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Luan 4an “Nghién ciru tao dong lan Dendrobium thap ciy trién vong
bang phwong phap lai hitu tinh két hop chiéu xa va nudi ciy in vitro”
duogc thuc hién tir thang 10/2012 dén thang 12/2017 tai Tram Huan luyén va
Thuc nghiém Nong nghiép Van Thanh — Trung tdm Khuyén néng TP.HCM,
Vién Cong nghé Sinh hoc va Moéi truong - Truong Pai hoc Nong Lam
TP.HCM.

Tinh cép thiét ciia ludn an

Nén kinh té Viét Nam ngay mot phat trién, mirc song cua ngudi dan
duoc nang cao, nhu cau vé st dung hoa lan, cdy kiéng trong doi song tinh
than ngay cang lén. Hoa lan 13 san pham mang gia tri kinh té kha cao va
chiém vi tri ddc biét trong thi truong hang héa néng nghiép cia cac nudc
(Tran Thi Dung, 2010). Tai khu vuc Thanh phdé H6 Chi Minh va céc tinh lan
can nhu Tay Ninh, Pong Nai, Binh Duong cé trén 100 loai lan khac nhau.
Céc loai hoa lan nay c6 thé cho doanh thu tir 800 triéu — 1,3 ty dong/ha/nam.
Tuy nhién, hon 90% ciy giéng c6 ngudn gdc nhap nodi tir Thai Lan, Pai Loan
va mot vai qudc gia Tdy Au nhu Bi, Ha Lan (S6 NN va PTNT TP.HCM,
2018). Piéu dang luu ¥ 1a gia tri nhip khau hoa lan cua Viét Nam ludn c6
chiéu hudng ting qua cac nim, tir 5,5 triéu USD vao nim 2014 di ting 1én
12,9 tri¢u USD vao nam 2018 (S& NN va PTNT TP.HCM, 2019). Sy tham
gia ctia cac giéng lan do chinh nguoi Viét Nam tao ra con rat han ché.

Xu huéng thi hiéu cua ngudi choi lan Dendrobium hién nay thién vé
nhitng nhom Dendorbium dac hiru ctia Viét Nam, cac giéng lai nhap ndi cod
ciu trac méi la va c6 nhiing gidng c6 huong thom. Gibng lan Dendrobium
thip cy co hinh dang thip nho duoc ghép trong nhitng chau 16n dé trang tri
ndi that, ban cong, san thuong. Bén canh do, cac giéng hoa lan ddt bién cling
dang rat duoc ua chudng va dem lai nhiing gia tri méi mé ciing nhu tiém
nang kinh té 16n voi nhing ai s¢ hitu duoc gidng lan dot bién méi la.

Dendrobium ¢6 nhimg loai mang nhiéu dic tinh ndi trdi (vé hinh thai

than 14, cau trac hoa, mau sac, su phan bo sac to trén canh hoa, mui huong)
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nhung thong thuong, nhiing dac tinh vu viét nay khong tap trung vao mot
loai. C6 nhitng loai ndi bat vé& hinh thai than 14 nhung khong dic sic vé hoa,
c6 loai mau sic hoa dep, hoa c6 mui huong dic trung nhung hoa lai khong
bén (Duong Hoa X6, 2011; Nguyén Vin Téi, 2002).

Déi véi ki thuat lai tao gidng lan thi viéc nudi cdy hat trong diéu kién in
vitro 13 diéu kién bat budc nén viéc két hop gitta nudi cdy mo té bao va dot
bién thyc nghiém s& 1am ting tan sut bién di 1én nhiéu lan, giup ting hiéu
qua va rat ngan thoi gian chon tao giéng mai (Lé Tran Binh va ctv, 1997).
Dbi véi cac ciy trong sinh san hiru tinh thi k§ thuat gay dot bién cho phép rat
ngan thoi gian chon loc phai mét tir 6 - 10 thé hé dén chi can 3 - 6 thé hé,
tham chi chi can 2 - 3 thé hé. Tuy nhién, lan v6i dic thu 1a loai thudng dugc
nhan giéng bang k¥ thuit nhan gidng vo tinh do d6 chi can nhin duoc dong
dot bién sau d6 c6 thé nhan vo tinh tryc tiép dé tao thanh gidng méi ma
khong can trai qua qua trinh 6n dinh qua nhiéu thé hé nhu cc cay nhéan gidng
b?mg hinh thtrc sinh san hiru tinh. Trén thuc té, tAn s6 xuét hién dot bién khi
st dung cac tia phong xa c6 thé cao hon trong ty nhién khoang 1000 lan (Lé
Duy Thanh, 2000). Vi viy, viéc nghién ctu lai tao két hop gy dot bién dé
tang tan s da dang cac dong Dendrobium tao ra cac dong Dendrobium thap
cdy dé trang tri noi that, gép phan lam phong phti thém chiing loai hoa chau
tuoi trang tri trong nha 1a mot huéng di thiét thuc, gép phan tao ra nhiéu
gidng moi ciing nhu gia ting ngudn bién di cho gidng lan nay.

