu khối đầy đủ ngẫu nhiên 1 yếu tố với 3 lần lặp 

lại, số nghiệm thức tương ứng với 3 dòng đột biến được chọn. Mỗi ô cơ sở 100 cây. 

2.4.5.3. Cách thức thực hiện 

 Tương tự thí nghiệm 10. 

2.4.5.4. Chỉ tiêu theo dõi 

Tương tự thí nghiệm 10. 

2.4.6. Phƣơng pháp xử lý số liệu 

Phân tích kết quả di truyền bằng phần mềm NTSYSpc: Từ kết quả phản ứng 

PCR – RAPD thí nghiệm 8 tiến hành xác định mức độ đa hình của các dòng 

Dendrobium bằng cách so sánh các phân đoạn DNA. Các phân đoạn được ghi nhận 

dựa trên sự có mặt hay không có mặt của chúng trên ảnh điện di. Nếu xuất hiện 

phân đoạn DNA kí hiệu là 1 và không thì kí hiệu là 0. Các số liệu thu được sẽ được 

xử lý và phân tích trong chương trình NTSYSpc version 2.1 (Numbercial 

Taxonomy SYStem), số liệu này sẽ được xử lý để xây dựng ma trận tương đồng 

(Similarity matrix) hoặc ma trận khoảng cách (Distance matrix). Các ma trận này 

biểu hiện cho mối quan hệ xa gần về mặt di truyền giữa các mẫu phân tích và được 

xây dựng dựa trên công thức toán học của Nei và Li (1979): 

Sxy = 2xy/(x + y) 

Trong đó: xy: số băng giữa 2 mẫu 

 x: số băng của mẫu x  

 x: số băng của mẫu y 

Sxy: hệ số tương đồng giữa 2 mẫu x và y 

Từ Sxy tính được khoảng cách di truyền giữa x và y: Dxy = 1- Sxy. 

Số liệu thí nghiệm 9,10,11 và 12 được thu thập ở các mốc thời gian đã xác 

định và xử lý, phân tích bằng phần mềm SPSS phiên bản 19.0. 
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Chƣơng 3 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. Xác định môi trƣờng và điều kiện nuôi cấy thích hợp cho sự phát triển của 

hạt lan lai Dendrobium thấp cây  

3.1.1. Xác định môi trƣờng nuôi cấy thích hợp cho sự nảy mầm, sự hình thành 

chồi và rễ của hạt lan lai Dendrobium thấp cây 

Do hạt không có nội nhũ nên việc gieo hạt là bước đầu tiên và là một bước rất 

quan trọng trong công tác lai tạo và chọn giống lan Dendrobium. Nếu bước gieo hạt 

không hoàn thiện thì các bước tiếp theo không thể tiến hành và do đó toàn bộ quá 

trình chọn lọc con lai sẽ không cho kết quả như mong đợi. Nhiều tác giả đã sử dụng 

môi trường Vacin và Went (VW) và Murashige và Skoog (MS) trong nuôi cấy mô 

và gieo hạt nhiều loài thuộc họ lan (Vũ Ngọc Lan, 2013). Kết quả về sự chuyển biến 

hình thái của hạt lan Dendrobium thấp cây khi gieo trên ba môi trường MS, ½ MS 

và VW (đều có bổ sung saccharose 30 g/L + agar 7 g/L) được thể hiện qua Bảng 3.1. 

Hạt lan rất khó nảy mầm trong tự nhiên (chỉ nảy mầm từ 1 – 2%) do hạt lan có 

kích thước rất nhỏ và không chứa chất dinh dưỡng dự trữ. Việc gieo hạt lan được 

thực hiện trong phòng thí nghiệm là bắt buộc trong công tác lai tạo giống lan 

(Dương Hoa Xô, 2011). Bảng 3.1 cho thấy tại thời điểm 60 ngày sau khi gieo, các 

protocorm trên môi trường MS và ½ MS  phát triển đồng đều với nhau có nhiều lá 

mầm khoẻ, màu xanh tươi, mức độ nảy mầm lớn hơn 85%. Môi trường VW cũng có 

mức độ nảy mầm lớn hơn 85%, tuy nhiên do thành phần dinh dưỡng của môi trường 

VW thấp hơn môi trường MS nên protocorm trên môi trường VW nhỏ, có màu xanh 

nhạt và không phát triển nhanh như những hạt lan được gieo trên môi trường MS. 

Môi trường ½ MS tuy hàm lượng đa lượng chỉ bằng một nửa so với môi trường MS, 

nhưng trong giai đoạn gieo hạt tỷ lệ nảy mầm và chất lượng protocorm giống như 

môi trường MS, vì trong giai đoạn này các protocorm còn nhỏ nên sử dụng ít các 

nguyên tố đa lượng. Kết quả nghiên cứu này tương tự như nghiên cứu của 

Rajkumar Kishor và ctv (2006) khi gieo hạt loài lan lai Ascocenda ‗Kangla‘: môi 

trường ½ MS hiệu quả nhất cho sự phát triển của hạt lai giữa V. coerulea × A. 

auranticum, tiếp theo là môi trường Vacin and Went (VW) và Knudson C (KC).  
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Bảng 3.1. Ảnh hưởng của 3 loại môi trường nuôi cấy lên sự nảy mầm, nhân chồi và 

tạo rễ lan lai Dendrobium thấp cây 

Chỉ tiêu theo dõi 
Môi trƣờng nuôi cấy 

MS ½ MS VW 

Giai đoạn nảy mầm (60 ngày sau gieo hạt) 

Mức độ nảy mầm ++++ ++++ ++++ 

Hình thái 

protocorm 

protocorm tròn (3 

– 4 mm), xanh hơi 

đậm 

protocorm tròn (3 

– 4 mm), xanh hơi 

đậm 

Protocorm tròn (2 - 

3 mm), xanh nhạt 

Giai đoạn nhân chồi (60 ngày sau khi cấy chuyền) 

Số chồi (chồi) 5,95
b
 ± 0,35 8,92

a 
± 0,46 4,77

b
 ± 0,59 

Chiều cao chồi 

(cm) 

1,55
a
 ± 0,06 1,58

a
 ± 0,24 1,02

b
 ± 0,06 

Số lá (lá) 3,19
b
 ± 0,58 3,52

a
 ± 0,72 3,08

b
 ± 0,37 

Giai đoạn tạo rễ (60 ngày sau khi cấy chuyền) 

Số rễ (rễ) 16,81
a
 ± 0,55 9,59

b
 ± 0,82 8,88

b 
± 1,33 

Chiều dài rễ (cm) 5,77
a 
± 1,05 4,11

ab
 ± 0,98 3,36

b
 ± 0,44 

Chiều cao chồi 

(cm) 

4,14
a 
± 1,12 2,89

b
 ± 0,48 2,66

b 
± 0,59 

Số lá trên chồi (lá) 5,21
a
 ± 1,31 4,07

b
 ± 0,58 4,11

b 
± 0,05 

Ghi chú: +: mức độ nảy mầm < 50%; ++: mức độ nảy mầm từ 50 -  69%, +++: mức độ nảy mầm từ 

70% - 84% , ++++: mức độ nảy mầm ≥ 85%. 

Trong cùng nhóm thời gian của cùng một hàng, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện 

mức độ khác biệt có ý nghĩa thống kê với giá trị P ≤ 0.01. 

Nhân chồi là giai đoạn cho phép nhân nhanh số lượng lớn cây trong thời gian 

ngắn. Chồi lan lai Dendrobium thấp cây được cấy trên ba môi trường MS, ½ MS, 

VW để nhân chồi. Số chồi, chiều cao chồi và số lá/chồi được theo dõi và được thể 

hiện qua Bảng 3.1. 

Bảng 3.1 cho thấy tại thời điểm 60 ngày sau khi cấy, môi trường ½ MS vẫn là 

môi trường có số chồi và số lá cao nhất, khác biệt có ý nghĩa thống kê so với hai 

môi trường còn lại. Trong khi đó, môi trường MS lại là môi trường cho chiều cao 

chồi cao nhất nhưng khác biệt không có ý nghĩa thống kê khi so với chiều cao chồi 

ở môi trường ½ MS. Ngoài ra, khi quan sát hình thái phát triển của mẫu trên các 
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môi trường thì chồi được nuôi trên môi trường ½ MS có nhiều ưu điểm vượt trội 

hơn hai môi trường còn lại như cây to khỏe, lá xanh mượt. Kết quả nghiên cứu 

tương tự như nghiên cứu của Rajkumar Kishor và ctv (2006) khi nhân chồi loài lan 

lai Ascocenda ‗Kangla‘. Năm 2007, Kong và ctv đã nghiên cứu và đề xuất môi 

trường nhân nhanh chồi trên giống lan Dendrobium strongylanthum là môi trường 

½ MS. Nguyễn Thị Mỹ Duyên (2009) đã nhân giống lan Dendrobium mini và kết 

quả cho thấy chồi lan Dendrobium mini phát triển tốt trên môi trường ½ MS, ở thời 

điểm 2 tháng sau khi cấy đạt 3,8 chồi, chồi cao 1,26 cm.  

 Bảng 3.1 cho thấy sau khi cấy 60 ngày, số lượng rễ của chồi lan lai 

Dendrobium thấp cây trên 3 môi trường khác nhau đã khác nhau và môi trường MS 

cho số lượng rễ cao nhất và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với môi trường ½ MS 

và môi trường VW. Ngoài ra, chồi cấy trên môi trường MS thời điểm 60 ngày có 

chiều cao và số lá cao nhất, khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 2 môi trường còn 

lại. Kết quả nghiên cứu này tương tự như nghiên cứu của Nguyễn Thanh Tùng và 

ctv (2010) khi tạo rễ in vitro chồi lan hoàng thảo thân gãy (Dendrobium aduncum) 

trên môi trường MS. Nguyễn Thị Mỹ Duyên (2009) đã tiến hành nhân giống lan 

Dendrobium anosmum và nhận thấy chồi lan Dendrobium anosmum tạo rễ tốt nhất 

trên môi trường MS. 

Như vậy, điều kiện môi trường thích hợp nhất để gieo hạt lan lai Dendrobium 

thấp cây là môi trường ½ MS + saccharose 30 g/L + khoai tây 50 g/L + nước dừa 200 

mL/L + than hoạt tính 0,5 g/L + agar 7 g/L; môi trường thích hợp nhất cho nhân chồi 

lan lai Dendrobium thấp cây là môi trường ½ MS + saccharose 20 g/L + khoai tây 50 

g/L + nước dừa 150 mL/L + than hoạt tính 0,5 g/L + agar 7 g/L; môi trường thích hợp 

nhất cho sự tạo rễ chồi lan lai Dendrobium thấp cây là môi trường MS + saccharose 20 

g/L + khoai tây 50 g/L + nước dừa 150 mL/L +  than hoạt tính 0,5 g/L+ agar 7 g/L. Các 

môi trường này sẽ được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 
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3.1.2. Xác định tỷ lệ ánh sáng đỏ-xanh dƣơng và cƣờng độ chiếu sáng thích hợp 

cho sự nảy mầm, sự hình thành chồi và rễ của hạt lan lai Dendrobium thấp cây 

3.1.2.1. Ảnh hƣởng của ánh sáng đèn LED ở các cƣờng độ chiếu sáng khác 

nhau lên sự phát triển của hạt lan Dendrobium thấp cây 

Sự kết hợp giữa tỷ lệ ánh sáng đèn LED đơn sắc với cường độ chiếu sáng đã 

ảnh hưởng khác nhau đến quá trình nảy mầm của hạt lan Dendrobium in vitro sau 

39 ngày gieo, kết quả được trình bày ở Hình 3.1. 

 

Hình 3.1. Ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đơn sắc từ đèn LED đỏ/xanh dương và 

cường độ chiếu sáng đến tỷ lệ nảy mầm (%) hạt lan Dendrobium in vitro sau 39 

ngày cấy 

Ghi chú: R1: 100Đ, R2: 75Đ:25X, R3: 50Đ:50X; I1: 200 lux, I2: 400 lux, I3: 600 

lux, I4: 800 lux; ĐC: đèn huỳnh quang, 2000 lux. 

Hình 3.1 cho thấy tỷ lệ giữa ánh sáng đỏ và xanh dương và cường độ chiếu 

sáng đã ảnh hưởng đến quá trình nảy mầm của hạt lan Dendrobium thấp cây in 

vitro. Sau 39 ngày nuôi cấy, dưới tỷ lệ 100% ánh sáng đỏ ở các cường độ chiếu 

sáng 200 lux và 400 lux, hạt lan đạt tỷ lệ nảy mầm cao trên 50% so với các chế độ 

chiếu sáng đèn LED khác. Trong đó, sự kết hợp của 50% ánh sáng đỏ và 50% ánh 

sáng xanh dương ở cường độ chiếu sáng 400 lux, 800 lux hạt lan đạt tỷ lệ nảy mầm 

thấp nhất (20,7% và 21,8% tương ứng). Kết quả này cũng phù hợp với kết quả Ryu 
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và ctv (2012) khi nghiên cứu trên loài Taraxacum officinale, tác giả đã ghi nhận đèn 

LED đỏ cho tỷ lệ nảy mầm cao hơn đèn LED xanh dương cũng như sự phối hợp 

giữa LED xanh dương và LED đỏ. 

Dưới cùng cường độ chiếu sáng 400 lux, hạt lan đạt tỷ lệ nảy mầm cao nhất 

63,70% ở nghiệm thức 100% ánh sáng đỏ, thấp nhất 20,7% ở nghiệm thức (50Đ: 

50X). Nhìn chung, xu hướng giảm ánh sáng đỏ và thay thế bằng ánh sáng xanh 

dương làm tỷ lệ nảy mầm của hạt lan Dendrobium in vitro giảm xuống.  

Thực hiện kiểm tra trắc nghiệm T – test giữa nghiệm thức ánh sáng đèn huỳnh 

quang (đối chứng) và nghiệm thức ánh sáng đèn LED (100Đ, 400 lux) cho thấy sự 

khác biệt về tỷ lệ nảy mầm có ý nghĩa thống kê, trong đó tỷ lệ nảy mầm của nghiệm 

thức đối chứng chỉ đạt 30,3%, thấp hơn nghiệm thức nuôi dưới ánh sáng đèn LED 

(100Đ, 400 lux) - 63,7%.Kết quả thí nghiệm cho thấy quá trình nảy mầm của hạt lan 

Dendrobium không những phụ thuộc vào môi trường nuôi cấy mà còn phụ thuộc 

vào chất lượng ánh sáng. Đối với hạt lan Dendrobium, ánh sáng đỏ giữ vai trò quan 

trọng đối với tiến trình nảy mầm của hạt. Điều này có thể do sự nhạy cảm của hạt 

với ánh sáng được quyết định bởi nhóm protein nhạy cảm với ánh sáng đỏ 

(Phytochrome) có trong vỏ hạt. Phytochrome cảm nhận ánh sáng vùng đỏ, đỏ xa và 

truyền tín hiệu xúc tiến quá trình nảy mầm của hạt (Brown và ctv, 1995). Đối với lan 

Dendrobium, Phytochrome cảm nhận ánh sáng vùng đỏ truyền tín hiệu xúc tiến sự 

nảy mầm của hạt lan, giúp hạt lan nuôi dưới 100% ánh sáng LED đỏ đạt tỷ lệ nảy 

mầm cao hơn so với hạt nuôi dưới các hệ thống đèn LED khác. Như vậy, ánh sáng 

LED đỏ giữ vai trò quan trọng trong quá trình nảy mầm của hạt lan Dendrobium. 

3.1.2.2. Ảnh hƣởng của ánh sáng đèn LED ở các cƣờng độ chiếu sáng khác 

nhau đến sự hình thành và phát triển protocorm lan Dendrobium thấp cây 

Ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đỏ-xanh dương và cường độ chiếu sáng từ đèn 

LED đơn sắc đến sự hình thành và phát triển protocorm lan Dendrobium thấp cây 

được thể hiện qua Bảng 3.2. 
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Bảng 3.2. Ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đơn sắc và cường độ chiếu sáng đến hệ số 

nhân protocorm của lan Dendrobium thấp cây sau cấy chuyền 8 tuần 

Chỉ tiêu 

theo dõi 

Tỷ lệ ánh 

sáng  

(%) (R) 

Cường độ chiếu sáng (lux) (I) 
Trung 

bình R 200  400 600 800 

Hệ số 

nhân 

protocorm 

(lần) 

100Đ 1,8
cd

 2,4
a
 1,8

bcd
 1,8

cd
 1,9

AB
 

50Đ: 50X 2,2
ab

 1,8
bcd

 1,9
bcd

 1,6
d
 1,8

B
 

75Đ: 25X 2,0
abcd

 2,1
abc

 2,2
ab

 1,9
bcd

 2,0
A
 

Trung bình I 2,0
A
 2,1

A
 2,0

A
 1,8

B
  

 FR = 3,3*        FI = 8,4**        FRI  = 6,4**           CV = 7,9 % 

Số liệu hệ số nhân protocorm (lần) được chuyển đổi theo công thức (√x) trước khi xử lý thống kê, 

Những chữ cái khác nhau (a,b,c,…) thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê ở mức xác 

suất  P < 0,01 (**), P < 0,05 (*) 

 Bảng 3.2 cho thấy dưới ánh sáng đèn LED, protocorm không những phát 

triển tốt mà còn đạt hệ số nhân cao khi hạt được chiếu sáng dưới 100% ánh sáng 

LED đỏ và (75Đ: 25X). Kết quả này trái ngược với nhận định của Xu và cs (2009), 

tác giả đã khẳng định dưới ánh sáng LED xanh dương tỷ lệ mẫu của lan Oncidium 

in vitro hình thành PLBs cao nhất và thấp nhất ở ánh sáng LED đỏ. Khi hạt được 

chiếu sáng 400 lux, protocorm đạt hệ số nhân cao và khác biệt có ý nghĩa thống kê 

so với ba cường độ chiếu sáng còn lại. Hệ số nhân protocorm cao nhất là 2,4 lần ở 

nghiệm thức (100Đ, 400 lux) và sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê so với các 

nghiệm thức đèn LED khác. Hệ số nhân protocorm thấp nhất (1,6 lần) ở nghiệm 

thức (50Đ: 50X, 800 lux). 

 Thực hiện kiểm tra trắc nghiệm T – test giữa nghiệm thức đối chứng đèn 

huỳnh quang và nghiệm thức (100Đ, 400 lux), hệ số nhân protocorm ở nghiệm thức 

đối chứng chỉ 1,7 lần, trong khi nghiệm thức (100Đ, 400 lux) đạt 2,4 lần và khác 

biệt có ý nghĩa thống kê. Kết quả này cũng tương tự với kết quả của Habiba và ctv 

(2014) khi khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng khác nhau lên quá trình sinh 

trưởng và phát triển của PLBs (protocorm like body) ở loài lan Dendrobium 

kingianum in vitro. Tác giả này nhận định rằng ánh sáng trắng của đèn huỳnh 

quang, sự kết hợp ánh sáng LED đỏ và LED xanh dương (50Đ: 50X) cho kết quả 

PLBs được hình thành đều thấp hơn so với 100% LED xanh dương hoặc 100% 

LED đỏ. 
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Hình 3.2. Protocorm lan Dendrobium sau 30 ngày gieo hạt  

a. Đèn huỳnh quang, b. (100 Đ,200 lux), c. (75Đ: 25X, 200 lux), 

d. (50Đ: 50X, 600 lux) 

3.1.2.3. Ảnh hƣởng của ánh sáng đèn LED ở các tỷ lệ ánh sáng đỏ/xanh dƣơng và 

cƣờng độ chiếu sáng khác nhau đến hệ số nhân và kích thƣớc chồi lan Dendrobium 

thấp cây in vitro 

Ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đơn sắc đỏ-xanh dương và cường độ chiếu sáng 

đến hệ số nhân chồi lan Dendrobium thấp cây in vitro sau cấy chuyền 4 tuần được thể 

hiện qua Bảng 3.3.  