Hién nay, nhitng tién bd méi vé bd gen va k¥ thuat di truyén dang cach
mang hoa kha ning ghi nhan su xuét hién va danh gia cac két qua cua sy lai
tao & thuc vat. Nguoi ta dé dang xac dinh cac chi thi phan tir tvong quan chit
vo1 cac dong cha me va con lai, cling nhu tir cac chi thi nay nhan dién va xac
dinh chinh xac cac giéng méi duoc tao ra. Su két hop gitra chi thi hinh thai

truyén thong va chi thi phan tir hién dai c6 ¥ nghia 16n dé tao ra cac dong lai
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va dong dot bién mdi, gop phan day nhanh hiéu qua qua trinh chon tao gidng
(Benjamin va ctv, 2017; Phan Thanh Kiém, 2016; Tran Thi Dung, 2010).

Dé tai “Nghién ctru tao dong lan Dendrobium thap cdy trién vong bang
phuong phép lai hitu tinh két hop chiéu xa va nudi ciy in vitro” duoc thuc
hién vé1 mong mudn tan dung loi thé cua tat ca cac k¥ thuat ké trén dé tao ra
cac dong lan méi cé trién vong.

Muc tiéu nghién ctru
Muc tiéu tong quat

Dé tai ndy nham x4y dung dugc quy trinh tao dong Dendrobium thap
cay lai va dot bién. Tao ra mot s6 dong lai va dong dot bién dap ung theo
dinh huéng gidng méi cua lan Dendrobium thip ciy, kiém dinh dugc mot sb
dic trung di truyén va nhan vo tinh sd luong 16n cac dong trién vong.

Muc tiéu cu thé

- Xac dinh dugc diéu kién méi truong nudi cdy va anh sang phu hop cho
su ndy mam, su hinh thanh chdi va 1& lan Dendrobium thip cay.

- Xay dung duoc quy trinh tao dong lai Dendrobium thap ciy va quy
trinh tao dong Dendrobium thap cdy dot bién.

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

- Panh gid dugc su khac biét di truyén ctia mot sb dong lai, dong dot
bién c6 trién vong so v4i bé me ctia chiing bang chi thi phéan tir va nhan gidng
v tinh 2-3 dong lai, 2-3 dong dot bién co trién vong.

Y nghia khoa hoc va thue tién ciia dé tai nghién ciru

- Pa ung dung k¥ thuat nudi ciy in vitro sit dung dén LED don sac két
hop phuong phép lai tao hitu tinh va chiéu xa tia gamma “Co gay dot bién
protocorm phat sinh tir hat lai lan Dendrobium thap ciy, dong thoi ap dung
k¥ thuat sinh hoc phéan tir & danh gia khac biét di truyén va nhan nhanh mot
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s6 dong trién vong da cho phép rat ngan duoc thdi gian tao cac dong dot bién
mol.

- B3 4p dung phuong phép lai hitu tinh két hop véi chiéu xa gay dot bién
dé tang tan suat cic ca thé co khac biét so voi bd me va ung dung ky thuat
sinh hoc phan tir dé chon loc dong lan Dendrobium thip cy c6 trién vong.

Y nghia thue tién ciia dé tai

- Xay dung duoc quy trinh tao dong lan Dendrobium thap cay lai va dot
bién co trién vong. Quy trinh k¥ thuat tao dong lai, dong ddt bién béng
phuong phap chiéu xa protocorm ciing nhu tng dung dén LED trong nhan
gidéng vo tinh phuc vu cong tac nghién ctiru khong chi d6i véi lan Dendrobium
thip cdy ma con c6 thé mé rong v6i nhiu giéng hoa lan khac.

- Tao ra dugc 6 dong Dendrobium thip cay c6 dic diém hinh thai khac
v6i b me va c6 kha ning thuong mai hoa, phi hop dé trang tri noi that, bd
sung vao co ciu gidng lan san xudt tai Viét Nam, lam phong phu bd giéng lan
san xut trong nudc.

- Két qua cua luan an 1a ngudn tai liéu tham khao tét cho nghién ctu va
giang day tmg dung cong nghé sinh hoc trong chon tao giéng lan.

Pi¢m méi ciia dé tai

- Pbi voi nganh tréng va tao gidng lan & Viét Nam, dé tai 1a cong trinh
duoc thue hién tuan ty va bai ban dau tién trén d6i tuong lan Dendrobium
thép cdy vo1 cac budc tur lai tao, chon loc, danh gia, cho dén budc nhan giéng
vO tinh hudng té1 viée tao ra cac dong co kha nang thuong mai hoa.

- Pé tai da Gmg dung cong nghé chiéu sang bang dén LED dé t6i wu hoa
quy trinh nudi cay in vitro lan Dendrobium thap cay dot bién.

- Pé tai da két hop cac phuong phép truyén thong voi ki thuat hién dai,
két hop ky thuat gdy dot bién trén protocorm phat sinh tir hat lai lan
Dendrobium thap ciy, qua d6 nhin duoc ty 1& ciy bién di cao hon ciing nhu
tang s6 dong lan méi ¢ trién vong.

- Pé tai d3 xay dung dugc quy trinh tao dong lai Dendrobium thip cay

va quy trinh tao dong Dendrobium thap cdy dot bién, tao duoc 3 dong lai va 3
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dong lan Dendrobium thap cdy dot bién co trién vong, rut ngin thdi gian tao
gibng lan Dendrobium thip ciy moi.
P6i twgng nghién ciru

- Péi tugng nghién ciru 1a kha ning tao gidng lan Dendrobium thip cay
c6 trién vong qua sir dung phuong phap lai hitu tinh két hop chiéu xa va nudi
C'Qiy in vitro.

- Pé tai thuc hién lai hoa trén ngudn vat liéu gidng lan lam bd, me khong
thuan ching thudc bo suu tap cic gidng lan Dendrobium thap ciy hién hiru
da dugc suu tap, nhap noi, thuan dudng va danh gia hinh thai tai Tram huin
luyén va thuc nghiém Nong nghi¢p Van Thanh.

Pham vi nghién ciru va giéi han cia dé tai

- Tao gidng dot bién bang chiéu xa gamma tir nguén nguyén liéu 13 to
hop lai khong quy uéc cua lan Dendrobium thip cay khong thuin chung, tir
d6 chon loc cac dong lai dot bién c6 trién vong va nhan dong vo tinh dbi véi
cac dong lai, dong dot bién co trién vong bang phwong phap nudi cdy mo dé
tranh tac dong cua sy phan ly tinh trang.

- Chi chon 1 td hop DM12x13 Iam nguén vat liéu chiéu xa tla gamma
%Co dé gay tao dot bién.

- Panh gia khéc biét di truyén bang ky thuat RAPD véi 10 primer.

CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

Cay hoa lan thudc nganh hat kin (Angiospermae), 16p mot 14 mam
(Monocotyledones), by phong lan (Orchidales), ho lan (Orchidaceae). Ho lan
c6 khoang 750 chi va khoang 20.000 - 25.000 loai (bao Thanh Van, 2008;
Tran Hop, 1998), chiém vi tri tht hai sau ho cuc trong nganh thuc vat hat kin
va 1a ho 16n nhét trong 16p mot 1a mam. Qua Kkét qua chon loc va lai tao, cac
nha chon gidng va trong lan da bo sung thém hon 150.000 giéng lai tao, trong
d6 lan Dendrobium cb mau sic phong pht véi trén 1.600 loai va ngdy cang co
nhiéu giéng mod1 duoc lai tao (Tr?m Thi Dung, 2010; Nguyén Thién Tich,
2006).

K¥ thuat nudi cay in vitro 1a mot ky thuat co ban va khong thé thiéu dbi

v6i1 qué trinh lai tao va nhan dong hoa lan néi chung, Dendrobium noéi riéng.
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Tuy nhién, hiéu qua qu4 trinh lai tao cao hay thap van can nhiéu nghién ciru
t6i wu hoa va hoan thién hoéa. Cac méi trudng nhu MS, 4 MS, VW thuong
dugc sir dung cho gieo hat va nhan giéng cac dong lan Dendrobium in vitro.
Tuy nhién, viéc nghién ctru v& moi truong nudi cdy in vitro cho ddi trong lan
Dendrobium thap cdy con han ché.

Viéc nuod1 c?iy in vitro st dung den LED don séc dugc thuc hién trén ddi
tuong Dendrobium sonia va Dendrobium docinale da 1am tang hi¢u qua cua
nhan giéng, thic day viéc nhan chdi va 1am ting va sy tich liy chat kho in
vitro. Anh sang don sic anh hudng dang ké dén ty 16 sdng va sy ting trudng
cta chdi Dendrobium sonia dugc chiéu xa. Tuy nhién van chua c6 nghién
ctru trén d6i twong Dendrobium thip cay.

Viéc lai tao hoa lan di dugc tién hanh phd bién trén thé gidi, tai Viét
Nam ¢6 mdt sé nghién ctru vé cac giéng Phalaenopsis, Dendrobium va cic
giéng lan rimg. Nguon bd me dé lai tao chii yéu duoc suu tam tir cac giong
nhap ndi va trong nude, chua cé nghién ctru tao gidng Dendrobium cb kiéu
hinh thap cay tai Viét Nam.

Cong tac tao gidng dot bién trén gidng hoa dat duoc mot sd thanh tuu
nhat dinh nhét 13 ing dyung tia gamma trong viéc chiéu xa gy dot bién. Trén
hoa lan d4 c6 mot sb dé tai nghién ctru, budce dau da cd6 mot s6 két qua co thé
1am tién d& dé ung dung nghién ctru tao gidng dot bién. Pén thoi diém hién
tai, Viét Nam van chua c6 cong trinh tao gidng hoa lan Dendrobium thap ciy
dot bién duoc cong bo.

K¥ thuat sinh hoc phan tir da dugc nghién ctru rng dung phan tich da
dang di truyén, nhan dién giéng hoa va cac thanh tyu khac trong chon tao
giéng méi mot cach nhanh chéng va chinh xac. Nhiéu tac gia da ung dung k¥
thuat RAPD va nhan thdy RAPD 1a cong cu hitu dung dé phan tich su khac
biét di truyén giita cac gidng, dong hoa lan méi dugce tao ra. Tuy nhién, hién
nay van chua c6 cong bd nao nghién ciru vé tng dung chi thi phan tir trén hoa

lan Dendrobium thip cay moi.
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Nhu vy, véi nhitng két qua tong hop dugc tir phan tong quan cho thay
c¢6 nhidu nghién ctru vé hoa lan trén thé gii va Viét Nam. Tuy nhién, van
chua c6 cong trinh ndo nghién ctru c6 hé théng vé tao gidng mai trén hoa lan
Dendrobium thap ciy. Chinh vi vy, két qua nghién ctru cua dé tai sé 13 tién
dé co ban lam tai liéu tao gidng hoa lan Dendrobium thap ciy méi tai Viét
Nam.