Kết quả Bảng 3.3 thể hiện sự khác biệt về hệ số nhân chồi lan Dendrobium thấp 

cây in vitro khi chồi được nuôi dưới các tỷ lệ ánh sáng LED khác nhau. Dưới các tỷ 

lệ ánh sáng đèn LED đơn sắc khác nhau, sự khác biệt về hệ số nhân chồi lan 

Dendrobium giữa các tỷ lệ ánh sáng không có ý nghĩa thống kê. Tuy nhiên, khi chồi  

được chiếu sáng 800 lux thì chồi đạt hệ số nhân chồi cao nhất và khác biệt có ý 

nghĩa thống kê so với các cường độ ánh sáng 200 lux, 400 lux, 600 lux. Sự kết hợp 

giữa tỷ lệ ánh sáng và cường độ chiếu sáng cho chồi đạt hệ số nhân cao nhất 1,8 lần 

khi chồi nuôi dưới điều kiện (75Đ: 25X,  800 lux), trong đó hệ số nhân chồi thấp 

nhất 1,2 lần khi chồi được chiếu sáng (50Đ: 50X, 400 lux) và sự khác biệt này có ý 

nghĩa thống kê so với các nghiệm thức đèn LED khác. Nhìn chung, chồi lan 

Dendrobium sau khi cắt hết rễ được nuôi cấy dưới tỷ lệ ánh sáng LED đỏ/xanh 

dương ở các cường độ chiếu sáng khác nhau vẫn sinh trưởng và phát triển bình 

thường nhưng khi giảm tỷ lệ ánh sáng LED xanh dương, chồi lan cho nhiều chồi 

phát sinh và đạt giá trị cao nhất ở điều kiện ánh sáng (75Đ: 25X, 800 lux).  
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Bảng 3.3. Ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đơn sắc đỏ/xanh dương và cường độ chiếu 

sáng đến hệ số nhân chồi và chiều cao chồi lan Dendrobium in vitro sau cấy 4 tuần 

Chỉ tiêu 

theo dõi 

Tỷ lệ ánh 

sáng  

(%) (R) 

Cường độ chiếu sáng (lux) (I) 
Trung 

bình R 200  400 600 800 

Hệ số 

nhân 

chồi 

(lần) 

100Đ 1,3
b
 1,3

b
 1,3

b
 1,3

b
 1,3     

50Đ: 50X 1,3
b
 1,2

b
 1,4

b
 1,3

b
 1,3 

75Đ: 25X 1,3
b
 1,3

b
 1,4

b
 1,8

a
 1,4      

Trung bình I 1,3
AB

 1,2
B
      1,3

AB
 1,5

A
  

FR  = 3,0
ns

      FI = 4,5**      FRI  = 2,8*      CV = 10,2% 

Chiều 

cao chồi 

(cm) 

100Đ 4,2
a
 4,0

ab
 3,6

ab
 4,2

a
 4,0

A
 

50Đ: 50X 3,5
ab

 3,5
ab

 3,4
ab

 3,3
ab

 3,4
B
 

75Đ: 25X 3,1
b
 2,2

c
 3,6

ab
 3,4

ab
 3,1

B
 

Trung bình I    3,6 3,2 3,5 3,6  

       FR  = 20,7**        FI = 2,2
ns

        FRI  =  3,8**       CV = 10,2% 

Những chữ cái khác nhau (a,b,c,…) thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê ở mức 

xác suất  P < 0,01 (**), ns: khác biệt không có ý nghĩa thống kê. 
 

Bảng 3.3 và Hình 3.3 cho thấy dưới ánh sáng đỏ (100%) chồi lan cao nhất và 

khác biệt có ý nghĩa thống kê so với hai tỷ lệ ánh sáng (50Đ: 50X) và (75Đ: 25X). 

Chồi lan sinh trưởng tốt và đạt cao nhất 4,2 cm khi chồi được nuôi dưới điều kiện 

(100Đ, 800 lux) và sự khác biệt này rất có ý nghĩa thống kê so với các nghiệm thức 

đèn LED khác. Trong đó, chiều cao chồi thấp nhất 2,2 cm khi chồi nuôi dưới tỷ lệ 

ánh sáng (75Đ: 25X, 400 lux). Như vậy, ánh sáng đỏ có tác dụng kéo dài đốt thân 

chồi, kết quả này cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu của Hoenecke và ctv (1992). 

 

Hình 3.3. Ảnh hưởng của ánh sáng đơn sắc đến hình thái chồi lan sau cấy 4 tuần (Đ/C: 

đối chứng, R1I4: 100Đ – 800 lux, R2I2: 50Đ: 50X – 400 lux, R3I2: 75Đ: 25X – 400 lux) 
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3.1.2.4. Ảnh hƣởng của ánh sáng đèn LED ở các cƣờng độ chiếu sáng khác 

nhau đến sự phát triển rễ từ chồi lan Dendrobium thấp cây 

Ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đơn sắc từ đèn LED đỏ/xanh dương và cường độ 

chiếu sáng đến số rễ và chiều dài rễ của lan Dendrobium thấp cây in vitro sau cấy 

chuyền 4 tuần được thể hiện qua Bảng 3.4.  

Bảng 3.4. Ảnh hưởng của tỷ lệ ánh sáng đơn sắc đỏ/xanh dương và cường độ chiếu 

sáng đến số rễ và chiều dài rễ của lan Dendrobium thấp cây in vitro sau cấy 4 tuần 

Chỉ tiêu 

theo dõi 

Tỷ lệ ánh sáng  

(%) (R) 

Cường độ chiếu sáng (lux) (I) Trung 

bình R 200  400 600 800 

Số rễ 

(rễ) 

100Đ    2,9
a
   2,4

ab
  2,3

ab
 2,3

ab
 2,4 

50Đ: 50X 2,3
ab

 2,7
a
 2,7

a
 2,4

ab
 2,5 

75Đ: 25X    2,6
a
 1,9

b
 2,8

a
 2,7

a
 2,5 

Trung bình I        2,6          2,3          2,6           2,5  

FR  = 0,2
ns

        FI = 1,4
ns

         FRI  = 2,8*       CV = 13,3% 

Chiều 

dài rễ 

(cm) 

100Đ 1,0
abc

 0,9
bcd

 0,8
d
 0,8

cd
 0,9

B
 

50Đ: 50X 1,1
ab

 1,1
ab

 1,1
ab

 1,0
abcd

 1,1
A
 

75Đ: 25X 1,1
ab

 1,0
abcd

 1,2
a
 1,2

ab
 1,1

A
 

Trung bình I 1,1 1,0 1,0 1,0  

 FR  = 22,7**         FI = 1,5
ns

            FRI  = 3,3**              CV = 8,9 % 

Số liệu chiều dài rễ được chuyển đổi theo công thức (√x) trong quá trình thống kê. Những 

chữ cái khác nhau (a,b,c,…) thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức xác suất  P < 0,01 

(**), ns: sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê. 

Bảng 3.4 cho thấy chồi lan sau khi cắt hết rễ được nuôi dưới ánh sáng đèn 

LED ở các tỷ lệ ánh sáng và cường độ chiếu sáng khác nhau vẫn sinh trưởng và 

phát triển bình thường, nhưng dưới điều kiện (100Đ, 200 lux), chồi lan đạt số rễ 

nhiều nhất (2,9 rễ/chồi) và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với các nghiệm thức 

còn lại.  Tuy nhiên, khi xét riêng từng yếu tố (yếu tố tỷ lệ ánh sáng, yếu tố cường độ 

chiếu sáng) sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê. Như vậy, ánh sáng LED đỏ ở 

cường độ chiếu sáng thích hợp đã làm tăng số lượng rễ hình thành từ mẫu chồi 

trong vi nhân giống lan Dendrobium và kết quả này tương tự với nghiên cứu trên 

cây nho của Poudel và ctv (2008). 

Bảng 3.4 cho thấy chồi lan nuôi ở nghiệm thức (75Đ: 25X, 600 lux) có chiều 

dài rễ dài nhất (1,2 cm) và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với các nghiệm thức 
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khác. Ở các cường độ chiếu sáng khác nhau, sự khác biệt về chiều dài rễ không có ý 

nghĩa thống kê. Tuy nhiên, ở các tỷ lệ ánh sáng khác nhau, sự khác biệt về chiều dài 

rễ có ý nghĩa thống kê. Ở nghiệm thức (75Đ: 25X), chồi lan có chiều dài rễ dài nhất 

(1,1 cm) và ngắn nhất khi chồi được nuôi dưới điều kiện 100% ánh sáng LED đỏ 

(0,9 cm). Kết quả này trái ngược với kết quả của Ryu và ctv (2012) khi nghiên cứu 

ảnh hưởng của ánh sáng đèn LED lên quá trình nảy mầm, sinh trưởng và hàm lượng 

anthocyanin trên cây Taraxacum officinale, tác giả cho rằng chiều dài rễ của cây 

nuôi dưới 100% ánh sáng LED đỏ dài hơn so với rễ của cây nuôi dưới các chế độ 

chiếu sáng 100% LED xanh dương, (50Đ: 50X) hoặc ánh sáng đèn huỳnh quang.  

 

 

 

 

 

 

Hình 3.4. Ảnh hưởng của ánh sáng đơn sắc đến hình thái rễ lan Dendrobium thấp 

cây in vitro sau cấy chuyền 4 tuần (a. Đ/C: đối chứng, b. R1I1: 100Đ – 200 lux, c. 

R2I3: 50Đ: 50X – 600 lux,d. R3I3: 75Đ: 25X – 600 lux) 

Về hình thái rễ, chồi lan ở nghiệm thức 100% LED đỏ và (75Đ: 25X) có bộ rễ 

xanh nhạt và ốm. Ở nghiệm thức (50Đ: 50X), chồi lan có rễ mập, khỏe, ngoài rễ 

được phủ một lớp mạc để giữ nước cho lan (Hình 3.4). 

Từ các kết quả Bảng 3.2, 3.3 và 3.4 có thể kết luận hạt lan Dendrobium thấp 

cây phát triển và nảy mầm tốt nhất ở điều kiện ánh sáng (100Đ, 400 lux). Sự gia 

tăng số chồi lan Dendrobium thấp cây diễn ra nhanh nhất ở chế độ chiếu sáng (75Đ: 

25X, 800 lux) và ra rễ tốt nhất ở chế độ chiếu sáng (50Đ: 50X, 400 lux).  
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3.2. Lai tạo hoa lan Dendrobium thấp cây, đánh giá sinh trƣởng, phát triển và 

chọn lọc một số dòng lai có triển vọng 

3.2.1. Lai tạo và đánh giá phản ứng của hoa sau khi thụ phấn ở 20 tổ hợp lai 

Dendrobium thấp cây  

3.2.1.1. Đánh giá đặc điểm thụ phấn của 20 tổ hợp lan lai 

Hiện tượng hoa héo do hai nguyên nhân: một là do hoa thụ phấn, hai là do hoa 

bị mất khối phấn. Biểu hiện hoa héo cho biết kết quả sự thụ phấn đã xảy ra và là 

biểu hiện đầu tiên của quá trình thụ phấn. Sau khi thực hiện các phép lai giữa 15 

giống lan Dendrobium thấp cây đã được thu thập thông qua 20 tổ hợp lai, biểu hiện 

hoa sau khi lai của các tổ hợp lai được theo dõi, kết quả thể hiện qua Bảng 3.5. 

Sau khi tiến hành lai, đa số các tổ hợp lai có hiện tượng héo nhanh (50%) và 

héo hoàn toàn, chứng tỏ các tổ hợp lai trên đã xảy ra hiện tượng thụ phấn (Bảng 

3.5). Trong các tổ hợp lai thì năm tổ hợp có thời gian hoa héo 50% khoảng 3 ngày, 

12 tổ hợp có thời gian hoa héo 50% là 6 ngày, một tổ hợp có thời gian hoa héo 50% 

là 10 ngày (tổ hợp DM12x13). Riêng tổ hợp DM25 x DM26 có hiện tượng cuống 

phình lên nhưng hoa không bị héo (Hình 3.5). Thời gian hoa héo hoàn toàn dao 

động từ 6 - 10 ngày ở đa số các tổ hợp lai, riêng tổ hợp DM12x13 có thời gian hoa 

héo hoàn toàn là 20 ngày. Điều này có thể giải thích do lớp màng bao bọc các thùy 

chứa đựng các tế bào gốc của hạt lan thuộc giống DM13 hơi dày, đã làm chậm quá 

trình nảy mầm của hạt phấn, từ đó dẫn tới quá trình hoa héo ở tổ hợp DM12x13 là 

lâu nhất - 10,3 ngày sau thụ phấn (Bùi Chí Bửu và Nguyễn Thị Lang, 2007). 



74 

 

 

Bảng 3.5. Thời gian xuất hiện biểu hiện hoa héo của 20 tổ hợp lan lai 

Tổ hợp lai 
Thời điểm hoa bắt đầu héo 

(ngày sau thụ phấn) 

Thời điểm hoa héo 

hoàn toàn (ngày sau thụ phấn) 

DM01x12 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 rụng sau 3 ngày 

DM12x14 6,3 ± 0,6 10,0 ± 0,0 

DM26x24 6,0 ± 0,0 rụng sau 6 ngày 

DM15x25 3,0 ± 0,0 6,3 ± 0,6 

DM25x26 Không héo rụng sau 45 ngày 

DM28x26 6,3 ± 0,6 rụng sau 6 ngày 

DM28x30 6,0 ± 0,0 rụng sau 6 ngày 

Biểu hiện hoa héo cho biết kết quả sự thụ phấn đã xảy ra nhưng vẫn chưa cho 

biết được sự thụ tinh thành công hay không. Như vậy biểu hiện hoa héo chỉ là biểu 

hiện đầu tiên của quá trình thụ phấn. Để biết noãn đã được thụ tinh hay chưa cần 

phải theo dõi trong thời gian tiếp theo. Trong các tổ hợp lai được nghiên cứu thì tổ 

hợp DM26x13 có thời gian hoa héo 50% là 3 ngày, tương tự kết quả nghiên cứu của 

Xu và ctv (2013) trên đối tượng lan Dendrobium candidum Wall. ex Lindl (quá 

trình thụ phấn chéo xảy ra tốt nhất vào thời điểm 2 - 4 ngày sau lai). Tổ hợp 

DM26x24, DM28x26 và DM28x30 có thời gian hoa héo 50% là 6 ngày nhưng sau 

đó các hoa đều bị rụng. Điều này là do hạt phấn từ cây bố có cấu trúc không tương 

thích với vòi nhụy của cây mẹ dẫn tới ống dẫn phấn mọc ra khi hạt phấn nảy mầm ở 

đầu nhụy ngắn hơn hoặc dài hơn vòi nhụy của cây mẹ, điều này đã làm cho tinh tử 

không thể đến được bầu noãn và quá trình thụ tinh thất bại ở các tổ hợp lai trên 

(Zhang và ctv, 2006).  
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Tổ hợp lai Sau 3 ngày Sau 6 ngày Sau 10 ngày Sau 20 ngày 

DM12x11 

   

 

DM12x13 

    
DM15x25 

   

 

 

 

Rụng sau 10 ngày 

Hình 3.5. Hình thái hoa của một số tổ hợp điển hình ở các thời điểm hoa héo 50% và hoa héo hoàn toàn.  

Thanh ngang có kích thước 1 cm. 

3 ngày  10 ngày       30 ngày    45 ngày  

 

 

 

 

  

 

 

Rụng sau 

45 ngày 

Thanh ngang có kích thước 1 cm  

Hình 3.6. Hình thái hoa của tổ hợp DM25x26 theo thời gian
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Đặc biệt ở tổ hợp DM25x26 không có biểu hiện hoa héo nhưng cuống hoa 

phình to ra đến giai đoạn 45 ngày rồi rụng (Hình 3.6). Điều này có thể do hạt phấn 

của cây DM26 sau khi rơi trên đầu nhụy của cây DM25 đã kích thích sự phân chia 

của lớp tế bào vỏ bầu nhụy, làm chúng phát triển phình to ra, tuy nhiên sự thụ phấn 

đã không xảy ra nên sau 45 ngày, hoa bị rụng. Như vậy, trong 20 tổ hợp lai nghiên 

cứu thì đã có 15/20 tổ hợp đậu quả và cho quả phát triển hoàn chỉnh. 

3.2.1.2. Xác định đặc điểm quá trình phát triển của quả 

15 tổ hợp lai đậu quả tiếp tục được theo dõi quá trình phát triển của quả. Sự 

phát triển của quả lan của 15 tổ hợp lai hữu thụ sau 75 ngày thụ phấn được thể hiện 

qua Bảng 3.6. 

Bảng 3.6. Đặc điểm của quả lan của 15 tổ hợp lai ở 75 ngày sau thụ phấn 

Tổ hợp lai 
Chiều dài  

quả (cm) 

Đường kính 

 quả (cm) 

Khối lượng 

 quả (g) 
Hình dạng quả 

DM01x12 3,73
b
 ± 0,06 1,23

bc
 ± 0,06 3,43

e
 ± 0,06 

Ngắn, phình to 

ở giữa 

DM10x01 3,07
a
 ± 0,06 1,37

cd
 ± 0,15 3,03

d
 ± 0,15 nt. 

DM13x11 3,77
ab

 ± 0,06 1,43
de

 ± 0,06 3,73
fg

 ± 0,12 nt. 

DM14x12 3,90
abc

 ± 0,10 1,43
de

 ± 0,06 4,13
hi

 ± 0,06 nt. 

DM13x12 3,93
cde

 ± 0,06 1,43
de

 ± 0,06 4,10
hi

 ± 0,10 nt. 

DM11x18 5,20
i
 ± 0,20 1,53

e
 ± 0,06 4,07

h
 ± 0,06 

Dài, phình to ở 

giữa 

DM12x11 5,83
j
 ± 0,15 1,53

e
 ± 0,06 4,23

i
 ± 0,12 nt. 

DM11x12 5,10
i
 ± 0,10  1,47

de
 ± 0,06 4,07

h
 ± 0,06 nt. 

DM12x13 4,23
g
 ± 0,15 1,33

cd
 ± 0,06 2,87

c
 ± 0,06 nt. 

DM12x14 4,53
h
 ± 0,06 1,47

de
 ± 0,06 4,13

hi
 ± 0,06 nt. 

DM15x25 4,57
h
 ± 0,06 1,33

cd
 ± 0,06 3,87

g
 ± 0,12 nt. 

DM24x11 4,13
fg

 ± 0,12 1,10
a
 ± 0,10 2,33

a
 ± 0,06 Dài, thon, thẳng 

DM24x01 4,10
efg

 ± 0,10 1,13
ab

 ± 0,06 2,53
b
 ± 0,06 nt. 

DM13x24 3,90
abc

 ± 0,06 1,23
bc

 ± 0,06 3,07
d
 ± 0,06 nt. 

DM11x24 4,43
h
  ± 0,12 1,37

cd
 ± 0,06 3,67

f
 ± 0,12 

Dài, phình to ở 

giữa, cong 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý 

nghĩa thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

 Trong các tổ hợp lai, các tổ hợp DM11x18, DM12x11, DM11x12 có sự phát 

triển của quả sau 75 ngày thụ phấn với các chỉ tiêu như chiều dài, đường kính cao 

hơn các tổ hợp còn lại (Bảng 3.6). Hình dạng quả của các tổ hợp này đều có đặc 
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điểm là dài, phình to ở giữa và thẳng. Riêng các tổ hợp DM14x12, quả ngắn, phình 

to ở giữa và thẳng nhưng đường kính và khối lượng quả tương đối cao (đường kính 

quả 1,43 cm và khối lượng quả 4,13 g). Ngược lại, các tổ hợp DM24x11, DM24x01 

và DM13x24 có quả dài nhưng thon, đường kính quả thấp nên dẫn đến khối lượng 

quả thấp. 

Tùy theo giống mà thời gian chín của quả lan khác nhau, trung bình từ 90 - 

200 ngày (Đỗ Khắc Thịnh, 2011). Tuy nhiên, qua quá trình thực nghiệm nhận thấy 

thời gian chín của quả lan lai Dendrobium thấp cây thấp hơn 90 ngày. Để đánh giá 

chất lượng của các quả lan thu được từ các tổ hợp lai khác nhau, tỷ lệ đậu quả, thời 

gian thu hoạch quả và tỷ lệ quả không hạt của các tổ hợp lai nghiên cứu được theo 

dõi, kết quả được thể hiện qua Bảng 3.7. 

Bảng 3.7. Tỷ lệ đậu quả, thời điểm thu hoạch quả và tỷ lệ quả không hạt của 15 tổ 

hợp nghiên cứu 

Tổ hợp lai 
Tỷ lệ đậu quả  

(%) 

Thời điểm thu  

hoạch quả (ngày) 

Tỷ lệ quả  

không hạt (%) 

DM01x12 66,7
 bcd

 ± 14,4 65,3
 a
 ± 5,0 0 

DM10x01 75,0
 bcd

 ± 25,0 65,7
 a
 ± 0,0 0 

DM11x18 66,7
 bcd

 ± 14,4 75,0
 b
 ± 5,0 0 

DM12x11 100,0
 d
 ± 0,0 80,0

 b
 ± 5,0 0 

DM11x12 75,0
 bcd

 ± 0,0 80,7
 b
 ± 5,0 0 

DM13x11 91,7
 cd

 ± 14,4 75,3
 b
 ± 5,0 0 

DM24x11 66,7
 bcd

 ± 14,4 65,3
a
 ± 5,0 0 

DM11x24 66,7
 bcd

 ± 14,4 65,0
a
 ± 5,0 0 

DM24x01 50,0
ab

 ± 25,0 65,3
a
 ± 5,0 50,0 

DM13x24 66,7
 bcd

 ± 14,4 75,0
b
 ± 5,0 0 

DM14x12 83,3
bcd

± 14,4 75,7
b
 ± 5,0 0 

DM12x13 100,0
d
 ± 0,0 80,3

b
 ± 5,0 0 

DM13x12 83,3
bcd

 ± 14,4 75,7
b
 ± 5,0 0 

DM12x14 58,3
bc

 ± 28,9 80,0
b
 ± 5,0 0 

DM15x25 25,0
a
 ± 25,0 75,3

b
 ± 5,0 66,7  

  

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý 

nghĩa thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 
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Bảng 3.7 cho thấy tỷ lệ đậu quả của các tổ hợp lai dao động từ 25 – 100% tùy 

từng tổ hợp, trong đó tổ hợp DM15x25 có tỷ lệ đậu quả thấp nhất (25%) và tổ hợp 

DM12x11, DM12x13 có tỷ lệ đậu quả cao nhất (100%). Theo kết quả của 

Vendrame (2008) thì tỷ lệ đậu quả đạt từ 60 - 80% ở hai giống lai Dendrobium 

'Sena Red' và 'Mini WRL'. Theo kết quả lai lan Phalaenopsis của Đỗ Khắc Thịnh 

(2011) thì tỷ lệ đậu quả đạt từ 0 – 100%. So với những nghiên cứu này thì kết quả 

nghiên cứu của đề tài có tỷ lệ đậu quả từ 25 - 100%, điều này có thể do việc lai 

trong loài giữa các giống Dendrobium thấp cây với nhau ít có rào cản sinh học giữa 

các cá thể nên tỷ lệ đậu quả của các tổ hợp khá cao.  

   

             a. Quả lan ở 40 ngày sau lai                b. Quả lan ở 75 ngày sau lai 

Hình 3.7. Quả lan lai Dendrobium thấp cây của tổ hợp DM12x13 

Thời gian thu hoạch quả cũng dao động từ 65 – 80 ngày tùy tổ hợp lai, trong 

đó thời gian thu hoạch quả sớm nhất (65 ngày sau thụ phấn) được ghi nhận ở các tổ 

hợp DM01x12, DM10x01, DM24x11, DM11x24, DM24x01 và thời gian thu hoạch 

quả muộn nhất (80 ngày sau thụ phấn) được ghi nhận ở các tổ hợp DM12x11, 

DM11x12, DM12x13 và DM12x14. 

Trong các tổ hợp lai, hầu hết các tổ hợp lai đều có hạt, chỉ riêng quả của tổ hợp 

lai DM24x01 và DM15x25 xuất hiện quả không hạt với tỷ lệ tương ứng là 50% và 

66,67%. Khi lai lan Phalaenopsis, Đỗ Khắc Thịnh (2011) cũng nhận được tỷ lệ quả 

không hạt từ 14,3 – 100%. Điều này có thể do rào cản về di truyền, sự không phù 
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hợp về di truyền giữa bố và mẹ nên sự thụ tinh không thể thực hiện được, dẫn đến 

quả chỉ là sự phát triển của bầu noãn tạo nên quả giả không hạt. 

Như vậy, quá trình lai tạo các giống lan Dendrobium thấp cây cho thấy thời 

gian hoa héo hoàn toàn dao động từ 6 - 20 ngày. Trong 20 tổ hợp lai, chỉ có 15 tổ 

hợp lai đậu quả với tỷ lệ từ 25 – 100% và thời gian thu hoạch quả từ 65 – 80 ngày. 

Đa số quả của các tổ hợp lai đều có hạt, riêng tổ hợp lai DM24x01 và DM15x25 

xuất hiện quả không hạt với tỷ lệ 50% - 66,67% trong tổng số quả thu nhận được. 

3.2.2. Sự nảy mầm của hạt lan lai trong điều kiện in vitro  

 Hạt lan được xem là nguồn vật liệu nhân giống rất có ý nghĩa vì hạt là nơi 

mà tác nhân gây bệnh khó có thể tấn công tới, ngay cả các bệnh hại do vi khuẩn hay 

virus. Do đó, khi nhân giống từ hạt sẽ tạo ra nguồn cây giống in vitro tương đối 

sạch bệnh. Tuy nhiên, việc nhân giống từ hạt cũng có nhiều hạn chế là cây con tạo 

ra không được xác định chắc chắn về kiểu hình, điều này chính là ưu thế của chọn 

lọc, lai tạo ra giống mới (Bùi Chí Bửu và Nguyễn Thị Lang, 2007). 

Sau khi khử trùng, hạt lan lai Dendrobium thấp cây được gieo trên môi trường 

½ MS + saccharose 30 g/L + agar 7 g/L (từ kết quả thí nghiệm 1 về xác định môi 

trường nuôi cấy thích hợp cho sự phát triển hạt lan lai Dendrobium thấp cây). Ở giai 

đoạn này, hạt lan được theo dõi về màu sắc, thời gian nảy mầm và tỷ lệ nảy mầm, 

kết quả được thể hiện qua Bảng 3.8. 

Kết quả ghi nhận ở Bảng 3.8 cho thấy màu sắc của hạt lan của các tổ hợp đa số 

có màu vàng, chỉ một số ít có màu trắng như tổ hợp lai DM24x01 và DM15x25. 

Thời gian hạt nảy mầm của các tổ hợp khác nhau cũng khác nhau (25– 34 ngày); 

trong đó đa số có thời gian nảy mầm từ 25 – 26 ngày. Riêng hạt của tổ hợp 

DM24x01 và DM13x24 có thời gian nảy mầm lâu nhất (31ngày và 34 ngày, tương 

ứng). Tỷ lệ hạt nảy mầm của đa số các tổ hợp khá cao (từ 70,00 – 97,33%) ngoại trừ 

hạt của các tổ hợp DM24x01, DM13x24 và DM15x25 (tỷ lệ 24,67 – 28,33%) và các 

hạt của các tổ hợp này đều có màu trắng. 
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Bảng 3.8. Đặc điểm sinh lý hạt của 15 tổ hợp đậu quả ở giai đoạn nảy mầm 

Tổ hợp lai Màu sắc hạt 
Thời điểm hạt nảy 

mầm (ngày sau gieo) 

Tỷ lệ  

nảy mầm (%) 

DM01x12 vàng 25,3 ± 0,6 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. 25,3 ± 0,6 97,3 ± 2,1 

DM11x12 nt. 25,7 ± 1,2 80,0 ± 5,0 

DM13x11 nt. 26,0 ± 1,0 92,3 ± 2,5 

DM24x11 nt. 25,3 ± 0,6 63,7 ± 3,2 

DM11x24 nt. 26,3 ± 1,2 77,7 ± 8,9 

DM14x12 nt. 25,3 ± 0,6 93,3 ± 0,6 

DM12x13 nt. 26,0 ± 1,0 94,0 ± 1,0 

DM13x12 nt. 25,3 ± 0,6 96,3 ± 0,6 

DM12x14 nt. 26,0 ± 1,0 84,0 ± 4,6 

DM24x01 trắng 31,3 ± 1,2 28,3 ± 3,5 

DM13x24 nt. 34,3 ± 0,6 24,7 ± 2,1 

DM15x25 nt. 32,3 ± 1,5 27,3 ± 2,5 

Bảng 3.8 cũng cho thấy các tổ hợp lai có hạt màu vàng có khả năng thích ứng 

với môi trường trong điều kiện in vitro cao hơn các tổ hợp lai có hạt trắng. Kết quả 

cũng tương tự với nghiên cứu của Udomdee và ctv (2013) đối với Dendrobium 

nobile và nhận thấy tỷ lệ nảy mầm của hạt lan lai phụ thuộc vào thời điểm thu hoạch 

quả. Giữa các thời điểm thu hoạch quả lan lai (2, 3, 4 và 5 tháng sau khi thụ phấn) 

thì tỷ lệ nảy mẩm đạt cao nhất từ quả thu hoạch 4 tháng sau khi thụ phấn và tỷ lệ 

nảy mầm ở hạt lan lai giống Den. Lucky Girl × Den. Second Love ‗Kirameki‘ đạt 

80,03%, của hạt lan lai giống Den. Lucky Girl × Den. Hamana Lake ‗Kumi‘ đạt 

83,41% và tỷ lệ nảy mầm của hạt lan tự thụ của giống lan Den. Second Love 

‗Kirameki‘ đạt 90,06%. Kết quả nghiên cứu của Nguyễn Thị Mỹ Duyên (2009) trên 

lan Dendrobium anosmum cho thấy tỷ lệ nảy mầm ≥ 85% ở thời điểm 3 tháng sau 

khi gieo hạt. Kết quả nghiên cứu của Đỗ Khắc Thịnh (2011) cho thấy tỷ lệ nảy mầm 

hạt lan lai Phalaenopsis từ 81,3 - 92,7%. Tỷ lệ nảy mầm cao có thể giải thích do 

yếu tố di truyền về sức sống của con lai thể hiện ở giai đoạn hạt nảy mầm và do yếu 

tố môi trường nuôi cấy phù hợp, thuận lợi cho hạt nảy mầm tốt. 
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Như vậy, hạt của các tổ hợp lan lai Dendrobium thấp cây có màu vàng hoặc 

màu trắng. Những hạt có màu vàng có thời gian nảy mầm 25 – 26 ngày và tỷ lệ nảy 

mầm cao 70 – 97%, ngược lại các tổ hợp có hạt màu trắng có thời gian nảy mầm dài 

31 – 34 ngày và tỷ lệ nảy mầm thấp 24 – 28%.  

3.2.3.  Đánh giá sự sinh trƣởng của các con lai từ 9 tổ hợp lai trong điều kiện in 

vitro 

Trong 15 tổ hợp đậu quả ở Bảng 3.8 thì có 9 tổ hợp gồm DM12x11, 

DM12x13, DM11x12, DM10x01, DM11x18, DM01x12, DM11x24, DM24x11 và 

DM12x14 có tỷ lệ đậu quả, tỷ lệ hạt nảy mầm cao trong điều kiện in vitro được tiếp 

tục theo dõi và bố trí ở các thí nghiệm tiếp theo. 

Bảng 3.9. Khả năng sinh trưởng chồi và lá của 9 tổ hợp lai lan Dendrobium thấp 

cây tại thời điểm 180 ngày sau cấy trong điều kiện in vitro 

Tổ hợp lai 
Tỷ lệ tạo chồi  

(chồi) 

Chiều cao chồi  

(cm) 

Số lá  

(lá) 

DM01x12 1,7
  
± 0,7 6,0 

 
± 0,8 4,3 

 
± 1,0 

DM10x01 2,6 
 
± 1,4 5,7 

 
± 0,9 3,6 

 
± 1,0 

DM11x12 1,0 
 
± 0,7 8,7 

 
± 1,2 4,6

 
± 0,8 

DM11x18 2,0 
 
± 0,7 6,6 

 
± 0,6 6,5

 
± 0,7 

DM11x24 0,1 
 
± 0,0 6,9 

 
± 0,9 5,5

  
± 0,5 

DM12x11 2,0 
 
± 1,1 9,2 

 
± 1,0 5,2 

 
± 1,0 

DM12x13 0,8 
 
± 0,9 7,6 

 
± 1,0 4,3

  
± 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 

 

Bảng 3.9 cho thấy sau 180 ngày nuôi cấy, tỷ lệ tạo chồi của 9 tổ hợp dao động 

từ 0,1 – 2,6 chồi, trong đó các tổ hợp có số chồi từ hai trở lên gồm DM10x01, 

DM11x18, DM12x11 và DM12x14, các tổ hợp có số chồi nhỏ hơn một gồm 

DM11x24 và DM12x13. Chiều cao chồi trong giai đoạn 180 ngày sau cấy cũng 

khác biệt giữa các nghiệm thức, dao động từ 5,7 – 9,2 cm, trong đó tổ hợp 

DM01x12 có chiều cao chồi thấp nhất và tổ hợp DM12x11 có chiều cao chồi cao 

nhất.  

Hầu hết số lá được ghi nhận ở các tổ hợp DM11x18, DM11x24, DM12x14 có 

sự chênh lệch không nhiều. Riêng tổ hợp DM10x01 có số lá ít nhất, chỉ 3,6 lá/chồi. 
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Như vậy có thể thấy sự sinh trưởng của hạt lan từ các tổ hợp lai Dendorbium thấp 

cây nghiên cứu trong điều kiện in vitro cũng đã rất khác nhau. Sau 6 tháng nuôi cấy 

in vitro, so với tiêu chuẩn để đưa ra trồng trong điều kiện nhà lưới (cây cao 5 – 6 

cm, có 4 – 5 lá) thì cây con của 9 tổ hợp đều đạt tiêu chuẩn. 

3.2.4. Đánh giá sự sinh trƣởng, phát triển của các con lai trong điều kiện nhà 

lƣới 

Sau giai đoạn nuôi cấy in vitro, cây con của các tổ hợp lai nghiên cứu được 

đưa ra trồng ngoài nhà lưới để khảo sát sinh trưởng và phát triển của các con lai 

trong điều kiện nhà lưới.  

Dựa trên đặc điểm hình thái của các con lai, tiến hành phân nhóm và chọn lọc 

các cá thể đáp ứng mục tiêu con lai có kiểu hình thấp cây, chiều cao từ 15 - 20 cm, 

số hoa/phát hoa từ 6 hoa trở lên, màu sắc hoa mới lạ so với bố mẹ của chúng. Trong 

9 tổ hợp lai theo dõi, tất cả cá thể của 2 tổ hợp lai DM01x12 và DM24x11 có số 

hoa/phát hoa dưới 6 hoa, không đáp ứng mục tiêu của con lai nêu trên nên không 

được phân nhóm. Bảy tổ hợp lai còn lại có cá thể đáp ứng mục tiêu nên được phân 

nhóm dựa trên đặc điểm hình thái. Sự phân nhóm dựa trên đặc điểm hình thái của 

30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM11x12, DM11x24 và DM12x11 có 3 cá thể triển 

vọng  được chọn lọc được thể hiện qua Hình 3.8, 3.9 và 3.10. 

3.2.4.1. Sự phân nhóm của 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM11x12 dựa trên 

đặc điểm hình thái 

Hình 3.8 thể hiện giá trị trung bình khoảng cách di truyền của 30 cá thể tổ hợp 

DM11x12 là 2,92.  

Sự phân nhóm của 30 cá thể tổ hợp DM11x12 được chia làm 3 nhóm chính: 

- Nhóm 1(trung bình khoảng cách di truyền 2,69): gồm 25 cá thể. Đặc điểm 

chung của nhóm 1 là số lá ít (3 – 5 lá), đường kính từ 2 – 4 cm, số hoa/phát hoa tử 

3-6 hoa. Nhóm này được chia làm ba nhóm: 

+ Nhóm 1A (trung bình khoảng cách di truyền 2,63): có một cá thể 

DM11x12:61. Cá thể này có chiều dài phát hoa ngắn nhất. Hoa có màu tím nhạt. 
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+ Nhóm 1B (trung bình khoảng cách di truyền 2,56): gồm 17 cá thể 

(DM11x12:64, 65, 67, 68, 71, 73, 74, 76, 78, 79, 81, 82, 83, 84, 86, 87, 89). Đặc 

điểm chung của nhóm là hoa có màu tím nhạt. 

+ Nhóm 1C (trung bình khoảng cách di truyền 2,54): gồm 7 cá thể 

(DM11x12:62, 66, 69, 70, 75, 77, 80). Nhóm này bao gồm những cá thể hoa có màu 

tím nhạt. 

 

 

Ghi chú: cá thể số 90 là cá thể tiềm năng, đáp ứng các tiêu chí chọn lọc; số liệu chi tiết về 

các chỉ tiêu phát triển của 30 cá thể con lai ở phụ lục 4. 

Hình 3.8. Sự phân nhóm của 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM11x12 dựa trên đặc 

điểm hình thái  

- Nhóm 2 (trung bình khoảng cách di truyền 2,15): gồm 4 cá thể 

(DM11x12:63, 72, 85, 88). Các cá thể này có một số đặc điểm tương đồng như số 

hoa/phát hoa ít (nhỏ hơn 5 hoa) nhưng chiều dài phát hoa dài (15 – 20 cm), hoa có 

màu tím sọc.  
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- Nhóm 3 (trung bình khoảng cách di truyền 4,12): gồm 1 cá thể DM11x12:90. 

Cá thể này có hoa màu tím đậm, số hoa/phát hoa 10 hoa, cao nhất, trong số 30 con 

lai của tổ hợp  này. 

Như vậy, trong số 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM11x12, con lai 

DM11x12:90 có 10 hoa/phát hoa là cá thể tiềm năng, đáp ứng được các chỉ tiêu đề 

ra. 

3.2.4.2. Sự phân nhóm của 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM11x24 dựa trên 

đặc điểm hình thái 

Hình 3.9 thể hiện giá trị trung bình khoảng cách di truyền của 30 cá thể tổ hợp 

DM11x24 là 2,72.  

Sự phân nhóm của 30 cá thể tổ hợp DM11x24 được chia thành 9 nhóm chính: 

- Nhóm 1 (trung bình khoảng cách di truyền 2,16): gồm 6 cá thể 

(DM11x24:121, 124, 132, 133, 140, 141). Các cá thể trong nhóm 1 có một số điểm 

tương đồng như: đường kính giả hành từ 1 cm đến 2 cm, thời gian sinh trưởng từ 8 

– 10 tháng, đường kính hoa lớn hơn 5 cm, số hoa/phát hoa từ 3 - 7 hoa, hoa có màu 

tím nhạt. 

- Nhóm 2 (trung bình khoảng cách di truyền 2,43): gồm 6 cá thể 

(DM11x24:138, 142, 143, 144, 147, 150). Nhóm 2 có đặc điểm chung là đường 

kính hoa từ 5,0 cm đến 6,0 cm, số hoa/phát hoa từ 3 - 6 hoa, hoa có màu tím nhạt. 

- Nhóm 3 (trung bình khoảng cách di truyền 2,44): gồm 5 cá thể 

(DM11x24:123, 126, 127, 134, 145). Các cá thể trong nhóm 3 có màu tím nhạt như 

màu hoa của nhóm 1 nhưng có chiều dài phát hoa dài hơn các nhóm khác, số 

hoa/phát hoa từ 3-6 hoa. 

- Nhóm 4 (trung bình khoảng cách di truyền 2,24): gồm 5 cá thể 

(DM11x24:128, 131, 137, 146, 149). Hoa của nhóm 4 có màu tím nhạt tương tự 

như màu hoa của nhóm 2 nhưng có chiều dài phát hoa dài hơn chiều dài phát hoa 

của nhóm 2, số hoa/phát hoa từ 3 - 6 hoa. 
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Ghi chú: cá thể số 139 là cá thể tiềm năng, đáp ứng các tiêu chí chọn lọc; số liệu chi tiết về 

các chỉ tiêu phát triển của 30 cá thể con lai ở phụ lục 4. 

Hình 3.9. Sự phân nhóm của 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM11x24 dựa trên đặc 

điểm hình thái  

- Nhóm 5 (trung bình khoảng cách di truyền 2): cá thể (DM11x24:122 và 

129). Hai cá thể này có một số điểm tương đồng là có số giả hành và số lá bằng 

nhau (4 giả hành và 3 lá), hoa có màu tím nhạt, số hoa/phát hoa từ 2 - 4 hoa. 

- Nhóm 6 (trung bình khoảng cách di truyền 1,87): gồm 3 cá thể 

(DM11x24:125, 130 và 136). Nhóm 6 hoa có màu tím nhạt
 
tương tự như màu hoa 

của nhóm 5 nhưng có chiều dài lá và chiều dài phát hoa dài hơn nhóm 5, số 

hoa/phát hoa từ 3-5 hoa. 

- Nhóm 7 (trung bình khoảng cách di truyền 2,64): có một cá thể 

DM11x24:135. Cá thể này có số hoa/phát hoa là 6 hoa, hoa có màu trắng môi tím. 

- Nhóm 8 (trung bình khoảng cách di truyền 3,74): có một cá thể số 139. Cá 

thể 139 có hoa màu tím nhạt họng tím đậm, có số hoa/phát hoa là 9 hoa, cao nhất 

trong tổ hợp DM11x24. 
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- Nhóm 9 (trung bình khoảng cách di truyền 3,74): có một cá thể 

DM11x24:148. Cá thể này hoa có màu trắng sọc tím, có số hoa/phát hoa là 4 hoa . 

Như vậy, trong số 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM11x24, con lai 

DM11x24:139 có 9 hoa/phát hoa là cá thể tiềm năng, đáp ứng được các chỉ tiêu đề 

ra. 

3.2.4.3. Sự phân nhóm của 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM12x11 dựa trên 

đặc điểm hình thái 

Hình 3.10 thể hiện giá trị trung bình khoảng cách di truyền của 30 cá thể tổ 

hợp DM12x11 là 4,15.  

Sự phân nhóm của 30 cá thể tổ hợp DM12x11 được chia thành 3 nhóm chính: 

- Nhóm 1 (trung bình khoảng cách di truyền 3,94): gồm 17 cá thể. Các cá thể 

trong nhóm này có một số điểm tương đồng là đường kính lá từ 2 – 4 cm, tuổi thọ 

hoa từ 20 – 30 ngày, đường kính hoa lớn hơn 5 cm, số hoa/phát hoa từ 1 – 7 hoa. 

Nhóm này được chia thành hai nhóm chính 

+ Nhóm 1A (trung bình khoảng cách di truyền 3,66): gồm 15 cá thể 

(DM12x11:151, 152, 153, 154, 156, 159, 160, 162, 163, 165, 167, 169, 172, 173, 

176). 

 + Nhóm 1B (trung bình khoảng cách di truyền 2,24): gồm 2 cá thể 

(DM12x11:158 và 168). Hai cá thể này có chiều dài phát hoa ngắn hơn, đường kính 

phát hoa nhỏ hơn và thời gian sinh trưởng ngắn hơn (dưới 5 tháng) so với các cá thể 

trong nhóm 1A. 