CHUONG 2
NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Vit li¢u thi nghiém

15 giéng lan Dendrobium mini thudc bd suu tap tai Tram Huén luyén
va Thuc nghiém Noéng nghiép Vian Thanh thudc Trung tdm Khuyén Nong
TP.HCM. Cac giéng Dendrobium mini nay dugc nhap ndi tor Thai Lan, dugc
thuan dudng va theo ddi theo ddi sinh trudng, phat trién tai thoi diém cay 16
- 18 thang tudi.

Hat lan cta t6 hop DM 12xDM13.
2.1.Ni dung 1: Xdc dinh méi truwong va diéu kién nudi cdy thich hop cho
sir phat trién ciia hat lan lai Dendrobium thap cay
2.1.1. Thi nghiém 1. Xéc dinh méi trwong nudi ciy thich hop cho sw nay
mam, sy hinh thanh chdi va ré ciia hat lan lai Dendrobium thip cay

Qua lan duogc thu sau 2,5 thang ké tir khi thu phén. Qua lan sau d6 duogc
rira bang nudc cit va khir trang trong dung dich Javel va con 70°. Sau d6 qua
lan duoc cit hai dau va dung dao x¢ doc tach lam hai. Hat lan dugc léy ra
khoéi qua va rai déu trén bé mit moi truong da dugc chuan bi. Hat sau gieo
dugc dat dudi dén chiéu sang v6i chu ky 16 gio sang/8 gio toi. Am do cua
phong nudi cdy: 70 — 80%. Nhiét do trung binh & khong gian bén dudi hé
théng chiéu sang: 25 + 2 °C. Mdi trudng dugc chinh pH = 5,8 va cho vao
binh nudi cdy cé dung tich la 250 mL, mdi binh chtra 50 mL mai trudng, hap
khir tring ¢ 121°C; 1 atm trong 20 phat. Khi hoa xanh, hat lan dwoc trai déu
trén bé mat moi trudong dé dém téng sb hat, sau d6 theo dbi va dém sd hat lan
nay mam theo thoi gian. Chon nhimg chdi ¢ chiéu cao khoang 0,5 cm cay

sang moOi truong nhan chéi da chuan bi san va theo doi cac chi ti€u sinh
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truong ctia chdi lan. Chon nhing chdi ¢6 chiéu cao khoang 1 — 1,2 cm va ¢6 2
- 3 14 cAy sang méi trudng tao ré di chuan bj sin, theo ddi cac chi tiéu phat
trién cua ré lan.
2.1.2. Thi nghiém 2. Xac dinh ty 1€ anh sang dé/xanh dwong va cuwong do
chiéu sang thich hop cho sy nay mam, sy hinh thanh chdi va ré cia hat
lan lai Dendrobium thap ciy

Phuong phap khtr trung qua lan va gieo hat twong tu thi nghiém 1. Pen
LED do6 (budc song 660 nm), den LED xanh duong (budc song 460 nm)
duogc stir dung trong thi nghiém. Céac nghiém thtc chiéu sang gdm céc ty 18
den: 100% dén LED do6/0% dén LED xanh duong (R1); 75% den LED
do6/25% den LED xanh duong (R2) va 50% dén LED do6/50% den LED xanh
duong (R3); Cac cudng do chiéu sang bao gdm cudng do 200 lux; 400 lux;
600 lux va 800 lux. Nghiém thtrc d6i ching dugc chiéu v6i dén huynh quang
(40 W, Rang Pong — Viét Nam). Hat lan hoa xanh (15 ngay sau gieo hat) &
tirng nghiém thic duge trai déu trén bé mit moi trudng dé dém tong sb hat
céy (hat hoa xanh va hat nau), sau do tiép tuc theo ddi va dém sb hat lan nay
mam ¢ thoi diém 39 ngay sau gieo hat. Protocorm c¢6 dudng kinh 3 mm dugc
cdy chuyén qua moi truong nhan chdi. Sau 8 tudn cdy chuyén, protocorm
phat trién thanh chéi. Chon nhimng chdi khoe, chiéu cao tir 1 £ 0,25 cm, ¢6 1
hodc 2 14 dé ciy chuyén va theo ddi anh hudng cua ty 1& anh sang don sic
do/xanh duong va cuong do chiéu sang dén hé sé nhan protocorm, ty 1é tao
chdi, hé s6 nhan chdi lan Dendrobium thap cdy in vitro sau 4 tudn ciy
chuyén. Chon nhiing choi khoe, chiéu cao tir 2 - 2,25 cm, ¢6 1 — 2 14 dé céy
chuyén qua moi truong tao r&, mdi binh 3 chdi dé theo ddi anh hudng ctia anh
sang dén LED ¢ céc ty 1& anh sang do/xanh duong va cudng do chiéu sang
dén su hinh thanh va phat trién ré tir chdi lan Dendrobium thip cay.
2.2. Noi dung 2. Lai tao hoa lan Dendrobium thép cdy va chon loc mét so

dong lai cé trién vong
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2.2.1. Thi nghi¢m 3. Lai tao mot s6 t6 hop lai Dendrobium thap cay
Dua trén co s& ctia phuong phap lai hiru tinh B4 Khac Thinh (2011) da
thuc hién trén lan HO Diép (Phalaenopsis):