- Nhóm 2 (trung bình khoảng cách di truyền 2,73): gồm 12 cá thể. Các cá thể 

trong nhóm này có một số điểm tương đồng như số lá từ 3 – 4 lá, số hoa/ phát hoa ít 

(dưới 5 hoa. Nhóm này được chia thành hai nhóm chính 

+ Nhóm 2A (trung bình khoảng cách di truyền 1,73): gồm 2 cá thể 

(DM12x11:155 và 171).  

+ Nhóm 2B (trung bình khoảng cách di truyền 2,29): gồm 10 cá thể 

(DM12x11:157, 161, 164, 166, 170, 174, 175, 177, 178, 179).  

Hai cá thể nhóm 2A hoa có màu tím phớt, nhóm 2B hoa có màu tím sọc 
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- Nhóm 3 (trung bình khoảng cách di truyền 4,27): có một cá thể 

DM12x11:180. Các thể này có màu trắng sọc tím, số hoa/phát hoa là 10 hoa, số 

hoa/phát hoa, cao nhất trong tổ hợp DM12x11. 

 

Ghi chú: cá thể số 180 là cá thể tiềm năng, đáp ứng các tiêu chí chọn lọc; số liệu chi tiết về 

các chỉ tiêu phát triển của 30 cá thể con lai ở phụ lục 4. 

Hình 3.10. Sự phân nhóm của 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM12x11 dựa trên đặc 

điểm hình thái  

Như vậy, trong số 30 cá thể con lai thuộc tổ hợp DM12x11, con lai 

DM12x11:180 có 10 hoa/phát hoa là cá thể tiềm năng, đáp ứng được các chỉ tiêu đề 

ra. Sự phân nhóm dựa trên đặc điểm hình thái của 30 cá thể con lai thuộc 4 tổ hợp 

lai còn lại đã xác định 5 cá thể tiềm năng (DM10x01:51, DM11x18:111, 

DM12x13:184, DM12x13:186 và  DM12x14:229) được thể hiện ở phụ lục 4. Đặc 

điểm sinh trưởng và phát triển của 8 cá thể lai có tiềm năng được thể hiện qua Bảng 

3.10.
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Bảng 3.10. Đặc điểm sinh trưởng và phát triển của 8 cá thể lai có tiềm năng 

Cá thể 

Số 

giả 

hành 

Chiều 

cao giả 

hành 

(cm) 

Chiều 

cao 

cây 

(cm) 

Đường 

kính 

giả 

hành 

(cm) 

Số 

lá 

(lá) 

Dài 

lá 

(cm) 

Rộng 

lá 

(cm) 

Thời 

gian 

sinh 

trưởng 

(tháng) 

Chiều 

dài 

phát 

hoa 

(cm) 

Số 

hoa/phát 

hoa (hoa) 

Đường 

kính hoa 

(cm) 

Thời 

gian nở 

hoa 

(ngày) 

Tuổi 

thọ hoa 

(ngày) 

DM10x01:51 2 14,2 20,0 1,49 6 11,8 2,5 8 35,7 17 4,1 31 32 

DM11x12:90 3 10,1 18,0 1,5 5 10,5 1,9 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 1,9 8 28,5 9 6 30 37 

DM12x11:180 3 8,2 19,0 2,56 6 13,9 3,2 8 36,9 10 5,8 32 40 

DM12x13:184 2 10,2 17,0 1,81 4 12,2 2,1 8 24,5 7 6,3 32 33 

DM12x13:186 3 8,2 18,0 1,51 4 8,8 2,1 8 26,5 8 5,8 32 29 

DM12x14:229 5 10,2 15,0 1,57 4 10,7 1,9 8 21,5 7 6,3 29 31 
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Bảng 3.10 cho thấy 8 cá thể có tiềm năng đều có thời gian sinh trưởng từ 8 – 

10 tháng (thời gian từ khi trồng cây con trong nhà lưới cho đến khi cây xuất hiện 

phát hoa), hết thời gian sinh trưởng cây bắt đầu ra hoa. So với thời gian 14 - 15 

tháng bắt đầu ra hoa sau khi trồng ngoài nhà lưới của 6 dòng lan lai Dendrobium 

mới được bảo hộ năm 2018 của Trung tâm Công nghệ sinh học TP. HCM (Phan 

Diễm Quỳnh và ctv, 2019)  hoặc thời gian sinh trưởng 19 - 24 tháng của 06 giống 

lan thuộc chi Dendrobium nhập nội từ Thái Lan được trồng ở khu vực đồng bằng 

Bắc Bộ (Hoàng Xuân Lam, 2014) thì 8 dòng lan lai Dendrobium thấp cây từ kết quả 

của đề tài có thời gian ra hoa sớm hơn 6 - 11 tháng. Căn cứ vào các chỉ tiêu chính 

như số hoa/phát hoa, chiều dài phát hoa, đường kính hoa và tuổi thọ hoa thì 3 cá thể 

90, 139 và 180 vượt trội nhất đáp ứng mục tiêu của đề tài được tiếp tục nhân giống 

vô tính để tạo thành 3 dòng lai DM11x12:90, DM11x24:139 và DM12x11:180 có 

triển vọng.  

3.2.4.4. Đặc điểm hình thái của 3 dòng lai Dendrobium thấp cây có triển vọng 

đƣợc chọn lọc 

Đặc điểm của 3 dòng lai Dendrobium thấp cây có triển vọng được chọn lọc 

được thể hiện qua Bảng 3.11. 

Bảng 3.11. Đặc điểm của 3 dòng lai Dendrobium có triển vọng được chọn lọc  

Tổ hợp lai 
Con lai Hình dạng cây 

Mẹ  Bố 

 
Mẹ DM11 

Đường kính hoa: 

6,43 cm; số hoa: 

9 hoa;chiều dài 

phát hoa: 28,93 

cm; chiều cao giả 

hành: 17,43 cm; 

số giả hành: 4; số 

lá: 5 lá 

 

 
Bố DM12 

Đường kính hoa: 

6,33 cm; số hoa: 

8,67 hoa; chiều 

dài phát hoa: 

21,77 cm; chiều 

cao giả hành: 

12,30 cm; số giả 

hành: 4; số lá: 5 

lá 

Con lai 1 

Dòng DM11x12:90 

Đường kính hoa: 6,5 

cm; số hoa: 10 hoa; 

chiều dài phát hoa: 

33,1cm ;chiều cao 

giả hành: 10,1 cm; 

số giả hành: 3; số lá: 

4 lá. Chiều cao cây: 

18 cm. Tuổi thọ hoa 

35 ngày. 

 
Dòng 

DM11x12:90 
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Mẹ DM11 

Đường kính hoa: 

6,43 cm; số hoa: 

9 hoa; chiều dài 

phát hoa: 28,93 

cm; chiều cao giả 

hành: 17,43 cm; 

số giả hành: 4; số 

lá: 5 lá 

 
Bố DM24 

Đường kính hoa: 

4,87 cm; số hoa: 

12,67 hoa; chiều 

dài phát hoa: 

28,67 cm; chiều 

cao giả hành: 8,53 

cm; số giả hành: 

6; số lá: 4 lá 

.Con lai 4 

Dòng 

DM11x24:139 

Đường kính hoa: 6 

cm; số hoa: 9 hoa; 

chiều dài phát hoa: 

28,5 cm; chiều cao 

giả hành: 8,6 cm; số 

giả hành: 3; số lá: 4 

lá. Chiều cao cây: 17 

cm. Tuổi thọ hoa 37 

ngày. 

 
Dòng 

DM11x24:139 

 
Mẹ DM12 

Đường kính hoa: 

6,33 cm; số hoa: 

8,67 hoa; chiều 

dài phát hoa: 

21,77 cm; chiều 

cao giả hành: 

12,30 cm; số giả 

hành: 4; số lá: 5 

lá 

 
Bố DM11 

Đường kính hoa: 

6,43 cm; số hoa: 

9 hoa; chiều dài 

phát hoa: 28,93 

cm; chiều cao giả 

hành: 17,43 cm; 

số giả hành: 4; số 

lá: 5 lá 

 
Con lai 5 

Dòng 

DM12x11:180 

Đường kính hoa: 5,8 

cm; số hoa: 10 hoa; 

chiều dài phát hoa: 

36,9 cm; chiều cao 

giả hành: 8,2 cm; số 

giả hành: 3;số lá: 6 

lá. Chiều cao cây: 19 

cm. Tuổi thọ hoa 40 

ngày. 

 
Dòng 

DM12x11:180 

 

 

3.2.5. Quy trình tạo dòng lan lai Dendrobium thấp cây  

Từ kết quả nghiên cứu ở nội dung 1 về xác định một số điều kiện cho sự phát 

triển thích hợp của hạt lan lai Dendrobium thấp cây và nội dung 2 về lai tạo hoa lan 

Dendrobium thấp cây và chọn lọc các dòng lai có triển vọng có thể đưa ra quy trình 

tạo dòng lan lai Dendrobium thấp cây thông qua lai tạo, thể hiện qua Hình 3.11. 
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Hình 3.11. Quy trình tạo dòng lan lai Dendrobium thấp cây 

Chi tiết về quy trình tạo dòng lan lai Dendrobium thấp cây được thể hiện trong 

Phụ lục 5. 

Quả lan lai 

Dendrobium thấp cây 

 

Protocorm 

Chồi lan lai 

Dendrobium thấp cây 

Cây con in vitro  

hoàn chỉnh 

Cây con 

½ MS + saccharose 30 g/L + khoai tây 50 

g/L + nước dừa 200 mL/L + than hoạt tính 

0,5 g/L + agar 7 g/L 

Ánh sáng 100% LED đỏ, 400 lux 

1-2 tháng 

4 tháng 

2 tháng 
 

(1 tháng) 

½ MS + saccharose 20 g/L + khoai tây 50 

g/L + nước dừa 150 mL/L + than hoạt tính 

0,5 g/L + agar 7 g/L 

Ánh sáng 75% LED đỏ + 25% LED 

xanh dương, 800 lux 

MS + saccharose 20 g/L + khoai tây 50 

g/L + nước dừa 150 mL/L +  than hoạt 

tính 0,5 g/L+ agar 7 g/L 

Ánh sáng 50% LED đỏ + 50% LED 

xanh dương, 400 lux 

Cây trƣởng thành 

Nhân dòng vô tính  

in vitro (10 – 12 tháng) 

2 – 3 tháng Lai tạo 

(thuần dưỡng) 

Cá thể có triển vọng 

(8-10 tháng) Nhà lưới 

Chọn lọc 

 

22 tháng 

Gieo hạt 

 

Chọn cây bố mẹ  

Dendrobium thấp cây 
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3.3. Chiếu xạ gây đột biến in vitro protocorm lan Dendrobium thấp cây và chọn 

lọc một số dòng đột biến có triển vọng 

Trước khi tiến hành xử lý chiếu xạ gây đột biến giống trên quy mô lớn, việc 

thử nghiệm và xác định khả năng gây chết cho giống dưới tác động của liều xạ là 

yếu tố được quan tâm hàng đầu. Sự khác nhau về độ nhạy cảm của tia phóng xạ ở 

các giống là khác nhau. Sự khác nhau về độ nhạy cảm tia phóng xạ còn biểu hiện ở 

các giai đoạn sinh trưởng và còn tùy thuộc vào nhiều yếu tố khác, nên rất khó dự 

đoán được tác động của các liều chiếu (Đỗ Khắc Thịnh, 2011). 

Thí nghiệm này được tiến hành nhằm mục đích xác định được liều gây chết 

50% mẫu (LD50) của tổ hợp lai DM12x13 trong điều kiện in vitro, trên cơ sở đó có 

thể xác định các liều xạ có khả năng gây biến dị phù hợp nhất. 

3.3.1. Xác định liều LD50  

Trong các tổ hợp lai nghiên cứu thì tổ hợp lai DM12x13 có tỷ lệ đậu quả, số 

quả/cây và tỷ lệ nảy mầm là tốt nhất, đủ số lượng quả để bố trí các thí nghiệm nên 

trong nội dung chiếu xạ gây đột biến chọn tổ hợp lai DM12x13 để thực hiện. 

Tỷ lệ chết của tổ hợp lai DM12x13 sau chiếu xạ theo thời gian được thể hiện 

qua Bảng 3.12. 

Bảng 3.12. Tỷ lệ chết của tổ hợp lai DM12x13 sau chiếu xạ ở 3 thời điểm khác 

nhau 

Liều xạ (Gy) Tỷ lệ chết (%)  

3 tháng 5 tháng 7 tháng 

ĐC (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 

Bảng 3.12 cho thấy liều chiếu xạ đã ảnh hưởng đến sức sống của tổ hợp 

nghiên cứu. Liều chiếu càng cao và thời gian theo dõi càng lâu thì tỷ lệ chết càng 

cao. Tỷ lệ chết sau 7 tháng theo dõi từ 5 đến 83,9% và cao nhất ở liều chiếu xạ 100 

Gy. Lê Văn Hòa và ctv (2007) nhận thấy khi chiếu xạ chồi Dendrobium ở liều xạ 10 
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Gy (hệ số nhân = 1,23) cao hơn đối chứng (hệ số nhân = 1,17). Kết quả tương tự 

trong nghiên cứu của Arunyanart và Soontronyatare (2002) trên protocorm 

Dendrobium và Vanda. Theo báo cáo của Chitrapan và ctv (2010), trong thí nghiệm 

xử lí đột biến tia Gamma 
60

Co với các liều 0 – 20 – 60 – 80 – 110 và 130 Gy trên 8 

loài lan, mức độ phản ứng của từng nhóm giống và loài có sự khác nhau. Loài lan 

Grammatophyllum speciosum có tỷ lệ sống sót 98-100% trên tất cả các liều, trong 

khi loài lan Calanthe ruben có tỷ lệ sống sót 0% ở tất cả các liều. 

   

Đối chứng 0 Gy 20 Gy 40 Gy 

   

60 Gy 80 Gy 100 Gy 

Hình 3.12. Ảnh hưởng của tia Gamma 
60

Co đến sức sống của protocorm tổ hợp lai 

DM12x13 sau 3 tháng chiếu xạ 

Liều xạ 80 Gy và 100 Gy có tỷ lệ chết cao, tương tự kết quả nghiên cứu của 

Thammasiri (1996) khi nghiên cứu ảnh hưởng bức xạ tia gamma với các liều 20, 40, 

60, 80, 100, 150, 200 Gy đối với cây con 2 lá của một số giống lan, kết quả cho thấy 

liều trên 70 Gy có tỷ lệ chết rất cao, tương tự nhận xét của Yamaguchi và ctv (2008) 

trong nghiên cứu ảnh hưởng của tia gamma các mức 15 – 30 – 60 Gy chiếu xạ lên 

cây Chrysanthemum morifolium, tỷ lệ tái sinh của cây càng giảm khi tăng liều chiếu 

xạ. Sự tương quan giữa tỷ lệ chết và liều xạ của tổ hợp nghiên cứu được thể hiện 

qua Hình 3.13. 
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Hình 3.13. Sự tương quan giữa tỷ lệ chết và liều xạ của tổ hợp lai DM12x13 

Hình 3.13 cho thấy mối tương quan thuận (R
2 

= 0,9228) giữa liều chiếu xạ và 

tỷ lệ mẫu chết. Khi tăng liều xạ thì tỷ lệ sống sót của các mẫu ở tổ hợp lai 

DM12x13 giảm đi. Những tổn thương về mặt sinh lý khi gia tăng liều chiếu và khả 

năng gây chết 100% là ngưỡng cao nhất. Chính vì lý do này nên yêu cầu đặt ra đối 

với những tác nhân gây đột biến được sử dụng đó là ít làm tổn thương ở thực vật 

nhưng phải có ảnh hưởng lớn đến di truyền. Hai chỉ số LD30 (liều gây chết 30%) là 

LD50 (liều gây chết 50%) thường được sử dụng để dự đoán mức độ tổn thương của 

giống và cũng là hai chỉ số thông dụng trong xử lý đột biến. LD30 là ngưỡng giúp 

xác định liều có tác dụng gây kích thích sinh trưởng và LD50 là ngưỡng mà ở đó tác 

nhân gây đột biến có thể tạo ra những biến đổi trong bộ máy di truyền của thực vật 

(Đỗ Khắc Thịnh, 2011). Dựa vào tỷ lệ chết của các liều xạ được sử dụng để tính 

tương quan và hồi quy và đạt được phương trình y = 0,8314x - 6,2048, R
2
 = 0,9228. 

Trên cơ sở phương trình này, liều gây chết 50% LD50 ở 68 Gy. Việc tìm ra liều 

LD50 có ý nghĩa thiết thực cho việc xác định liều gây tạo đột biến một cách hiệu 

quả nhất. 

3.3.2. Chiếu xạ gây đột biến in vitro protocorm tổ hợp DM12x13  

Nhìn chung, tốc độ tăng trưởng chiều cao của các tổ hợp giảm dần theo liều 

xạ. Lê Văn Hòa và cộng sự (2007) đã kết luận việc tăng liều chiếu xạ đã làm giảm 

chiều cao chồi Dendrobium. Hiện tượng này cũng tương tự nhận xét của 

Yamaguchi và ctv (2008) trong nghiên cứu ảnh hưởng của liều tia gamma chiếu xạ 

lên cây Chrysanthemum morifolium.  
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Hình 3.14. Ảnh hưởng của liều xạ đến tốc độ tăng trưởng chiều cao cây con in vitro 

của tổ hợp lai DM12x13 theo thời gian 

Hình 3.14 cho thấy ở liều chiếu 0 Gy (đối chứng), liều xạ 20 Gy và 40 Gy, tốc 

độ tăng trưởng chiều cao không khác biệt hoặc khác biệt rất nhỏ. Tốc độ tăng 

trưởng chiều cao ở liều xạ 80 Gy chậm đáng kể so với đối chứng và gần như không 

tăng trưởng. Amano (2004) đã lý giải sự kém phát triển của các đối tượng được 

chiếu xạ do ion hóa đã gây trở ngại đến quá trình phân chia bình thường của tế bào. 

Các tác động này ảnh hưởng trực tiếp lên các vật chất di truyền, gây ức chế sự phân 

chia tế bào. 

3.3.2.1. Chọn lọc, quan sát hình thái các dòng biến dị đột biến trong điều kiện 

in vitro 

Tần số xuất hiện kiểu biến dị về hình dạng và màu sắc lá, hình dạng và màu 

sắc giả hành sau khi chiếu xạ ở tổ hợp lai DM12x13 được thể hiện qua các Bảng 

3.13, 3.14 và 3.15. 

Kết quả thí nghiệm trình bày ở Bảng 3.13, 3.14 và 3.15 cho thấy sau 7 tháng 

chiếu xạ, cây con đã có những biểu hiện biến dị về lá và thân xuất hiện ở tất cả các 

liều từ 0 -80 Gy. Qua quan sát ghi nhận đó là những sai khác về hình dạng thân, lá 

giữa các cây chiếu xạ và giữa cây đối chứng với cây chiếu xạ như: viền mép các lá 

xẻ thùy nhiều, mép lá gợn sóng (răng cưa), lá dài, lá tròn, lá ống, lá to, lá dính, lá 

nhiều gân.Tần suất biến dị hình thái lá khi xử lý chiếu xạ cây in vitro là tương đối 
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cao. Cũng như biến dị trong nuôi cấy mô, biến dị xuất hiện phổ biến sau chiếu xạ là 

các dạng cây thấp cây, cây bị ức chế không sinh trưởng, các biến dị hình dạng lá 

(viền lá hình răng cưa, phiến lá biến dạng thành ống) và hình dạng thân (nhiều giả 

hành, dạng củ hành thấp cây, thân chia mắc, thấp cây) (Nguyễn Thị Mỹ Duyên, 

2009). Từ việc thống kê các dạng kiểu hình xuất hiện của các mẫu chiếu xạ và 

không chiếu xạ thấy rằng: màu sắc lá dễ mẫn cảm với tia phóng xạ gamma (γ). Các 

biến dị diệp lục phát sinh nhiều trong dãy liều xạ 20-80Gy. Dựa vào sự biến đổi 

màu sắc lá và một số tính trạng có thể phân thành các dạng đặc trưng: bạch tạng, 

màu vàng, vàng + xanh đã trình bày trong các bảng trên. Ở các dạng này các cây 

sau đó bị chết dần và đó là những biến di đột biến gây chết. Những dạng cây có lá 

dị hình + lá xen màu vàng nhạt, hay lá có màu trắng + xanh hay dạng vàng + xanh ở 

các dạng này cây có khả năng hồi phục lại sự sống, đây là những biến dị không gây 

chết và có thể bao gồm: biến dị có lợi, biến dị trung tính. Ở những dạng này, cây 

không chết nhưng sinh trưởng và phát triển chậm. Như vậy đã có sự tác động của tia 

phóng xạ ảnh hưởng đến sự sinh trưởng không bình thường của cây con. Điều này 

có thể do các liều lượng phóng xạ đã gây ra các rối loạn của NST, DNA hay hoạt 

tính của các hợp chất trong thành phần cấu trúc của tế bào nhưng chưa đủ gây chết 

cho cây. Do hiện tượng đột biến gen làm phá vỡ cấu trúc hóa học của các gen, phá 

vỡ sự cân bằng về sinh lý sinh hóa của cây, gây nên những tác hại thể hiện thông 

qua các hiện tượng dị hình, bất dục.  