- Buée 1- Khir dwee: Ding que taim ldy bo tai phan trén hoa me, tranh
khong dé hat phan roi vao voi nhuy (dé ngin ngtra tu thu).

- Buéc 2: Dung que tim da khir trung dé 14y tai phan hoa bd. Tai phan
hoa bd dugc dua vao dia petri hay to gidy sach.

- Bude 3: Pua dau taim vao voi nhuy cai cho chat nhdy bam vao dau
tam, sau d6 lam dinh ti phan ciia hoa bd vao dau tim va dua vao nhuy cai
cua hoa me.

- Bu6e 4: Budc thé ghi cht vao hoa vira thy phan. Trén thé ghi ngay thu
phan, phép lai giita hai gidng bd me va nguoi thuc hién. Cac phép lai duoc
thuc hién trong nha ludi, cach ly vaoi khu vuc san xuét dé tranh sy xam nhap
clia con tring va ngin ngira sy giao phan tu do.

- Bude 5: Cat bo cac hoa va nu khong duoc thu phan trén phat hoa dé
ciy tap trung chat dinh dudng cho qua trinh thy tinh va nudi qua dau sau lai.
Budc thé ghi cha vao hoa vira thu phan. Trén thé ghi ngdy thu phan, phép lai
giita hai gidng bd me va nguoi thue hién.

Vi tri thyc hién su thu phéan 14 hoa dau tién dén hoa thir 5. Mdi t6 hop lai
9 hoa. Sy hinh thanh ctia qua tinh tir sau khi thu phan 10 ngay.

2.2.2. Thi nghiém 4. Panh gia sw ndy mam va sinh truéng ciia cac hat lai
trong diéu ki¢n in vitro

Phuong phap khtr trung va gieo hat: tuong tu thi nghiém 1. Sau 30 ngay
gieo hat, hat di hoa xanh chuyén thanh dang protocorm, cdy chuyén sang
binh moi. Khi chdi dat chiéu cao khoang 2 cm, chon nhiing chdi co kich
thudc déu nhau dé ciy chuyén qua mdi truong nhan chdi, mdi binh ciy 10
chdi. Cay chuyén 2 1an trén moi trudng nhan chdi, mdi 1an cach nhau 2 thang,

sau do cay chuyén sang moi truong tao re.
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2.2.3. Thi nghiém 5. Panh gia su sinh truéng, phat trién, dic diém hoa va
chon loc mjt s6 dong lai c6 trién vong

Sau 6 thang nudi cay in vitro, dua cdy con ra vuon vom dé thuan dudng
4 tuan, sau d6 bd tri cy lan con vao chau, mdi chau mot cdy. Quy trinh trong
va cham soc lan theo quy trinh ctia Trung tdm Nghién ctru Nong nghiép Cong
nghé cao TP.HCM (2011). Theo di, danh gia dic diém sinh trudng, ra hoa
va chon loc mot sd dong lai c6 trién vong.
2.3. Noi dung 3. Chiéu xa gay dot bién in vitro protocorm lan Dendrobium
thap cdy va chon loc mdt s6 dong dot bién c6 trién vong
2.3.1. Thi nghiém 6A. Anh hwéng ciia lidu chiéu xa gamma *Co dén ty 1¢
chét va xac dinh LDs, ctia to hop lai Dendrobium thap cdy DM12x13

Phuong phap khur trung va gieo hat twong tu thi nghiém 1. Sau 30 ngay
nudi cdy, hat d3 héa xanh chuyén thanh dang protocorm, cdy chuyén sang dia
petri chira méi trudng mdi, mdi dia petri cdy 100 protocorm dé tién hanh
chiéu xa sau 10 ngdy cay chuyén voi cac lidu xa 0, 20, 40, 60, 80, 100 Gy.
Sau khi chiéu xa 7 ngay, cay chuyén protocorm sang binh thily tinh dé theo
ddi, mdi dia cdy chuyén thanh 10 binh, mdi binh 10 protocorm. Xéc dinh liéu
lugng chiéu xa giy chét LDs, (Sensitive dose) theo md ta cia Randhawa
(2009).
2.3.2. Thi nghiém 6B. Anh hwéng ciia liéu xa gamma “Co dén kha niing
giy dot bién va danh gia sy sinh truéng cia cac bién di thudc to hop lai
DM12x13 trong diéu kién in vitro