Mọi dạng bức xạ ion hóa đều có hiệu ứng gây chết và gây đột biến cho mọi tế 

bào và nhiều ý kiến cho rằng bức xạ ion hóa trước hết làm tổn thương DNA, nhưng 

ở một số sinh vật, có hệ thống tự sửa chữa, nhưng sự sửa chữa này thường dẫn đến 

đảo đoạn, lặp đoạn, chuyển đoạn và mất đoạn đã gây nên các kết quả rất khác nhau 

ở trên. 

Chọn lọc hình thái các cây con từ các tổ hợp lai là việc làm cần thiết. Dưới tác 

dụng của tia gamma, vật chất di truyền bị thay đổi thể hiện ban đầu của chúng là 

những biến đổi hình thái thể quan sát được. Từ việc quan sát các kiểu hình xuất 

hiện, xác định cây có kiểu hình biến dị đột biến và sự duy trì biến dị đó qua đó nhận 

xét được việc chiếu xạ đã tác động lên các mẫu lai tạo như thế nào. 
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Bảng 3.13. Ảnh hưởng của liều xạ đến biến dị về màu sắc lá của các con lai sau 7 tháng chiếu xạ thuộc tổ hợp DM12x13 ở thế hệ 

M1V1 

Liều xạ 

(Gy) 

Số 

protocorm 

chiếu xạ 

(protocorm) 

Số 

protocorm 

sống 

(protocorm) 

Số cây thu 

được  (cây) 

Số cây biến 

dị (cây) 

Tần số xuất hiện kiểu biến dị về màu sắc lá (%) 

Lá tím Lá trắng 

xanh 

Lá xanh 

đậm 

Lá tím- 

trắng 

Lá vàng- 

xanh 

Lá xanh 

nhạt 

0 (ĐC) 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 7,72 - 0,77 - - - 
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Bảng 3.14. Ảnh hưởng của liều xạ đến biến dị về dạng lá của các con lai sau 7 tháng chiếu xạ thuộc tổ hợp DM12x13 ở thế hệ M1V1 

Liều 

 xạ (Gy) 

Số cây 

thu 

được  

(cây) 

Số cây 

biến dị 

(cây) 

Tần số xuất hiện (%) 

Lá 

xoắn 

Lá dày Lá dài Lá tròn Lá răng 

cưa 

Lá ống Lá xẻ 

thùy 

Lá đối 

xứng 

Lá to Lá 

dính 

Lá 

nhiều 

gân 

0 (ĐC) 690 18 1,40 1,40 - - - - - - - - - 

20 1343 495 5,26 - 14,39 1,40 2,46 0,18 - - - - - 

40 775 340 9,82 - 13,33 3,68 - 0,35 - - - - - 

60 684 98 10,35 0,53 - - - 0,53 2,63 0,53 0,70 - 0,18 

80 1901 140 19,12 0,18 - - - 0,70 2,98 0,18 0,70 0,18 - 

Bảng 3.15. Ảnh hưởng của liều xạ đến biến dị về hình dạng và màu sắc giả hành của các con lai sau 7 tháng chiếu xạ thuộc tổ hợp 

DM12x13 ở thế hệ M1V1 

Liều xạ 

(Gy) 

Số cây 

thu được  

(cây) 

Số cây 

biến dị 

(cây) 

Tần số xuất hiện (%) 

Hình dạng giả hành Màu sắc giả hành 

Chia mắc 

(thấp cây) 

To (thấp 

cây) 

Nhiều giả 

hành (thấp 

cây) 

Dạng củ 

hành (thấp 

cây) 

Dính Giả hành chính 

nảy chồi 

Xanh 

nhạt 

Xanh 

đậm 

Tím 

0 (ĐC) 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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Hình 3.15. Một số biến dị tổ hợp DM12x13 tại thời điểm sau chiếu xạ 6 tháng  

Gây tạo đột biến thực vật bằng bức xạ ion hóa nói chung và bức xạ gamma nói 

riêng đã chứng minh từ thực nghiệm tần số đột biến tăng dần theo liều xạ áp dụng. 

Tuy nhiên theo nghiên cứu từ trước tới nay nhận thấy rằng khi tăng liều xạ thì các 

hiệu ứng không mong muốn như tỷ lệ mẫu chết và những đột biến có hại cũng tăng 

theo. Trên đối tượng Citrus grandis L. Osbeck, khi sử dụng nguồn gamma Co
60 

làm
 

tác nhân phóng xạ đối với mẫu mắt mầm và mẫu đốt thân, liều phù hợp để gây tạo 

đột biến tương đương liều 20 – 30 Gy, ở suất liều 19,22 - 22,1 rad/s (Phạm Thành 

Hổ, 2006). 

3.3.2.2. Một số kiểu biến dị lạ đƣợc ghi nhận sau khi chiếu xạ protocorm tổ hợp 

lai DM12×13 

a. Sự biến đổi về màu sắc lá (diệp lục) và hình thái cây (không tạo rễ) trong 

điều kiện in vitro 

Trong các kiểu biến dị lạ được ghi nhận sau khi chiếu xạ protocorm tổ hợp lai 

DM12×13 có biến dị biến đổi về màu sắc lá (diệp lục) và hình thái cây (không tạo 

rễ). Từ khi được tách riêng và nuôi cấy in vitro, cây liên tục tăng trưởng, ban đầu 

chỉ có hai cá thể, sau 7 tháng cây đã nhân ra được rất nhiều chồi. Mỗi chồi con sinh 

ra đều có những thay đổi về màu sắc và hình dạng nhưng vẫn duy trì sự bất ổn định 

về màu sắc lá (Hình 3.16). 
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Từ tháng thứ nhất cây chỉ là một cụm chồi có một số lá có sọc trắng. Sau hai 

tháng những lá mới sinh ra xuất hiện thêm những sọc trắng ngà to hơn, xen kẽ sọc 

xanh, xuất hiện một chồi có lá bạch tạng. Cây không xuất hiện rễ và bắt đầu tự chết 

sau 7 tháng nuôi cấy. 

Theo Lê Tiến Dũng (2002), các biến dị dạng bạch tạng, dạng màu vàng, dạng 

khảm vàng + xanh là những dạng biến dị có thể gây chết. Điều này phù hợp với quy 

luật gây ra bởi đột biến nhân tạo vì các liều xạ sử dụng đã gây nên những ảnh 

hưởng nhất định đến cấu trúc NST, trạng thái hoạt động của các gen tế bào chất do 

đó làm thay đổi tính trạng quyết định bởi gen trong lục lạp, có thể biến gen trội 

thành gen lặn làm cho kiểu gen ở trạng thái đồng hợp tử lặn hình thành các dạng 

biến dị mất màu sắc. Ngoài ra, hàm lượng các chất trong tế bào (protein, hợp chất 

thứ cấp) cũng có thể là nguyên nhân gây ra các hiện tượng trên. 

 

   
 Sau 2 tháng Sau 3 tháng Sau 4 tháng 

 

   
 Sau 5 tháng Sau 6 tháng Sau 7 tháng 

Hình 3.16. Sự biến đổi hình thái theo thời gian của biến dị biến đổi về màu sắc lá 

(diệp lục) và hình thái cây (không tạo rễ) trong điều kiện in vitro của tổ hợp lai 

DM12x13 ở liều xạ 60 Gy 

b. Cây biến dị có khả năng tạo hoa sớm in vitro  

Trong quá trình quan sát biến dị in vitro sau 8 tháng chiếu xạ đã phát hiện 

được một số cá thể có hiện tượng ra hoa sớm. Sự ra hoa chỉ xuất hiện ở những dòng 

biến dị được chiếu xạ do sự kích thích của các tác nhân phóng xạ. Tổ hợp lai 

DM12×13 ra hoa ở liều 20, 40 và 60 Gy có thể do tác nhân phóng xạ đã ảnh hưởng 

đến gen điều khiển sự ra hoa ở cây. Phần lớn cây chỉ hình thành phát hoa, một số 
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hoa nở được trong điều kiện in vitro thì đều là hoa dị dạng. Thời gian hoa nở từ 12-

18 ngày, màu sắc hoa khác biệt so với cây bố mẹ. Các cây con ra hoa trong điều 

kiện in vitro được thể hiện qua Hình 3.17. 

 Hình 3.17. Cây con tổ hợp lai chiếu xạ DM12×DM13 ra hoa trong ống nghiệm. 

Mũi tên chỉ vị trí phát hoa/hoa, thanh ngang có kích thước 1 cm. 

3.3.2.3. Nhận xét chung đối với tổ hợp DM12x13 sau khi đƣợc chiếu xạ 

Các Bảng 3.13, 3.14 và 3.15 cho thấy tỷ lệ biến dị về hình thái của tổ hợp 

DM12x13 ở các công thức có xử lý chiếu xạ cao hơn nhiều so với công thức không 

chiếu xạ. Sau 5 tháng xử lý, cây con đã biểu hiện những biến dị về lá ở các liều 20 

Gy, 40 Gy và 60 Gy. Ở liều lượng 80 Gy, cây con có biểu hiện chậm phát triển, các 

lá đầu lụi đi, cây còi cọc, chiều cao hạn chế. Ở nghiệm thức đối chứng, các con lai 

không đồng nhất về kiểu gen dẫn đến xuất hiện biến dị về kiểu hình nhưng biểu 

 

 

 

 

 

 

 

40 

Gy 

   

   

60 
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hiện biến dị không cao. Theo quan sát ghi nhận, đã có những sai khác về hình dạng 

lá của cây chiếu xạ so với cây đối chứng như: viền mép các lá chẻ thùy nhiều, lá có 

màu tím, lá xoăn, hai lá dính nhau, bề mặt lá dày mỏng khác nhau, nhiều giả hành, 

thân dính. Trong thí nghiệm đa phần các biến dị đặc trưng về màu sắc lá, lá trắng 

xuất hiện nhiều nhất. Điều này có thể giải thích rằng ty thể và lục lạp là hai cơ quan 

dễ bị tác động bởi bức xạ do chúng có độ mẫn cảm phóng xạ cao. Sau khi xử lý tia 

gamma, bộ máy di truyền có sự biến đổi, đặc biệt là lục lạp bị thương tổn nặng nhất 

(IAEA, 1990; Nguyễn Hữu Đống, 1997). Theo Lê Văn Hòa, 2007, tần suất biến dị 

hình thái lá khi xử lý chiếu xạ cây in vitro là tương đối cao. Hiện tượng biến dị xuất 

hiện phổ biến sau chiếu xạ là các dạng thấp cây, cây bị ức chế sinh trưởng, các biến 

dị về hình dạng lá (viền lá hình răng cưa, phiến lá biến dị, lá tím) và hình dạng thân. 

Việc chiếu xạ gây đột biến đối với tổ hợp lan lai DM12x13 đã ghi nhận được 

một số biến dị in vitro: biến dị cấu trúc, màu sắc thân (thân chia mắc (thấp cây), 

thân to (thấp cây), nhiều giả hành (thấp cây), giả hành dạng củ hành (thấp cây), thân 

dính, thân chính nảy chồi, thân xanh nhạt, thân xanh đậm, thân tím); biến dị cấu trúc 

lá (lá xoắn, lá dày, lá dài, lá tròn, lá răng cưa, lá ống, lá xẻ thùy, lá đối xứng, lá to, lá 

dính, lá nhiều gân); biến dị màu sắc lá (lá tím, lá trắng xanh, lá xanh đậm, lá trắng – 

xanh, lá vàng- xanh, lá xanh nhạt). Ngoài ra, khi theo dõi tổ hợp lai chiếu xạ 

DM12x13 còn ghi nhận một số biến dị lạ: biến đổi về màu sắc lá (diệp lục) và hình 

thái cây (không tạo rễ), biến dị ra hoa sớm trong điều kiện in vitro. 

 Tại thời điểm bảy tháng sau chiếu xạ, số biến dị ghi nhận cao nhất ở liều 20 

Gy (495 dòng biến dị), tiếp theo ở liều 40 Gy (340 dòng biến dị) so với đối chứng 

(18 dòng biến dị). Tỷ lệ chết 50% (LD50) của tổ hợp lai chiếu xạ DM12x13 ghi nhận 

là 68 Gy. Như vậy, chiếu xạ tia gamma 
60

Co ở liều lượng 20, 40, 60 Gy thích hợp 

tạo phổ biến dị rộng, đa dạng, có ảnh hưởng khác biệt đến đặc điểm sinh trưởng, 

biến dị hình thái và màu sắc của các bộ phận của cây như thân, lá. 

3.3.3. Sự sinh trƣởng và phát triển các cá thể đột biến trong điều kiện nhà lƣới 

3.3.3.1. Số lá của 177 cá thể chiếu xạ từ protocorm Dendrobium thấp cây  

Số lá trên giả hành của 177 cá thể lan lai Dendrobium thấp cây đã được xử lý 

chiếu xạ sau 12 tháng đưa cây con ra nhà lưới được phân nhóm và được thể hiện 

qua Bảng 3.16. 
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Bảng 3.16. Sự phân nhóm theo số lá trên giả hành của 177 cá thể lan lai 

Dendrobium thấp cây đã được xử lý chiếu xạ sau 12 tháng được trồng ra nhà lưới 

Định 

hướng 

chọn 

giống 

Số lá/ 

giả 

hành 

Tên các cá thể 

Tổng 

số 

cá thể 

Số lá/ 

giả hành 

từ 4 – 6 

lá 

2 - 3 

DM12x13-0Gy:13,14,15;  

DM12x13-20Gy:47,48,49;  

DM12x13-40Gy:65,72,85,100,101; 

DM12x13-60Gy:107,110,112, 123, 127, 139,141; 

DM12x13-80Gy:164,165, 171,173,176. 

3 

3 

5 

7 

5 

4 

DM12x13-0Gy:3,7,8,19,20,25,26,28,29,30; 

DM12x13-20Gy:31,32,33,35,38,41,45,50,52,53,54,56, 57; 

DM12x13-40Gy:59,60,61,62,68,69, 77,84,90,91,97,99; 

DM12x13-60Gy:102,103,106,114,116,117,120,121, 

122,125,127,128,129,130,133,142,144,146,152,154,158; 

DM12x13-80Gy:160,161,166, 175. 

10 

13 

12 

21 

 

4 

5 

DM12x13-0Gy:2,4,6,9,11,12,16,18,24,27; 

DM12x13-20Gy:34,36,37,39,40,42,43,46; 

DM12x13-40Gy:63,64,67,74,78,79,80,81,82,83,86,87, 

88,89,92,93,94,95,96,98; 

DM12x13-60Gy:104,105,108,109,118,119,124,126,131, 

132,135,137,140,143,145,147,148,149,151,156,159; 

DM12x13-80Gy:163,167,170,172. 

10 

8 

20 

 

21 

 

4 

6 - 7 

DM12x13-0Gy:1,5,10,17,21,22,23; 

DM12x13-20Gy:44,51,55,58; 

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. 

7 

4 

6 

9 

5 

Bảng 3.16 cho thấy số lá trên giả hành của 177 cá thể thu nhận có thể chia làm 

4 nhóm. Tuy nhiên phần lớn các cá thể có từ 4 đến 5 lá, trong đó nhiều nhất là số cá 

thể có 5 lá với 63 cá thể. Số cá thể mà giả hành có 4 lá là 60 cá thể. Số cá thể mà giả 

hành có 6 - 7 lá là 31 cá thể. Số cá thể mà giả hành có 2 - 3 lá là 23 cá thể. 
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3.3.3.2. Số giả hành của 177 cá thể chiếu xạ từ protocorm Dendrobium thấp cây 

nảy mầm 

Số giả hành của 177 cá thể lan lai Dendrobium thấp cây đã được xử lý chiếu 

xạ sau 12 tháng đưa cây con ra nhà lưới được phân nhóm và được thể hiện qua 

Bảng 3.17. 

Bảng 3.17. Sự phân nhóm theo số giả hành của 177 cá thể lan lai Dendrobium thấp 

cây đã được xử lý chiếu xạ sau 12 tháng được trồng ra nhà lưới 

Định 

hướng 

chọn 

giống 

Số giả 

hành 
Tên các cá thể 

Tổng số 

cá thể 

Số giả 

hành từ 

3 – 6 giả 

hành 

1 - 2 
DM12x13-60Gy:116, 141; 

DM12x13-8Gy:164. 

2 

1 

3 - 6 

DM12x13-0Gy:1,2,4,5,7,12,14,15,16,17,18,21, 

25,26,28; 

DM12x13-20Gy:31,32,33,34,37,38,39,42,43, 

44,45,48,49,50,52,57; 

DM12x13-40Gy:58,59,60,61,64,65,66,67,69, 

71,72,73,76, 78,79,80,81,82,83,88,89,90,92,93, 

94,95,96,98,99,100,101; 

DM12x13-60Gy:104,105,106,107,111,112, 

113,114, 117, 121,123,124,125,126,129,131, 

134,137,139,142,146,147,148,149,150,151,152, 

154,155,156,157,158,159; 

DM12x13-80Gy: 160,161,162,165,168, 169, 

170,173,174,176,177. 

15 

 

16 

 

31 

 

 

33 

 

 

 

11 

7 - 15 

DM12x13-0Gy:3,6 8,9,10,11,13,19,20,22,23, 

24,27,29,30; 

DM12x13-20Gy:35,36,40,41,46,47,48,51,53, 

54,55,56; 

DM12x13-40Gy:62,63,68,70,74,75,77,84, 85, 

86,87, 91,97; 

DM12x13-60Gy:102,103,108,109,110,115, 

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. 

15 

 

12 

 

13 

 

22 

 

 

6 

Bảng 3.17 cho thấy số giả hành của 177 cá thể trong quần thể con lai thể hiện 

sự phân ly rất lớn về số giả hành. Số giả hành ghi nhận được dao động từ 1 đến 15 

giả hành/chậu. Tuy nhiên phần lớn các cây có 3 - 6 giả hành (106 cá thể), kế đến là 

7 - 15 giả hành (68 cá thể) và chỉ có 3 cá thể có số giả hành từ 1 - 2. 
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3.3.3.3. Chiều cao giả hành của 177 cá thể chiếu xạ từ protocorm Dendrobium 

thấp cây  

Chiều cao cây của 177 cá thể lan lai Dendrobium thấp cây đã được xử lý chiếu 

xạ sau 12 tháng đưa cây con ra nhà lưới được phân nhóm và được thể hiện qua 

Bảng 3.18. 

Bảng 3.18. Sự phân nhóm theo chiều cao cây của 177 cá thể lan lai Dendrobium 

thấp cây đã được xử lý chiếu xạ sau 12 tháng được trồng ra nhà lưới 

 

Bảng 3.18 cho thấy chiều cao cây của 177 cá thể trong quần thể con lai chiếu 

xạ có sự khác biệt lớn. Phần lớn các cây có chiều cao 15 - 20 cm (100 cá thể). Số cá 

thể có chiều cao cây dưới 15 cm là 61 cá thể, chỉ có 16 cá thể có chiều cao cây lớn 

hơn 20 cm. 

Định 

hướng 

chọn 

giống 

Chiều 

cao 

cây 

(cm) 

Tên các cá thể 
Tổng số 

cá thể 

Chiều 

cao 

cây từ 

15 – 

20 cm 

 

 

 

< 15 

DM12x13-0Gy:6,7,8,16,19,24,25,26,30; 

DM12x13-20Gy:31,33,39,42,45,47,49,54,57,58; 

DM12x13-40Gy:61,64,65,68,69,77,78,79,85,86, 

88,90,91,92,93,94,95,96,98,99,101; 

DM12x13-60Gy:102,104,106,107,109,112,116, 

117,120,121,127,128,130,140,141,152; 

DM12x13-80Gy:161,164,165,166,167. 

9 

10 

21 

 

16 

 

5 

 

 

 

 

15 - 

20 

DM12x13-0Gy:1,2,3,4,5,9,10,11,12,13,14,15,17, 

18,20,22,23,27,28,29; 

DM12x13-20Gy:32,34,35,36,37,38,40,41,43,44, 

46,48,50,51,52,53,55,56; 

DM12x13-40Gy:59,60,62,66,67,70,71,72,73,74,75, 

76, 80,81,83,84,87,89,97,100; 

DM12x13-60Gy:103,105,108,110,114,118,119,122, 

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, 

175,176 

20 

 

18 

 

20 

 

33 

 

 

 

9 

 

 

>20 

DM12x13-0Gy:21; 

DM12x13-40Gy:63,82; 

DM12x13-60Gy:111,113,115,134,135,137,150, 

155,157; 

DM12x13-80Gy:169,172,174,177 

1 

2 

9 

 

4 
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3.3.3.4. Sự sinh trƣởng của tổ hợp lan lai DM12x13 đƣợc chiếu xạ bằng nguồn 
60

Co  

Thông số các chỉ tiêu sinh trưởng của tổ hợp lan lai Dendrobium thấp cây DM12x13 được chiếu xạ bằng nguồn 
60

Co sau 12 

tháng đưa cây con ra nhà lưới được thể hiện qua Bảng 3.19. 

Bảng 3.19. Thông số các chỉ tiêu sinh trưởng của tổ hợp lan lai Dendrobium thấp cây DM12x13 được chiếu xạ bằng nguồn 
60

Co 

sau 12 tháng được trồng ra nhà lưới 

Liều chiếu 

xạ (Gy) 

Số giả hành 

(giả hành) 

Chiều cao  

giả hành (cm) 

Đường kính 

 giả hành (cm) 

Chiều cao  

cây (cm) 
Số lá (lá) 

Chiều dài 

 lá (cm) 

Chiều rộng 

 lá (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 ± 2,2 1,2 ± 0,3 13,98 ±3,3 3,5 ± 1,3 8,9 ± 3,6 2,6 ± 0,7 

40 8,6 ± 3,5 4,4 ± 2,3 1,1 ± 0,2 9,88 ±2,6 3,6 ± 1,5 8,8 ± 2,9 2,5 ± 0,8 

60 8,4 ± 2,9 5,1 ± 3,3 1,1 ± 0,3 10,70 ±2,9 3,7 ± 1,4 9,1 ± 3,0 2,5 ± 0,8 

80 6,6 ± 2,6 3,6 ± 2,5 0,9 ± 0,4 8,54 ±2,3 2,8 ± 1,4 6,0 ± 3,0 2,1 ± 0,9 

 

 



107 

 

 

Bảng 3.19 cho thấy đối với quần thể con lai của tổ hợp DM12x13, liều chiếu từ 20 – 

40 Gy ít có tác động đến các chỉ tiêu sinh trưởng so với liều chiếu cao (60 – 80 Gy). Khi 

chiếu xạ ở liều cao (60 – 80 Gy) đã tác động lên các chỉ tiêu sinh trưởng như đường kính 

giả hành, chiều cao cây, chiều dài lá và chiều rộng lá; riêng chỉ tiêu số giả hành và số lá ít 

bị tác động khi chiếu xạ liều cao từ 60 - 80 Gy. Theo Lapade (2002) thì việc chiếu xạ có 

thể tác động đến cấu trúc, màu sắc, thân, lá, hoa; các tính trạng về giảm chiều cao (dạng 

thấp cây – dwarf), đột biến ảnh hưởng đến thành phần diệp lục tố, tăng cường độ quang 

hợp, kháng sâu bệnh và chín sớm. Qua kết quả từ hình  3.31 và Bảng 3.19 cho thấy kết 

quả chiếu xạ của đề tài đã ảnh hưởng đến các chỉ tiêu sinh trưởng, đặc biệt thể hiện rõ nét 

nhất đến tính trạng giảm chiều cao (dạng thấp cây – dwarf): chiều cao cây của quần thể 

con lai bị chiếu xạ thấp hơn đối chứng từ 0,28 – 5,66 cm và khác biệt có ý nghĩa thống kê 

so với đối chứng không chiếu xạ. 

3.3.3.5. Sự hình thành, phát triển và đặc điểm của hoa 

Tại thời điểm 12 tháng kể từ khi bắt đầu đưa ra nhà lưới, tỷ lệ ra hoa của các cây 

chiếu xạ đạt từ 5,6 – 45,7% so với đối chứng (từ 18,1 – 54,4%). Các đặc điểm cơ bản về 

hoa được thể hiện qua Bảng 3.20. 

Bảng 3.20. Ảnh hưởng của liều chiếu xạ đến một số đặc điểm chính của hoa các con lai 

được chiếu xạ của tổ hợp DM12x13 tại thời điểm 12 tháng được trồng ra nhà lưới 

Liều  

chiếu 

xạ 

(Gy) 

Chiều dài 

phát hoa (cm) 

Số hoa/ 

 phát hoa 

Thời gian 

 xuất hiện phát hoa 

đầu tiên (ngày sau 

trồng) 

Thời gian  

hoa tàn 

(ngày) 

Tỷ lệ cây 

ra hoa 

(%) 

0 22,0±5,8 5,5±3,0 278,8±26,1 32,3±3,1 42,3 

20 15,8±0,0 5,0±0,0 302,0±0,0 35,0±0,0 34,2 

40 17,4±3,0 5,2±2,2 247,2±42,4 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 

Bảng 3.20 cho thấy các thông số như chiều dài phát hoa, số hoa/phát hoa, thời gian 

ra hoa đã bị ảnh hưởng bởi liều chiếu xạ. Các con lai có chiều dài phát hoa và số hoa/phát 

hoa có xu hướng tỷ lệ nghịch với liều chiếu: liều chiếu cao thì chiều dài phát hoa ngắn, số 

hoa/phát hoa thấp. Thời gian ra hoa của các con lai cũng bị ảnh hưởng bởi liều chiếu: liều 

40 Gy có các cá thể ra hoa sớm hơn so với đối chứng, trong khi liều chiếu 20, 60 và 80 
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Gy lại làm cho các cá thể con lai ra hoa trễ hơn so với đối chứng. Tuổi thọ hoa của các 

con lai ở liều chiếu càng cao thì càng ngắn so với đối chứng, ngoại trừ liều chiếu 20 Gy 

làm cho tuổi thọ hoa tăng hơn đối chứng trung bình 3 ngày. 

Đặc điểm hoa của các cá thể con lai chiếu xạ được thể hiện qua (Phụ lục 7) và các 

cây lai không chiếu xạ có cấu trúc hoa bình thường, không có hiện tượng biến dạng. Các 

liều xạ từ 20 – 80 Gy đã ảnh hưởng đến cấu trúc, màu sắc hoa của các cá thể bị chiếu xạ. 

Tuy nhiên, ở các mức liều xạ từ 20 - 40 Gy, cấu trúc hoa ít khác biệt so với các cá thể 

không chiếu xạ và các cá thể ở liều xạ này là các biến dị đột biến có thể chọn lọc được. 

Khi tăng liều chiếu xạ lên 60 - 80 Gy, sự biến dạng của cấu trúc hoa thể hiện rõ so với 

các cá thể không chiếu xạ và hoa của các cá thể này cũng tàn sớm hơn so với các cá thể 

được chiếu xạ ở liều thấp hoặc không bị chiếu xạ. Đối với liều xạ 80 Gy, đa số cấu trúc 

hoa bị biến dạng. Sự chiếu xạ đã tạo ra cấu trúc, màu sắc hoa đa dạng và phong phú hơn 

so với các cá thể không bị chiếu xạ. 

Như vậy, các cá thể bị chiếu xạ đã qua chọn lọc kiểu hình khác nhau trong điều kiện 

in vitro nên khi ra hoa, hầu hết các cá thể này rất khác biệt về cấu trúc cũng như màu sắc 

hoa. Các cá thể lai không chiếu xạ của tổ hợp lai ít có sự biến dạng về cấu trúc hoa. Tuy 

nhiên, mức độ biến dạng ở các cá thể của từng tổ hợp lai sau chiếu xạ rất khác nhau và 

mức độ biến dạng càng tăng khi liều chiếu xạ càng cao. Các biến dị đột biến chọn lọc có 

triển vọng xuất hiện ở liều xạ 20, 40 và 60 Gy. 

3.3.3.6. Chọn lọc một số dòng đột biến có triển vọng 

Từ các cá thể đã ra hoa của tổ hợp lai chiếu xạ nghiên cứu, căn cứ tiêu chí chọn 

dòng lai Dendrobium thấp cây triển vọng theo định hướng: có chiều cao cây từ 15 - 20 

cm, số giả hành từ 3 – 6 giả hành, số lá từ 4 – 6 lá, số hoa/phát hoa từ 6 hoa trở lên, 

đường kính hoa từ 4,5 cm trở lên, có màu sắc hoa khác với bố mẹ, có thể chọn các dòng 

đột biến triển vọng bao gồm: 
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Bảng 3.21. Hình dạng, màu sắc hoa của cây bố mẹ, các dòng con lai và các dòng đột biến 

triển vọng của tổ hợp lai DM12x13 

Dòng/ 

giống 
Hình dạng, màu sắc hoa 

Bố mẹ 

  

 

 Mẹ DM12 Bố DM13  

 

 

 

 

 

 

 

 

Dòng 

con lai 

(đối 

chứng) 

 

 

 

 

 

 

   
DM12x13:01 DM12x13:02 DM12x13:03 

   
DM12x13:04 DM12x13:05 DM12x13:06 

   
Dòng DM12x13:07 DM12x13:08 DM12x13:09 

Dòng 

đột 

biến 

triển 

vọng 

 
 

 

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

- Thời gian bắt đầu ra hoa kể từ thời điểm đưa ra 

nhà lưới: 12 tháng 

- Đặc điểm hoa: hoa màu trắng phớt tím nhạt, ở 

giữa phía trong môi hoa có màu tím đậm, cánh hoa xếp 

chồng lên nhau. các cánh hoa thẳng, không có lông, phát 

hoa có dạng chùm, kiểu phát hoa mọc ở đỉnh chồi, số 

phát hoa/giả hành: 1; chiều dài phát hoa: 15 cm; chiều 

dài đoạn mang hoa: 7 cm; đường kính hoa: 6,8 cm; số 

hoa/phát hoa: 6 hoa; độ bền của hoa: 32 ngày. 

- Đặc điểm thân lá: có 4 lá, lá dày, màu xanh đậm, 

hình mũi mác, bản rộng, kích thước lá 12,5 x 2,4 cm; 3 

giả hành, giả hành chắc khỏe, hình củ hành thấp cây, có 

chiều cao 8,5 cm, đường kính 2,8 cm. Cây cao 17 cm. 

 

Dòng DM12x13-20Gy:38 

2/ Dòng DM12x13-40Gy:76 

- Thời gian bắt đầu ra hoa kể từ thời điểm đưa ra 

nhà lưới: 12 tháng 

- Đặc điểm hoa: hoa màu trắng, ở giữa phía trong 

môi hoa có màu tím sọc, cánh hoa xếp chồng lên nhau. 

Cánh hoa hơi cong về phía sau, có lông, phát hoa uốn 

cong hình chữ s, kiểu phát hoa mọc ở đỉnh chồi, môi hoa 

hướng lên trên. số phát hoa/giả hành: 1; chiều dài phát 

hoa: 20 cm; chiều dài đoạn mang hoa: 14 cm; đường 

kính hoa: 4 cm; số hoa/phát hoa: 7; độ bền của hoa: 28 

ngày. 

- Đặc điểm thân lá: có 6 lá, lá mỏng, màu xanh 

nhạt, mũi lá nhọn, kích thước lá 9,5 x 2,4 cm; 6 giả 

hành, giả hành cao 11 cm, đường kính 1,6 cm. Cây cao 

18 cm. 

 

 

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

- Thời gian bắt đầu ra hoa kể từ thời điểm đưa ra 

nhà lưới: 12 tháng 

- Đặc điểm hoa: hoa màu trắng xanh, phía trong 

môi hoa có màu xanh, cánh hoa xếp chồng lên nhau. Các 

cánh hoa cong về phía sau, không có lông, phát hoa có 

dạng chùm, kiểu phát hoa mọc ở đỉnh chồi; số phát 

hoa/giả hành: 1; chiều dài phát hoa: 21 cm; chiều dài 

đoạn mang hoa: 11 cm; đường kính hoa: 5,5 cm; số 

hoa/phát hoa: 6; độ bền của hoa: 45 ngày. 

- Đặc điểm thân lá: có 4 lá, lá dày, màu xanh đậm, 

mũi lá nhọn, kích thước lá 10,5 x 1,8 cm; 03 giả hành, 

giả hành to và thấp cây, có chiều cao 8,2 cm, đường kính 

2,8 cm. Cây cao 15 cm. 

 

Dòng DM12x13-60Gy:142 

3.3.4. Quy trình tạo dòng lan Dendrobium thấp cây đột biến 

Từ kết quả nghiên cứu ở nội dung 1 về xác định một số điều kiện cho sự phát triển 

thích hợp của hạt lan lai Dendrobium thấp cây và nội dung 3 về chiếu xạ gây đột biến in 

vitro protocorm Dendrobium thấp cây và chọn lọc một số dòng đột biến có triển vọng có 

thể rút ra quy trình tạo dòng lan Dendrobium thấp cây đột biến và được thể hiện qua Hình 

3.18. 
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Hình 3.18. Quy trình tạo dòng lan Dendrobium thấp cây đột biến 

Chi tiết về quy trình tạo dòng lan lai Dendrobium thấp cây đột biến được thể hiện tại 

Phụ lục 8. 

Protocorm 

 
Dendrobium thấp cây 

bố mẹ 

Chồi Dendrobium thấp cây 

chiếu xạ 

Cây con chiếu xạ  

in vitro hoàn chỉnh 

 Cây con chiếu xạ 

½ MS + saccharose 30 g/L + khoai tây 50 

g/L + nước dừa 200 mL/L + than hoạt tính 

0,5 g/L + agar 7 g/L 
Ánh sáng 100% LED đỏ, 400 lux 

1-2 tháng 

4 tháng 

2 tháng 
 

(1 tháng) 

½ MS + saccharose 20 g/L + khoai tây 50 

g/L + nước dừa 150 mL/L + than hoạt tính 

0,5 g/L + agar 7 g/L 
Ánh sáng 75% LED đỏ + 25% LED xanh 

dương, 800 lux 

MS + saccharose 20 g/L + khoai tây 50 g/L 

+ nước dừa 150 mL/L +  than hoạt tính 0,5 

g/L+ agar 7 g/L  
Ánh sáng 50% LED đỏ + 50% LED xanh 

dương, 400 lux 

 Cây trƣởng thành chiếu xạ 

Nhân giống vô tính in vitro 
  

2 – 3 tháng Lai tạo 

(thuần dưỡng) 

Cá thể đột biến có triển vọng 

(8-10 tháng) Nhà lưới 

Chọn lọc 

 
26 tháng 

Gieo hạt 

 

Quả lan lai Dendrobium 

thấp cây 

 

Chiếu 

xạ 

gamma 
60

Co 20, 

40, 60 

Gy  
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3.4. Đánh giá sự khác biệt di truyền và nhân giống một số dòng lai, dòng đột biến có 

triển vọng 

3.4.1. Kết quả khuếch đại DNA với 10 primer RAPD  

10 primer RAPD đã được tiến hành phản ứng PCR với 19 mẫu (gồm 8 giống lan 

Dendrobium thấp cây bố mẹ, 8 cá thể con lai tiềm năng, 3 cá thể đột biến có triển vọng) 

sau đó điện di trên gel agarose 1,5%. Kết quả phân tích đa hình kiểu gen dựa trên cơ sở 

điện di được trình bày trong Bảng 3.25. Kết quả cho thấy số băng khuếch đại được từ mỗi 

primer dao động trong khoảng 9 – 20 băng, tỷ lệ băng đa hình của từng primer dao động 

trong khoảng 90,0% - 100%. Theo Bảng 3.25 thì tổng số băng thu được sau phản ứng 

PCR là 148 băng, số băng đa hình là 145 băng, chiếm 97,3%. Zha và ctv (2009) ứng dụng 

kỹ thuật RAPD để dự đoán mối quan hệ di truyền của 9 loài lan Dendrobium thảo dược 

cũng đã thu được 323 băng đa hình từ 16 primer ngẫu nhiên, trung bình 20 băng đa hình 

mỗi primer. Như vậy trên đối tượng khác nhau sẽ thu được số băng đa hình khác nhau. 

Kết quả phân tích sản phẩm khi khuếch đại 10 primer cho thấy có bốn primer A2, 

A4, A5 và A18 cho kết quả đa hình rõ nhất. Chính vì vậy, bốn primer này được chọn để 

phân tích sự khác biệt về di truyền đối với các cá thể đột biến so với cá thể con lai và bố 

mẹ của chúng. 

Bảng 3.22 cho thấy đối với primer A2, số băng đa hình là 12 băng, đạt tỷ lệ 100%, 

trong đó số băng đa hình đối với cá thể đột biến ĐB1 (DM12x13-20Gy:38) là 3 băng, 

ĐB2 (DM12x13-40Gy:76) là 2 băng và ĐB3 (DM12x13-60Gy:142) là 5 băng. Đối với 

primer A4, số băng đa hình là 19 băng, đạt tỷ lệ 100%, trong đó cá thể đột biến ĐB1 

(DM12x13-20Gy:38) và ĐB2 (DM12x13-40Gy:76) là 4 băng và ĐB3 (DM12x13-

60Gy:142) là 6 băng. Đối với primer A5, số băng đa hình là 17 băng, đạt tỷ lệ 100%, 

trong đó cá thể đột biến ĐB1 (DM12x13-20Gy:38) là 2 băng, ĐB2 (DM12x13-40Gy:76) 

là 1 băng và ĐB3 (DM12x13-60Gy:142) là 9 băng. Đối với primer A18, số băng đa hình 

là 18 băng, đạt tỷ lệ 100%, trong đó cá thể đột biến ĐB1 (DM12x13-20Gy:38) là 3 băng, 

ĐB2 (DM12x13-40Gy:76) là 7 băng và ĐB3 (DM12x13-60Gy:142) là 6 băng. 
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Bảng 3.22. Số sản phẩm khuếch đại, số băng đa hình và tỷ lệ băng đa hình tạo ra từ mỗi primer của 19 mẫu lan Dendrobium  

Mẫu 
 Primer  

Tổng 

Trung 

bình OPA1 OPA2 OPA3 OPA4 OPA5 OPA9 OPA11 OPA13 OPA17 OPA18 

DM01 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 

Số băng khuếch đại 20 12 10 19 17 11 15 12 14 18 148 14.8 

Số băng đa hình 20 12 9 19 17 10 15 11 14 18 145 14.5 

% băng đa hình 100,0 100 90,0 100,0 100,0 90,9 100,0 91,7 100,0 100 972,6 97,3 
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Bảng 3.23. Số băng đa hình ở các kích thước khác nhau trong phân tích 19 mẫu lan với primer OPA2 

Mẫu 

Ký 

hiệu 
Kích thước băng đa hình (bp) Tổng số băng 

(băng) 
 500 550 600 700 750 800 900 1000 1500 1600 1800 2000 

DM01 BM1 +     +       2 

DM10 BM2  +    +  +     3 
DM11 BM3  +    +       2 

DM12 BM4  +     + +     3 
DM13 BM5  +     + + + +  + 6 
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 ĐB1  +     +   +   3 

DM12x13-40Gy:76 ĐB2      +  +     2 

DM12x13-60Gy:142 ĐB3  +     + + + +   5 
Ghi chú: Hình điện di sản phẩm RAPD-PCR với primer OPA2 được thể hiện ở phụ lục 10. 
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Bảng 3.23 cho thấy con lai DM11x12:90 xuất hiện 3 băng ở kích thước 550, 800, 

1600bp, khác với mẹ DM11 (xuất hiện 2 băng kích thước 550 và 800bp) và khác với bố 

DM12 (xuất hiện 3 băng kích thước 550, 900, 1000bp). 

Con lai DM11x24:139 xuất hiện 5 băng ở kích thước 550, 700, 800, 1000, 1600bp, 

khác với mẹ DM11 (xuất hiện 2 băng kích thước 550 và 800bp) và khác với bố DM24 

(xuất hiện 4 băng kích thước 550, 1000, 1500, 1600bp). 

Con lai DM12x11:180 xuất hiện 4 băng ở kích thước 550, 600, 900, 1000bp, khác 

với mẹ DM12 (xuất hiện 3 băng kích thước 550, 900, 1000bp) và khác với bố DM11 

(xuất hiện 2 băng kích thước 550 và 800bp). 

Cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 xuất hiện 3 băng ở kích thước 550, 900, 

1600bp, khác với mẹ DM12 (xuất hiện 3 băng kích thước 550, 900, 1000bp) và khác với 

bố DM13 (xuất hiện 6 băng kích thước 550, 900, 1000, 1500, 1600 và 2000bp). Cá thể 

đột biến DM12x13-20Gy:38 cũng khác với con lai DM12x13:184 (xuất hiện 6 băng kích 

thước 550, 700, 800, 1000, 1600, 2000bp) và khác con lai DM12x13:186 (xuất hiện 2 

băng kích thước 550, 800bp) có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76 xuất hiện 2 băng ở kích thước 800, 1000bp, 

khác với mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76 cũng khác 

với con lai DM12x13:184 và khác con lai DM12x13:186 có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-60Gy:142 xuất hiện 5 băng ở kích thước 550, 900, 1000, 

1500, 1600bp, khác với mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể đột biến DM12x13-

40Gy:76 cũng khác với con lai DM12x13:184 và khác con lai DM12x13:186 có cùng bố 

mẹ. 

Như vậy, dùng primer OPA2 đã xác định được 3 cá thể con lai DM11x12:90 có kích 

thước 550, 800, 1600bp; con lai DM11x24:139 có kích thước 550, 700, 800, 1000, 

1600bp; con lai DM12x11:180 có kích thước 550, 600, 900, 1000bp, khác với kích thước 

băng của bố mẹ. 3 cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 có kích thước 550, 900, 1600bp; 

DM12x13-40Gy:76 có kích thước 800, 1000bp; DM12x13-60Gy:142 có kích thước 550, 

900, 1000, 1500, 1600bp khác với kích thước băng của bố mẹ và con lai đối chứng. 