Phuong phap khtr trung va gieo hat tuong tu thi nghiém 1. Sau 30 ngay

nudi cdy, hat da héa xanh chuyén thanh dang protocorm, cdy chuyén sang dia
petri chira mdi trudng mai, mdi dia petri ciy 100 protocorm dé tién hanh
chiéu xa sau 10 ngdy cdy chuyén véi cac lidu xa 0, 20, 40, 60, 80 Gy. O thoi
diém 7 ngay sau chiéu xa, protocorm duoc cdy chuyén qua moi truong nhan
chdi. Theo ddi tac dong cua tia xa 1én chiéu cao cua cdy, sb 14 theo thoi gian.
Chon loc cac cdy in vitro ¢6 biéu hién bién di dot bién va mo ta sy biéu hién

qua kiéu hinh 14, mau sac 14, ki€u hinh than, mau sac than, cac bién di la.
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2.3.3. Thi nghiém 7. Panh gia sw sinh truéng, phat trién, dic diém hoa va
chon loc mdt s6 ca thé bién di c6 trién vong

Céc bién di in vitro & thi nghiém 6B du tiéu chuan dugc dem ra vuon
wom dé thuan dudng 4 tuan, sau do b tri cay lan con vao chau, mdi chiu mot
cdy, gia thé 1a vo dira kho. Ky thuat trdong va chim séc lan tuong tu thi
nghiém 5. Tién hanh theo ddi, danh gia va chon loc mot sé dong dot bién co
trién vong.
2.4. Noi dung 4. Panh gia su khac biét di truyén va nhan giong mot so
dong lai, dong ddt bién c6 trién vong
2.4.1. Thi nghiém 8. Str dung chi thi phan tir danh gia sy khac biét di
truyén mot so6 dong lai va dong dot bién cé trién vong

Ké thira phuong phip tich DNA co sit dung CTAB (Cetyl
trimethylammonium bromide) cua Obara-Okeyo va Kako (1998), su dung 10
primer trén co s& ké thira két qua nghién ctru trén 10 gibng lan ring
Dendrobium & vung Pong Nam B§ cua Viét Nam (Trﬁn Thi Dung, 2010).
Phan tich két qua di truyén bang phan mém NTSYSpc. Cac s6 liéu thu dugc
s€¢ duoc xur ly va phan tich trong chuong trinh NTSYSpc version 2.1
(Numbercial Taxonomy SYStem), s6 liéu nay s& dugc xir 1y dé xdy dung ma
tran tuong dong (Similarity matrix) hodc ma tran khoang cach (Distance
matrix). Cac ma tran ndy biéu hién cho mdi quan hé xa gan vé mit di truyén
gitta cAc mau phan tich va dugc xay dung dya trén cong thic toan hoc cua
Nei va Li (1979).
2.4.2. Thi nghiém 9. Nhan gidng vé tinh mdt sé dong lai trién vong va
danh gia s sinh truéng trong diéu kién in vitro

Choi cta cac dong lan chon loc dugce khir trung, tach bé 14 va duogc cat
thanh nhitng 1t mong theo chiéu ngang (tTCL) véi kich thudc khoang 1,0 -
1,5 mm. Lat mong té bao duoc cdy 1én mdi trudng co ban ¥ MS ¢6 bd sung
BA 3 mg/L két hop véi NAA 0,5 mg/L dé phat sinh protocorm like body
(PLBs) tir tTCL. Sau 2 thang nudi cy, nhimg PLBs thu dugc ¢ stc séng tot,
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dugc tach thanh cum nho cé kich thude 0,3x0,3 cm voi khoang 4 - 6 PLB,
duogc cdy 1én mdi truong co ban MS ¢6 bd sung BA 1 mg/L va NAA 1 mg/L.
Sau 2 thang, PLBs c6 stic séng tdt lai duoc tach thanh cum nhé ¢6 kich thudce
0,3x0,3 cm v&i khoang 4 - 6 PLBs, duoc cdy 1én méi trudng co ban MS ¢
bo sung BA 1 mg/L va NAA 1 mg/L. Cac PLBs nay duoc chuyén 1én moi
truong 2 MS + nudce dira 150 mL/L + saccharose 20 g/L + agar 7 g/ + khoai
tay 50 g/L + than hoat tinh 0,5 g/L d¢ hinh thanh chdi sau 6 tuan nudi cdy. Sau
2 1an ciy chuyén, mdi 1an cach nhau 2 thang, chdi duoc ciy qua méi truong
MS ¢6 bd sung saccharose 30 g/L + khoai tay 50 g/L + nudc dira 200 mL/L +
agar 8 g/L + than hoat tinh 0,5 g/L + chat diéu hoa sinh truong NAA véi
ndéng d6 2 mg/L dé tao ré.
2.4.3. Thi nghiém 10. Panh gia sy sinh trwéng, phat trién va dic diém
hoa mét s6 dong lai trién vong trong diéu kién nha luéi

Sau 2 thang tir khi xt 1y tao r&, chon nhiing cdy con cé chiéu cao dong
déu (3 — 4 cm, co tir 4 — 5 14) chuyén ra vuon wom dé vom khoang 3 - 4 tuan.
Cay lan con duogc tréng trong chau, mdi chau mot cay, gia thé 1a dura miéng.
Quy trinh tréng va cham soc lan tuong tu thi nghiém 5. Theo ddi sinh truéng
va ra hoa ctia cac dong lai trién vong.
2.4.4. Thi nghiém 11. Nhén giéng vo tinh mot s6 dong dot bién trién vong
va danh gia su sinh truéng trong diéu kién in vitro
Cach thire thue hién: tuong ty thi nghiém 9
2.4.5. Thi nghiém 12. Panh gia sw sinh trwéng, phat trién va dic diém
hoa mjt s6 dong ddt bién trién vong trong diéu kién nha lwéi
Cach thire thue hién: tuong ty thi nghiém 10
2.4.6. Phwong phap xir 1y sé liéu

S liéu thi nghiém dugc phan tich va xir 1y bang phan mém SAS 9.1, so

sanh nghiém thirc t6t nhat nudi dudi hé thong dén LED véi nghiém thic doi
chting nudi dudi dén huynh quang thong qua viéc thuc hién kiém tra trac
nghiém T — test (thi nghiém 2). Phan tich da dang hinh théi va phan nhém ca
thé st dung phin mém Minitab 15, phan tich két qua di truyén bang phan
mém NTSYSpc (thi nghiém 8). Cac thi nghiém con lai sir dung phan mém
SPSS phién ban 19.0 dé xir 1y s6 licu.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. X4c dinh mot so diéu kién nudi ciy thich hop cho sw phat trién cia
hat lan lai Dendrobium thap ciy

D3 xac dinh duge moi trudng nudi cdy in vitro, ty 1& anh sang dung dén
LED d6 va LED xanh duong, cudng d6 chiéu sang tot nhat cho sy nay mam:
%2 MS + saccharose 30 g/L + khoai tdy 50 g/LL + nudc dira 200 mL/L + than
hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L & diéu kién anh sang (100D, 400 lux); nhan
chdi: ¥ MS + saccharose 20 g/L + khoai tiy 50 g/L + nudc dira 150 mL/L +
than hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L & ché do chiéu sang (75D: 25X, 800 lux);
tao ré&: MS + saccharose 20 g/L + khoai tdy 50 g/L + nudc dira 150 mL/L +
than hoat tinh 0,5 g/L+ agar 7 g/L & ché d6 chiéu sang (50D: 50X, 400 lux).
MBoi truong nudi cdy va ché do chiéu sang t6i wu nay da duoc sir dung cho
viéc nudi cdy hat lan lai cua céc t6 hop lai va protocorm sau khi chiéu xa véi
tia gamma “°Co.
3.2 Lai tao hoa lan Dendrobium thap ciy va chon loc mot s6 dong lai c6
trién vong

Trong 20 cip lai lan Dendrobium thip cdy nghién ctru, da co 15 t6 hop
lai dau qua véi ty 18 dau quéa trong khoang tir 25 — 100%. Trong 15 t6 hop
dau qua chi c6 9 t6 hop cho hat hiru thu bao gdbm: DM01x12, DM10x01,
DMI11x12, DMI11x18, DMI11x24, DMI2x11, DMI12x13, DMI2x14 va
DM24x11 véi ty 18 ddu qua tir 58,3 — 100% va ty 1& hat nay mam tir 63,7 —
97,3%.
3.2.1. Phan nhém va chon loc dong lai Dendrobium thap ciy trién vong
trién vong

Tiéu chi chon dong lai Dendrobium thip cdy trién vong theo dinh
hudng: ¢6 chiéu cao cay tir 15 - 20 cm, sb gia hanh tir 3 — 6 gia hanh, sb 14 tir
4 — 6 14, s6 hoa/phat hoa tlr 6 hoa tro 1én, duong kinh hoa tir 4,5 cm tro 1én,
c6 mau sic hoa khac vdi bb me.
Tir cac so sanh, danh gia sinh trudng va ra hoa cta cac to hop ndy trong

diéu kién in vitro va ngoai nha ludi da chon dugc 3 dong lai DM11x12:90,
DM 11x24:139, DM12x11:180 ¢6 trién vong.
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3.2.2. Pic diém hinh thai cia 3 dong lai Dendrobium thap ciy cé trién

vong dwogc chon lgc

T6 hop lai

Me

Bo

Me DM11
kinh

hoa: 6,43 c¢cm; s6

Puong

hoa: 9 hoa;chiéu
dai phat hoa:
28,93 cm; chiéu
cao gia hanh:
17,43 cm; sb gia
hanh: 4; sb 14: 5

la

Me DM11

kinh
hoa: 6,43 c¢cm; s6
hoa: 9
chiéu dai phat
hoa: 28,93 cm;
chiéu cao gia
hanh: 17,43 cm;
s6 gia hanh: 4;

Duong

hoa;

B6 DM12
kinh
hoa: 6,33 cm; s6
8,67 hoa;
chiéu dai phat
hoa: 21,77 cm;
chiéu cao gia
hanh: 12,30 cm;
s6 gia hanh: 4;

Puong

hoa:

s614: 514

B6 DM24

kinh
hoa: 4,87 cm; s6
hoa: 12,67 hoa;
chiéu dai phat
hoa: 28,67 cm;
chiéu cao gia
hanh: 8,53 cm;
s6 gia hanh: 6;

Puong

Con lai

Con lai 1
Dong DM11x12:90
buong kinh hoa: 6,5
cm; s6 hoa: 10 hoa;
chiéu dai phat hoa:
33,1cm :chiéu cao gia
hanh: 10,1 cm; s gia
hanh: 3; sb la: 4 1a.