Kích thước có xuất hiện sản phẩm của các giống bố mẹ, cá thể con lai và các cá thể 

đột biến khi dùng primer OPA4 được thể hiện Bảng 3.24. 
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Bảng 3.24. Số băng đa hình ở các kích thước khác nhau trong phân tích 19 mẫu lan với primer OPA4 

Mẫu 
Ký 

hiệu 

Kích thước băng đa hình (bp) 

Tổng số 

băng 

(băng) 

380 400 500 550 600 700 800 950 1000 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2200 2500 2900 3000  

DM01 BM1                    0 

DM10 BM2   +  +       +   +     4 

DM11 BM3     + +              2 

DM12 BM4        +   + +        3 

DM13 BM5         +  + +   +   +  5 
DM14 BM6                    0 

DM18 BM7     +    + +   +  +  +  + 7 

DM24 BM8     +  +  +      +  +  + 6 
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 ĐB1 +   +      + +         4 

DM12x13-40Gy:76 ĐB2     +     +    + +     4 

DM12x13-60Gy:142 ĐB3     +    +    +  +  +  + 6 

Ghi chú: Hình điện di sản phẩm RAPD-PCR với primer OPA4 được thể hiện ở phụ lục 10. 
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Bảng 3.24 cho thấy con lai DM11x12:90 xuất hiện 3 băng ở kích thước 400, 600, 

1000bp, khác với mẹ DM11 (xuất hiện 2 băng kích thước 600 và 700bp) và khác với bố 

DM12 (xuất hiện 5 băng kích thước 1000, 1600, 1700, 2000, 2900bp). 

Con lai DM11x24:139 xuất hiện 7 băng ở kích thước 700, 1000, 1500, 1700, 1800, 

2700, 3000bp, khác với mẹ DM11 (xuất hiện 2 băng kích thước 600 và 700bp) và khác 

với bố DM24 (xuất hiện 6 băng kích thước 600, 800, 1000, 2000, 2500, 3000bp). 

Con lai DM12x11:180 xuất hiện 2 băng ở kích thước 400, 600bp, khác với mẹ 

DM12 (xuất hiện 5 băng kích thước 1000, 1600, 1700, 2000, 2900bp) và khác với bố 

DM11 (xuất hiện 2 băng kích thước 600 và 700bp). 

Cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 xuất hiện 4 băng ở kích thước 380, 550, 1500, 

1600bp, khác với mẹ DM12 (xuất hiện 5 băng kích thước 1000, 1600, 1700, 2000, 

2900bp) và khác với bố DM13 (xuất hiện 5 băng kích thước 1000, 1600, 1700, 2000 và 

2900bp). Cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 cũng khác với con lai DM12x13:184 (xuất 

hiện 5 băng kích thước 600, 1600, 1900, 2000, 2200bp) và khác con lai DM12x13:186 

(xuất hiện 1 băng kích thước 550bp) có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76 xuất hiện 4 băng ở kích thước 600, 1500, 1900, 

2000bp, khác với mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76 

cũng khác với con lai DM12x13:184 và khác con lai DM12x13:186 có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-60Gy:142 xuất hiện 6 băng ở kích thước 600, 1000, 

1800, 2000, 2500, 3000bp, khác với mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể đột biến 

DM12x13-40Gy:76 cũng khác với con lai DM12x13:184 và khác con lai DM12x13:186 

có cùng bố mẹ. 

Như vậy, dùng primer OPA4 đã xác định được 3 cá thể con lai DM11x12:90 có kích 

thước 400, 600, 1000bp; con lai DM11x24:139 có kích thước 700, 1000, 1500, 1700, 

1800, 2700, 3000bp; con lai DM12x11:180 có kích thước 400, 600bp, khác với kích 

thước băng của bố mẹ. 3 cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 có kích thước 380, 550, 

1500, 1600bp; DM12x13-40Gy:76 có kích thước 600, 1500, 1900, 2000bp; DM12x13-

60Gy:142 có kích thước 600, 1000, 1800, 2000, 2500, 3000bp khác với kích thước băng 

của bố mẹ và con lai đối chứng. 

Kích thước có xuất hiện sản phẩm của các giống bố mẹ, các cá thể con lai và các cá 

thể đột biến khi dùng primer OPA5 được thể hiện Bảng 3.25. 
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Bảng 3.25. Số băng đa hình ở các kích thước khác nhau trong phân tích 19 mẫu lan với primer OPA5 

Mẫu Ký 

hiệu 
Kích thước băng đa hình (bp) Tổng số 

băng 

(băng) 
500 550 600 700 750 800 900 1000 1500 1600 1700 1800 2000 2100 2200 2300 2500 

DM01 BM1 +    +   +   +    +   5 
DM10 BM2 +    +        +  +   4 
DM11 BM3 +    +     +        3 

DM12 BM4     +       +      2 
DM13 BM5    +     +   +   +   4 

DM14 BM6               +   1 

DM18 BM7     +  +  +  +  +   +  6 

DM24 BM8 +    +  +      +  +   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 ĐB1     +     +        2 

DM12x13-40Gy:76 ĐB2     +             1 

DM12x13-60Gy:142 ĐB3 +    + + + + +    +  + +  9 

Ghi chú: Hình điện di sản phẩm RAPD-PCR với primer OPA5 được thể hiện ở phụ lục 10. 
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Bảng 3.25 cho thấy con lai DM11x12:90 xuất hiện 5 băng ở kích thước 500, 550, 

750, 1500, 2100bp, khác với mẹ DM11 (xuất hiện 3 băng kích thước 500, 750 và 

1600bp) và khác với bố DM12 (xuất hiện 2 băng kích thước 750, 1800bp). 

Con lai DM11x24:139 xuất hiện 7 băng ở kích thước 750, 900, 1500, 1700, 2000, 

2300, 2500bp, khác với mẹ DM11 (xuất hiện 3 băng kích thước 500, 750 và 1600bp) và 

khác với bố DM24 (xuất hiện 5 băng kích thước 500, 750, 900, 2000, 2200bp). 

Con lai DM12x11:180 xuất hiện 3 băng ở kích thước 500, 600, 750bp, khác với mẹ 

DM12 (xuất hiện 2 băng kích thước 750, 1800bp) và khác với bố DM11 (xuất hiện 3 

băng kích thước 500, 750 và 1600bp). 

Cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 xuất hiện 2 băng ở kích thước 750, 1600bp, 

khác với mẹ DM12 (xuất hiện 2 băng kích thước 750, 1800bp) và khác với bố DM13 

(xuất hiện 4 băng kích thước 700, 1500, 1800, 2200bp). Cá thể đột biến DM12x13-

20Gy:38 cũng khác với con lai DM12x13:184 (xuất hiện 7 băng kích thước 500, 750, 

900, 1000, 1700, 2000, 2300bp) và khác con lai DM12x13:186 (xuất hiện 3 băng kích 

thước 750, 2000, 2200bp) có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76 xuất hiện 1 băng ở kích thước 750bp, khác với 

mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76 cũng khác với con 

lai DM12x13:184 và khác con lai DM12x13:186 có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-60Gy:142 xuất hiện 9 băng ở kích thước 500, 750, 800, 

900, 1000, 1500, 2000, 2200, 2300bp, khác với mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể 

đột biến DM12x13-40Gy:76 cũng khác với con lai DM12x13:184 và khác con lai 

DM12x13:186 có cùng bố mẹ. 

Như vậy, dùng primer OPA5 đã xác định được 3 cá thể con lai DM11x12:90 có kích 

thước 500, 550, 750, 1500, 2100bp; con lai DM11x24:139 có kích thước 750, 900, 1500, 

1700, 2000, 2300, 2500bp; con lai DM12x11:180 có kích thước 500, 600, 750bp, khác 

với kích thước băng của bố mẹ. 3 cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 có kích thước 750, 

1600bp; DM12x13-40Gy:76 có kích thước 750bp; DM12x13-60Gy:142 có kích thước 

500, 750, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2200, 2300bp, khác với kích thước băng của bố 

mẹ và con lai đối chứng. 

Kích thước có xuất hiện sản phẩm của các giống bố mẹ, các cá thể con lai và các cá 

thể đột biến khi dùng primer OPA18 được thể hiện Bảng 3.26. 
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Bảng 3.26. Số băng đa hình ở các kích thước khác nhau trong phân tích 19 mẫu lan với primer OPA18 

  Kích thước băng đa hình (bp) Tổng số 

băng 

(băng)  Mẫu 
Ký 

hiệu 
600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1200 1300 1500 1550 1600 1700 1800 1900 2000 

DM01 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 ĐB1      +     +  +      3 

DM12x13-40Gy:76 ĐB2   +  +    +   +  + + +   7 

DM12x13-60Gy:142 ĐB3 +    +    +   +    +  + 6 

Ghi chú: Hình điện di sản phẩm RAPD-PCR với primer OPA18 được thể hiện ở phụ lục 10. 
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Bảng 3.26 cho thấy con lai DM11x12:90 xuất hiện 3 băng ở kích thước 600, 800, 

2000bp, khác với mẹ DM11 (xuất hiện 6 băng kích thước 700, 800, 900,950, 1500 và 

1700bp) và khác với bố DM12 (xuất hiện 5 băng kích thước 650, 700, 850, 1000, 

1500bp). 

Con lai DM11x24:139 xuất hiện 6 băng ở kích thước 800, 1000, 1200, 1500, 1700, 

1800bp, khác với mẹ DM11 (xuất hiện 6 băng kích thước 700, 800, 900,950, 1500 và 

1700bp) và khác với bố DM24 (xuất hiện 6 băng kích thước 800, 900, 1000, 1500, 1600, 

2000bp). 

Con lai DM12x11:180 xuất hiện 4 băng ở kích thước  600, 1500, 1900, 2000bp, 

khác với mẹ DM12 (xuất hiện 5 băng kích thước 650, 700, 850, 1000, 1500bp) và khác 

với bố DM11 (xuất hiện 6 băng kích thước 700, 800, 900,950, 1500 và 1700bp). 

Cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 xuất hiện 3 băng ở kích thước 850, 1300, 

1550bp, khác với mẹ DM12 (xuất hiện 5 băng kích thước 650, 700, 850, 1000, 1500bp) 

và khác với bố DM13 (xuất hiện 6 băng kích thước 700, 750, 800, 1000, 1500, 1800bp). 

Cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 cũng khác với con lai DM12x13:184 (xuất hiện 5 

băng kích thước 600, 800, 1500, 1700, 1800bp) và khác con lai DM12x13:186 (xuất hiện 

2 băng kích thước 750, 850bp) có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76 xuất hiện 7 băng ở kích thước 700, 800, 1000, 

1500, 1600, 1700, 1800bp, khác với mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể đột biến 

DM12x13-40Gy:76 cũng khác với con lai DM12x13:184 và khác con lai DM12x13:186 

có cùng bố mẹ. 

Cá thể đột biến DM12x13-60Gy:142 xuất hiện 6 băng ở kích thước 600, 800, 1000, 

1500, 1800, 2000bp, khác với mẹ DM12 và khác với bố DM13. Cá thể đột biến 

DM12x13-40Gy:76 cũng khác với con lai DM12x13:184 và khác con lai DM12x13:186 

có cùng bố mẹ. 

Như vậy, dùng primer OPA18 đã xác định được 3 cá thể con lai DM11x12:90 có 

kích thước 600, 800, 2000bp; con lai DM11x24:139 có kích thước 800, 1000, 1200, 

1500, 1700, 1800bp; con lai DM12x11:180 có kích thước 600, 1500, 1900, 2000bp, khác 

với kích thước băng của bố mẹ. 3 cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38 có kích thước 850, 

1300, 1550bp; DM12x13-40Gy:76 có kích thước 700, 800, 1000, 1500, 1600, 1700, 

1800bp; DM12x13-60Gy:142 có kích thước 600, 800, 1000, 1500, 1800, 2000bp, khác 

với kích thước băng của bố mẹ và con lai đối chứng. 
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3.4.2. Phân tích mối quan hệ di truyền 8 dòng lan Dendrobium thấp cây bố mẹ với 8 

cá thể lai tiềm năng và 3 cá thể đột biến triển vọng 

Hệ số tương đồng di truyền phản ánh quan hệ về nguồn gốc di truyền giữa các 

giống/dòng với nhau. Các giống và dòng càng gần nhau về mặt di truyền thì hệ số tương 

đồng di truyền giữa chúng càng cao và ngược lại các giống có mối quan hệ di truyền nếu 

khác nhau thì hệ số tương đồng di truyền giữa chúng sẽ thấp, chúng phản ánh khoảng 

cách di truyền giữa các giống/dòng. Tỷ lệ tương đồng giữa 8 dòng lan Dendrobium thấp 

cây bố mẹ với 8 cá thể lai tiềm năng và 3 cá thể đột biến triển vọng dựa trên hệ số tương 

ứng đơn giản (SM Coefficent) được thể hiện qua Bảng 3.28. Bảng 3.28 cho thấy có 171 

cặp được tạo nên từ 8 dòng lan Dendrobium thấp cây bố mẹ với 8 cá thể lai tiềm năng và 

3 cá thể đột biến triển vọng, với hệ số tương đồng di truyền từng cặp nằm trong khoảng 

0,48 – 0,86, khác với  hệ số tương đồng di truyền của 32 giống lan Hoàng Thảo bản địa 

của Việt Nam (dao động trong khoảng từ 0,23 - 1) trong nghiên cứu của Trần Duy Dương 

(2015). Như vậy, trên đối tượng khác nhau với đặc điểm mẫu khác nhau sẽ cho kết quả 

về hệ số tương đồng di truyền khác nhau. 

Bảng 3.27 cho thấy cặp mẫu ĐB2 (tương ứng cá thể đột biến DM12x13-40Gy:76) 

vả BM7 (tương ứng với giống bố mẹ DM18) là cặp có hệ số tương đồng di truyền thấp 

nhất (0,48), kế đến là cặp mẫu ĐB1 (tương ứng cá thể đột biến DM12x13-20Gy:38) vả 

BM7 (tương ứng với giống bố mẹ DM18) (0,49). Cặp mẫu ĐB3 (tương ứng cá thể đột 

biến DM12x13-60Gy:142) và BM7 (tương ứng với giống bố mẹ DM18) có hệ số tương 

đồng di truyền 0,68. Cặp mẫu CL6 (tương ứng với cá thể con lai DM12x13:184, là con 

lai từ cặp lai bố mẹ DM12x13) và CL7 tương ứng với cá thể con lai DM12x13:186, cũng 

là con lai từ cặp lai bố mẹ DM12x13) là cặp có hệ số tương đồng di truyền cao nhất 

(0,86) (Bảng 3.27).  

Như vậy, đánh giá sự khác biệt di truyền giữa 8 cá thể con lai, 3 cá thể đột biến và 8 

giống bố mẹ bằng chỉ thị phân tử RAPD cho thấy, 3 cá thể đột biến có sự khác biệt về 

mặt di truyền so với 8 cá thể con lai và 8 giống bố mẹ. Trong đó cá thể đột biến 

DM12x13-40Gy:76 có sự khác biệt di truyền lớn nhất (hệ số tương đồng di truyền 

DM12x13-40Gy:76 - DM18 là 0,48) và sự khác biệt di truyền thấp nhất là cá thể con lai 

DM12x13:184 (hệ số tương đồng di truyền con lai DM12x13:184 - con lai 

DM12x13:186 là 0,86). 
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Bảng 3.27. Tỷ lệ tương đồng giữa 8 dòng lan Dendrobium thấp cây bố mẹ với 8 cá thể lai tiềm năng và 3 cá thể đột biến triển vọng dựa 

trên hệ số tương ứng đơn giản (SM Coefficent) 

  BM1 CL3 CL6 CL7 BM7 CL1 BM3 BM2 BM8 ĐB3 CL2 CL5 ĐB2 BM5 CL8 CL4 BM4 BM6 ĐB1 

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 0,69 0,68 0,64 0,64 1 

 
            

BM3 0,79 0,69 0,61 0,57 0,61 0,81 1 
 

 
          

BM2 0,76 0,71 0,61 0,59 0,61 0,79 0,77 1 

 
          

BM8 0,51 0,56 0,64 0,66 0,68 0,56 0,56 0,65 1 
          

ĐB3 0,58 0,64 0,63 0,66 0,68 0,58 0,57 0,69 0,75 1 
         

CL2 0,69 0,62 0,59 0,58 0,57 0,68 0,65 0,73 0,58 0,63 1 
        

CL5 0,67 0,67 0,51 0,49 0,49 0,69 0,67 0,72 0,55 0,61 0,76 1 
       

ĐB2 0,71 0,66 0,56 0,51 0,48 0,67 0,71 0,69 0,52 0,56 0,73 0,72 1 
      

BM5 0,64 0,71 0,67 0,64 0,61 0,66 0,60 0,71 0,65 0,69 0,60 0,59 0,59 1 
     

CL8 0,69 0,70 0,61 0,56 0,55 0,67 0,67 0,74 0,52 0,55 0,69 0,68 0,75 0,72 1 
    

CL4 0,74 0,70 0,60 0,58 0,52 0,69 0,70 0,71 0,55 0,58 0,70 0,71 0,78 0,69 0,85 1 
   

BM4 0,63 0,67 0,66 0,61 0,58 0,67 0,58 0,72 0,62 0,59 0,66 0,68 0,59 0,78 0,75 0,72 1 
  

BM6 0,66 0,65 0,61 0,53 0,51 0,66 0,68 0,70 0,58 0,61 0,62 0,67 0,77 0,71 0,74 0,74 0,74 1 
 

ĐB1 0,67 0,67 0,58 0,56 0,49 0,76 0,66 0,72 0,55 0,61 0,63 0,64 0,69 0,71 0,75 0,74 0,76 0.74 1 
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3.4.3. Nhân dòng vô tính và khảo sát sinh trƣởng, phát triển 3 dòng lai có triển vọng 

trong điều kiện in vitro 

Ba dòng lai có triển vọng được nhân dòng in vitro bằng phương pháp nuôi cấy lát 

mỏng tế bào gồm dòng DM11x12:90, DM11x24:139 và DM12x11:180. Lát mỏng tế bào 

được cấy lên môi trường cơ bản ½ MS có bổ sung BA 3 mg/L kết hợp với NAA 0,5 

mg/L để phát sinh protocorm like body (PLBs) từ tTCL. Sau 2 tháng nuôi cấy, những 

PLBs thu được có sức sống tốt, được tách thành cụm nhỏ có kích thước 0,3×0,3 cm với 

khoảng 4 - 6 PLBs, Các cụm PLBs có kích thước 0,3×0,3 cm với khoảng 4 - 6 PLBs, 

được cấy lên môi trường cơ bản MS có bổ sung BA 1 mg/L và NAA 1 mg/L (phụ lục 

11). 

   

DM11x12:90 DM11x24:139 DM12x11:180 

Hình 3.19. PLBs phát sinh từ lát mỏng của 3 dòng lai sau 8 tuần nuôi cấy 

 Sau 6 tuần nuôi cấy, Các cụm PLBs được cấy chuyển qua môi trường ½ MS + nước 

dừa 150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/L + khoai tây 50 g/L + than hoạt tính 0,5 g/L 

để hình thành chồi. Số lượng chồi, và chiều cao của từng dòng sau 6 tuần nuôi cấy được 

thể hiện qua Bảng 3.28. 

Bảng 3.28. Số chồi và chiều cao chồi của 3 dòng lai có triển vọng sau 6 tuần nuôi cấy 

Dòng Số lượng chồi (chồi) Chiều cao chồi (cm) 

DM11x12:90 8,6
b 

2,19
b
 

DM11x24:139 14,47
a 

2,31
ab

 

DM12x11:180 10,7
ab 

2,46
a
 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 
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Tái sinh chồi từ PLBs là một trong những giai đoạn quan trọng trong quy trình nhân 

giống in vitro. Chồi không chỉ ảnh hưởng trực tiếp đến sản lượng cây giống mà nó còn 

ảnh hưởng đến chất lượng cây giống cũng như chất lượng hoa sau này. Tác dụng kích 

thích tạo chồi đạt được chủ yếu vào việc nuôi cấy các mẫu trên môi trường bổ sung nồng 

độ cytokinin cao. Cytokinin có tác dụng kích thích tạo chồi nhưng nếu sử dụng nồng độ 

quá cao sẽ làm giảm sự phát sinh và sinh trưởng của chồi, hình dạng của chồi bị thay đổi 

và biến dị soma tăng. Sau khi được nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung BA 1 mg/L 

và NAA 1 mg/L, các PLBs đã tái sinh chồi sau 6 tuần nuôi cấy. Trong 3 dòng lai có triển 

vọng thì dòng DM11x24:139 cho số lượng chồi đạt cao nhất (14,47 chồi) và khác biệt có 

ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. Tuy nhiên, chiều cao chồi của dòng 

DM12x11:180 lại cao nhất (2,46 cm) và khác biệt với 2 dòng còn lại. Các chồi tái sinh từ 

PLBs của 3 dòng nghiên cứu đều có từ 2- 4 lá và chưa xuất hiện rễ. 

    

             DM11x12:90                   DM11x24:139                    DM12x11:180 

Hình 3.20. Cụm chồi 03 dòng lai sau 6 tuần cấy trên môi trường tạo chồi 

Để có thể tạo cây hoàn chỉnh, chồi của các dòng lai có triển vọng được cấy chuyền 

sang môi trường tạo rễ (môi trường MS có bổ sung saccharose 30 g/L + khoai tây 50 g/L 

+ nước dừa 200 mL/L + agar 8 g/L + than hoạt tính 0,5 g/L + chất điều hòa sinh trưởng 

NAA với nồng độ 2 mg/L (phụ lục 11). Số rễ và chiều dài rễ của 3 dòng lai có triển vọng 

sau 6 tuần nuôi cấy được thể hiện qua Bảng 3.29. 

Bảng 3.29 cho thấy sau 6 tuần nuôi cấy trên môi trường tạo rễ, các chồi từ các dòng 

lai có triển vọng đã tạo rễ với số lượng rễ từ 6,87 – 8,13 (rễ/cây) tùy từng dòng. Trong 3 

dòng nghiên cứu thì dòng DM11x12:90 có số lượng rễ lớn nhất và khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với 2 dòng còn lại. Tuy nhiên, chiều dài rễ của dòng này lại không dài, chỉ 

1,79 cm sau 6 tuần nuôi cấy. Ngược lại, tuy có số rễ ít hơn dòng DM11x12:90 nhưng 

dòng DM11x24:139 lại có chiều dài rễ vượt trội và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 2 

dòng còn lại, chiều dài rễ đạt 3,11 cm sau 6 tuần nuôi cấy. 
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Bảng 3.29. Số rễ và chiều dài rễ của 3 dòng lai có triển vọng sau 6 tuần nuôi cấy 

Dòng Số lượng rễ (rễ) Chiều dài rễ (cm) 

DM11x12:90 8,13
a 

1,79
b
 

DM11x24:139 7, 70
ab 

3,11
a
 

DM12x11:180 6,87
b 

1,36
b
 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

Kết quả đã nhân giống in vitro được 300 cây con mỗi dòng lai có triển vọng để đưa 

ra nhà lưới khảo sát sinh trưởng, phát triển. 

3.4.4. Khảo sát sinh trƣởng, phát triển 3 dòng lai có triển vọng trong điều kiện nhà 

lƣới 

Sau 2 tháng từ khi xử lý tạo rễ, 300 cây con của từng dòng lai có triển vọng có 

chiều cao đồng đều (3 – 4 cm, có từ 4 – 5 lá) được chọn để đem ra vườn ươm để ươm 

khoảng 3 - 4 tuần. Cây lan con được trồng trong chậu, mỗi chậu một cây, giá thể là dừa 

miếng. Sau 8 tháng trồng, các cá thể thuộc 3 dòng lai có triển vọng bắt đầu ra hoa. Sự 

sinh trưởng của các cá thể thuộc 3 dòng này được thể hiện qua Bảng 3.30. 

Bảng 3.30. Thông số chỉ tiêu sinh trưởng của 3 dòng lai có triển vọng ở thời điểm 8 

tháng sau trồng 

Dòng 

Chiều 

cao 

cây 

(cm) 

Chiều 

cao giả 

hành 

(cm) 

Số giả 

hành 

(giả 

hành) 

Đường 

kính giả 

hành 

(cm) 

Số lá 

(lá) 

Chiều 

dài lá 

(cm) 

Chiều 

rộng 

lá 

(cm) 

DM11x12:90 18,2 
b
 9,8 

a
 4,1 

a
 1,5 

c
 4,7 

b
 10,6 

b
 1,96 

b
 

DM11x24:139 17,3 
b
 8,8 

b
 3,5 

b
 2,0 

b
 3,9 

c
 10,4 

c
 2,02 

b
 

DM12x11:180 19,4 
a
 8,4 

b
 3,6 

b
 2,4 

a
 5,7 

a
 13,1 

a
 3,09 

a
 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

Bảng 3.30 cho thấy tại thời điểm ra hoa, chiều cao cây của 3 dòng lai có triển vọng 

giao động từ 17,3 – 19,4 cm, trong đó dòng DM11x12:180 có chiều cao cây cao nhất và 

khác biệt có ý nghĩa thống kê với 2 dòng còn lại. Trong khi đó, chiều cao giả hành của 
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dòng DM11x12:90 là cao nhất, tuy nhiên đường kính giả hành của dòng DM11x12:90 

lại nhỏ nhất. Số giả hành của 3 dòng lai có triển vọng giao động từ 3,5 - 4,1 giả hành, 

trong đó dòng DM11x12:90 có số giả hành cao nhất và khác biệt có ý nghĩa thống kê. Số 

lá trung bình của các cây thuộc 3 dòng cũng khác nhau, trong đó dòng DM12x11:180 có 

số lá cao nhất, đạt 5,7 lá/giả hành. Lá của dòng DM12x11:180 cũng dài và rộng hơn 

khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. 

Ngoài theo dõi các đặc điểm sinh trưởng, đặc điểm hoa của 3 dòng lai có triển vọng 

cũng được theo dõi và được thể hiện qua Bảng 3.31. 

Bảng 3.31. Thông số chỉ tiêu về hoa của 3 dòng lai có triển vọng sau 10 tháng trồng nhà 

lưới  

Dòng 
Chiều dài phát 

hoa (cm) 

Số hoa 

(hoa) 

Đường kính hoa (cm) Tỷ lệ cây ra 

hoa (%) 

DM11x12:90 31,5 
b
 9,5 

a
 6,3 

a
 31 

b
 

DM11x24:139 29,0 
c
 9,4 

a
 6,0 

b
 45 

ab
 

DM12x11:180 34,4 
a
 9,7 

a
 5,9 

b
 52 

a
 

Trung bình 42,67 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

Bảng 3.31 cho thấy chiều dài phát hoa của các cá thể thuộc 3 dòng lai có triển vọng 

từ 29 – 34,4 cm, trong đó dòng DM12x11:180 có chiều dài phát hoa dài nhất và khác biệt 

có ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. Tuy nhiên, số hoa của 3 dòng lại không khác 

biệt có ý nghĩa thống kê. Số hoa của 3 dòng lai có triển vọng dao động từ 9,4-9,7 

hoa/phát hoa. Trong 3 dòng lai có triển vọng thì đường kính hoa của dòng DM11x12:90 

to nhất, đạt trung bình 6,3 cm và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. 

Tỷ lệ cây ra hoa tại thời điểm 10 tháng sau khi trồng trong nhà lưới của các dòng 

chọn lọc khác nhau cũng khác nhau, trong đó dòng DM12x11:180 có tỷ lệ cây ra hoa cao 

nhất, đạt 52% và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. Dòng 

DM11x24:139 có tỷ lệ cây ra hoa đạt 45% và dòng DM11x12:90 có tỷ lệ cây ra hoa đạt 

thấp nhất là 31% tại thời điểm 10 tháng sau khi trồng trong nhà lưới. 

Như vậy, từ 300 cây con tạo ra từ nhân giống in vitro của mỗi dòng lan lai 

Dendrobium thấp cây (DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180), sau 10 tháng trồng 

trong nhà lưới thì tỷ lệ cây ra hoa trung bình 42,67%. 
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Hình 3.21. Các cá thể ra hoa thuộc dòng DM12x11:180 

3.4.5. Nhân dòng vô tính và khảo sát sinh trƣởng, phát triển 3 dòng đột biến có triển 

vọng trong điều kiện in vitro 

Ba cá thể đột biến có triển vọng được nhân dòng in vitro bằng phương pháp nuôi 

cấy lát mỏng tế bào gồm dòng DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 và DM12x13-

60Gy:142. Số lượng chồi, chiều cao và đặc điểm chồi của từng dòng sau 6 tuần nuôi cấy 

trên môi trường MS có bổ sung BA 1 mg/L và NAA 1 mg/L được thể hiện qua Bảng 

3.32. 

Bảng 3.32. Thông số chỉ tiêu sinh trưởng của 3 dòng đột biến có triển vọng sau 6 tuần 

nuôi cấy 

Dòng Số lượng chồi (chồi) Chiều cao chồi (cm) 

DM12x13-20Gy:38 7,4
a 

1,8
b
 

DM12x13-40Gy:76 6,1
a 

2,0
ab

 

DM12x13-60Gy:142 7,2
a 

2,2
a
 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

Sau khi được nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung BA 1 mg/L và NAA 1 mg/L, 

các PLBs đã tái sinh chồi sau 6 tuần nuôi cấy. Trong 3 dòng đột biến có triển vọng thì 

dòng DM12x13-20Gy:38 cho số lượng chồi đạt cao nhất (7,4 chồi) nhưng không khác 

biệt có ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. Tuy nhiên, chiều cao chồi của dòng 
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DM12x13-60Gy:142 lại cao nhất (2,2 cm), khác biệt với dòng DM12x13-20Gy:38 nhưng 

không khác biệt có ý nghĩa thống kê với dòng DM12x13-40Gy:76. 

    

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

Hình 3.22. Cụm chồi 03 dòng đột biến sau 6 tuần cấy trên môi trường tạo chồi 

Để có thể tạo cây hoàn chỉnh, chồi của các dòng đột biến có triển vọng được cấy 

chuyền sang môi trường tạo rễ (môi trường MS có bổ sung saccharose 30 g/L + khoai tây 

50 g/L + nước dừa 200 mL/L + agar 8 g/L + than hoạt tính 0,5 g/L + chất điều hòa sinh 

trưởng NAA với nồng độ 2 mg/L (phụ lục 11)). Số rễ và chiều dài rễ sau 6 tuần nuôi cấy 

được theo dõi và được thể hiện qua Bảng 3.33. 

Bảng 3.33. Số rễ và chiều dài rễ của 3 dòng đột biến có triển vọng sau 6 tuần nuôi cấy 

Dòng Số lượng rễ (rễ) Chiều dài rễ (cm) 

DM12x13-20Gy:38 6,9
a 

1,5
b
 

DM12x13-40Gy:76 6, 5
a 

2,0
a
 

DM12x13-60Gy:142 5,8
a 

1,4
b
 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

Bảng 3.33 cho thấy sau 6 tuần nuôi cấy trên môi trường tạo rễ, các chồi từ các dòng 

đột biến có triển vọng đã ra rễ với số lượng rễ từ 5,8 – 6,9 tùy từng dòng. Trong 3 dòng 

nghiên cứu thì dòng DM12x13-20Gy:38 có số lượng rễ lớn nhất nhưng không khác biệt 

có ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. Tuy nhiên, chiều dài rễ của dòng này lại không 

dài, chỉ 1,5 cm sau 6 tuẩn nuôi cấy. Ngược lại, tuy có số rễ ít hơn dòng DM12x13-

20Gy:38 nhưng dòng DM12x13-40Gy:76 lại có chiều dài rễ vượt trội và khác biệt có ý 

nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại, chiều dài rễ đạt 2,0 cm sau 6 tuần nuôi cấy. 

Kết quả đã nhân giống in vitro được 300 cây con mỗi dòng đột biến có triển vọng để 

đưa ra nhà lưới khảo sát sinh trưởng, phát triển. 
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DM12x13-20Gy:38 DM12x13-40Gy:76 DM12x13-60Gy:142 

Hình 3.23. Cây con của 03 dòng đột biến sau 6 tuần cấy chuyền trên môi trường tạo rễ 

3.4.6. Khảo sát sinh trƣởng, phát triển 3 dòng đột biến có triển vọng trong điều kiện 

nhà lƣới 

Sau 2 tháng từ khi xử lý tạo rễ, 300 cây con của từng dòng đột biến có triển vọng  

có chiều cao đồng đều (3 – 4 cm, có từ 4 – 5 lá) được chọn để đem ra vườn ươm để ươm 

khoảng 3 - 4 tuần. Cây lan con được trồng trong chậu, mỗi chậu một cây, giá thể là dừa 

miếng. Sau 8 tháng trồng, các cá thể thuộc 3 dòng đột biến có triển vọng bắt đầu ra hoa. 

Sự sinh trưởng của các cá thể thuộc 3 dòng này tiếp tục được theo dõi và được thể hiện 

qua Bảng 3.34. 

Bảng 3.34. Thông số chỉ tiêu sinh trưởng của 3 dòng đột biến có triển vọng ở thời điểm 8 

tháng sau trồng 

Dòng 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Chiều 

cao giả 

hành 

(cm) 

Số giả 

hành 

(giả 

hành) 

Đường 

kính giả 

hành 

(cm) 

Số lá 

(lá) 

Chiều 

dài lá 

(cm) 

Chiều 

rộng 

lá 

(cm) 

DM12x13-20GY:38 16,9 
b
 8,6 

b
 3,2 

b
 2,8 

a
 4,0 

b
 12,5 

a
 2,4 

a
 

DM12x13-40Gy:76 18,3 
a
 11,1 

a
 5,1 

a
 1,7 

b
 6,0 

a
 9,6 

c
 ,5 

a
 

DM12x13-60Gy:142 15,8 
b
 8,3 

b
 3,1 

b
 2,7 

a
 4,1 

b
 10,6 

b
 1,8 

b
 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

Bảng 3.34 cho thấy tại thời điểm ra hoa, chiều cao cây của 3 dòng chọn lọc giao 

động từ 15,8 – 18,3 cm, trong đó dòng DM12x13-40Gy:76 có chiều cao cao hơn 2 dòng 

còn lại và khác biệt có ý nghĩa thống kê. Chiều cao giả hành của dòng DM12x13-

40Gy:76 cũng cao hơn 2 dòng còn lại, tuy nhiên đường kính giả hành của dòng này lại 

nhỏ nhất. Số giả hành của 3 dòng chọn lọc giao động từ 3,1 - 5,1 giả hành, trong đó dòng 



132 

 

 

DM12x13-40Gy:76 có số giả hành cao hơn 2 dòng còn lại và khác biệt có ý nghĩa thống 

kê. Số lá trung bình của các cây thuộc 3 dòng khác nhau cũng khác nhau, trong đó dòng 

DM12x13-40Gy:76 có số lá cao nhất, đạt 6,0 lá/giả hành, tuy nhiên lá của dòng này lại 

ngắn hơn nhưng lại rộng hơn và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 2 dòng còn lại. 

Ngoài theo dõi các đặc điểm sinh trưởng, đặc điểm hoa của 3 dòng chọn lọc cũng 

được theo dõi và được thể hiện qua Bảng 3.35. 

Bảng 3.35. Thông số chỉ tiêu về hoa của 3 dòng đột biến có triển vọng sau 10 tháng trồng 

trong nhà lưới  

 

Dòng 
Chiều dài 

phát hoa (cm) 

Số hoa 

(hoa) 

Đường kính 

hoa (cm) 

Tỷ lệ cây ra 

hoa (%) 

DM12x13-20Gy:38 15,7 
b
 6,2 

b
 6,8 

a
 34,8 

b
 

DM12x13-40Gy:76 20,5 
a
 7,2 

a
 4,0 

c
 44,8 

a
 

DM12x13-60Gy:142 21,0 
a
 6,0 

b
 5,5 

b
 42,0 

ab
 

Trung bình 41,99 

Trong cùng một cột, các giá trị có ký tự theo sau khác nhau thể hiện mức độ khác biệt có ý nghĩa 

thống kê với giá trị P ≤ 0.05. 

Bảng 3.35 cho thấy chiều dài phát hoa của các cá thể thuộc 3 dòng chọn lọc từ 15,7 

– 21,0 cm, trong đó dòng DM12x13-60Gy:142 có chiều dài phát hoa dài nhất và khác 

biệt có ý nghĩa thống kê so với dòng DM12x13-20Gy:38 nhưng không khác biệt với 

dòng DM12x13-40Gy:76. Số hoa của dòng DM12x13-40Gy:76 lại cao nhất và khác biệt 

có ý nghĩa thống kê với 2 dòng còn  lại. Trong 3 dòng chọn lọc thì đường kính hoa của 

dòng DM12x13-20Gy:38  là to nhất, đạt trung bình 6,8 cm và khác biệt có ý nghĩa thống 

kê so với 2 dòng còn lại. Tỷ lệ cây ra hoa tại thời điểm 10 tháng sau khi trồng trong nhà 

lưới của các dòng chọn lọc khác nhau cũng khác nhau, trong đó dòng DM12x13-40Gy:76 

có tỷ lệ cây ra hoa cao nhất, đạt 44,8% và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với với dòng 

DM12x13-20Gy:38 nhưng không khác biệt với dòng DM12x13-60Gy:142. Dòng 

DM12x13-60Gy:142 có tỷ lệ cây ra hoa đạt 42% và dòng DM12x13-20Gy:38 có tỷ lệ 

cây ra hoa đạt thấp nhất là 34,8% tại thời điểm 10 tháng sau khi trồng trong nhà lưới. 

Như vậy, từ 300 cây con tạo ra từ nhân giống in vitro của mỗi dòng lan đột biến 

Dendrobium thấp cây (DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76, DM12x13-60Gy:142), 

sau 10 tháng trồng trong nhà lưới thì tỷ lệ cây ra hoa trung bình 41,99%. 
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 
 

 Kết luận 

Đã xác định được môi trường nuôi cấy in vitro, tỷ lệ ánh sáng dùng đèn LED đỏ và 

LED xanh dương, cường độ chiếu sáng tốt nhất cho sự nảy mầm: ½ MS + saccharose 30 

g/L + khoai tây 50 g/L + nước dừa 200 mL/L + than hoạt tính 0,5 g/L + agar 7 g/L ở điều 

kiện ánh sáng (100Đ, 400 lux); nhân chồi: ½ MS + saccharose 20 g/L + khoai tây 50 g/L + 

nước dừa 150 mL/L + than hoạt tính 0,5 g/L + agar 7 g/L ở chế độ chiếu sáng (75Đ: 25X, 

800 lux); tạo rễ: MS + saccharose 20 g/L + khoai tây 50 g/L + nước dừa 150 mL/L +  than 

hoạt tính 0,5 g/L+ agar 7 g/L ở chế độ chiếu sáng (50Đ: 50X, 400 lux). Môi trường nuôi 

cấy và chế độ chiếu sáng tối ưu này đã được sử dụng cho việc nuôi cấy hạt lan lai của các 

tổ hợp lai và protocorm sau khi chiếu xạ với tia gamma 
60

Co. 

Trong 20 cặp lai lan Dendrobium thấp cây nghiên cứu, đã có 15 tổ hợp lai đậu quả 

với tỷ lệ đậu quả trong khoảng từ 25 – 100%. Trong 15 tổ hợp đậu quả chỉ có 9 tổ hợp 

cho hạt hữu thụ với tỷ lệ đậu quả từ 58,3 – 100% và tỷ lệ hạt nảy mầm từ 63,7 – 97,3%. 

Từ các so sánh, đánh giá sinh trưởng và ra hoa của các tổ hợp này trong điều kiện in vitro 

và ngoài nhà lưới đã chọn được 3 dòng lai DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180 

có triển vọng.  

Đã xây dựng được quy trình để chọn tạo dòng lan lai Dendrobium thấp cây có triển 

vọng bằng phương pháp lai tạo gồm 7 bước cơ bản trong thời gian 22 tháng. 

Đã xác định được liều gây chết 50% (LD50) là 68 Gy đối với protocorm của tổ hợp 

DM12x13. Khi chiếu xạ tia gamma 
60

Co trên protocorm, các liều 20, 40 và 60 Gy đều có 

tác dụng tăng tần suất biến dị với phổ biến dị rộng, đa dạng về cấu trúc hoa, màu sắc hoa, 

thân, lá và các tính trạng về giảm chiều cao, ra hoa sớm trong điều kiện in vitro. Kết quả 

so sánh, sàng lọc trong điều kiện nhà lưới đã chọn được 3 dòng đột biến có triển vọng 

DM12x13-20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 và DM12x13-60G:142.  

Đã xây dựng được quy trình chọn tạo dòng lan Dendrobium đột biến thấp cây có 

triển vọng bằng phương pháp chiếu xạ tia gamma mẫu protocorm với 10 bước cơ bản 

trong thời gian 26 tháng. 
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Sau khi sàng lọc, đã xác định 4 primer phù hợp nhất là OPA2, OPA4, OPA5 và 

OPA18 để đánh giá sự khác biệt di truyền giữa 8 giống bố mẹ, 8 dòng con lai và 3 dòng 

đột biến. Dòng đột biến DM12x13-40Gy:76 có sự khác biệt di truyền lớn nhất so với 

giống mẹ DM12 và các dòng con lai (hệ số tương đồng di truyền là 0,48 - 0,86). Đã nhân 

vô tính cả 3 dòng Dendrobium thấp cây lai, 3 dòng Dendrobium thấp cây đột biến có 

triển vọng có chiều cao từ 15 – 20 cm với 6 hoa/ phát hoa trở lên, đường kính hoa từ 4,5 

cm trở lên, màu sắc hoa khác với bố mẹ.  

Đề nghị 

Cần tiếp tục theo dõi các dòng lai và dòng đột biến triển  vọng để phát triển thành 

giống mới. 

Nghiên cứu quy trình trồng, chăm sóc các dòng lan lai Dendrobium và các dòng  

Dendrobium đột biến thấp cây. 

Theo dõi, đánh giá 5 dòng lan lai Dendrobium thấp cây tiềm năng để tiếp tục chọn 

lọc. 

Theo dõi tất cả các tổ hợp lai; tìm hiểu quy luật phân ly tính trạng của các tổ hợp lai. 

Dùng các phương thức tiếp cận mới để phân tích, đánh giá di truyền và đặc điểm 

phân ly của các tổ hợp lai. 
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