Chiéu cao ciy: 18 cm.

Tubi tho hoa 35 ngay.

L1

Con lai 4
Dong
DM11x24:139
buong kinh hoa: 6
cm; s hoa: 9 hoa;
chiéu dai phat hoa:
28,5 cm; chiéu cao gia
hanh: 8,6 cm; sd gia
hanh: 3; sb la: 4 1a.

Hinh dang cay

Dong
DM11x12:90

Dong
DM11x24:139
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s6 14: 514

Me DM12

kinh
hoa: 6,33 cm; s6
8,67 hoa;
chiéu dai phat
hoa: 21,77 cm;
chiéu cao gia
hanh: 12,30 cm;
s6 gia hanh: 4;

sola:51a

Puong

hoa:

s 14: 4 14

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

s614:51a

Puong

hoa;

Chiéu cao cay: 17 cm.

Tubi tho hoa 37 ngay.

Dong
DM12x11:180

Puong kinh hoa: 5,8
cm; sd hoa: 10 hoa;
chiéu dai phat hoa:
36,9 cm; chiéu cao gia
hanh: 8,2 cm; s6 gia
hanh: 2;s6 1a: 6 la.
Chiéu cao cay: 19 cm.

Tubi tho hoa 40 ngay.

Dong
DM12x11:180

3.2.3. Quy trinh tao dong lan lai Dendrobium thap cay

Tu két qua nghién ctru ¢ ndi dung 1 vé xac dinh moét so di€u kién cho

su phat trién toi vu cta hat lan lai Dedrobium thap cy va noi dung 2 vé lai

tao hoa lan Dendrobium th?ip cay va chon loc mdt sb dong lai co trién vong

dd xay dung duoc quy trinh tao dong lan lai Dendrobium thap ciy thong qua

lai tao dwoc thé hién qua Hinh 3.11.
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Chon ciy bo me

Dendrobium thap cay

Lai tao 2 — 3 thang

Qua lan laj
Dendrobium thap cay

Y5 MS + saccharose 30 g/L + khoai tay 50
g/L + nudc dira 200 mL/L + than hoat tinh
0,5 g/LL + agar 7 g/LL
Anh sang 100% LED d6. 400 lux

Gieo hat
feo fia 1-2 thang
>
Protocorm

14 MS + saccharose 20 g/L + khoai tdy 50
g/L +nuodc dira 150 mL/L + than hoat tinh
0,5 g/L + agar 7 g/L
Anh sang 75% LED dé + 25% LED
xanh duong, 800 lux

5] 4thang

Chbi lan lai

MS + saccharose 20 g/L + khoai tdy 50
g/L + nudc dura 150 mL/L + than hoat
tinh 0,5 g/L+ agar 7 g/L
Anh sang 50% LED dé + 50% LED
xanh duong, 400 lux

Dendrobium thap ciy

2 thang
v

Cay con in vitro
hoan chinh

(thuan dudng) l (1 thang)

Cay con

Nha lusi (8-10 thang)

Cay truéng thanh

l Chon loc

Nhéan dong vo tinh
in vitro (10 — 12 thang) <

Ca thé c6 trién vong

22 thang

<«

Hinh 3.11. Quy trinh tao dong lan lai Dendrobium thap cay
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3.3. Chiéu xa gay dét bién in vitro protocorm lan Dendrobium thap ciy va
chon loc mjt s6 dong ddt bién cé trién vong
3.3.1. Xac dinh liéu LDs,

Trong céc to hop lai nghién ctu thi t6 hop lai DM12x13 ¢6 ty 1é dau
qua, s6 quéa/ciy va ty 16 nay mam 13 t6t nhat, du sé luong qua dé bd tri cac thi
nghiém nén trong ndi dung chiéu xa gay dot bién chon to hop lai DM12x13
dé thuc hién.

Ty 1& chét ctia t6 hop lai DM12xDM13 lan Dendrobium thap ciy sau
chiéu xa phu thudc vao liéu chiéu xa va thoi gian theo doi: lidu chiéu cang
cao va thoi gian theo ddi cang lau thi ty 1& chét cang cao: ty 18 chét sau 7
thang & liéu chiéu xa 100 Gy la 83,9.

100 -
50 |
&
—— $ 83,9
e 7O -
-
= 60 - 51,3 ! yvy=0.8314x-6.2048
_f 50 R2=0.9228
s 40 -
= 30
o
= 20 4
10
L 2
o 4
0 20 40 60 80 100
Liéu xa (Gv)

Hinh 3.13. Sy twong quan giita ty 18 chét va lidu xa cua to hop lai DM12x13
Dua vao ty 1 chét cua cac lidu xa dugc sir dung dé tinh tuong quan va
hoi quy va dat dugc phuong trinh y = 0,8314x - 6,2048, R* = 0,9228. Trén co
s phuong trinh nay, liéu gy chét 50% LDs, & 68 Gy. Viéc tim ra liéu LDs,
c6 ¥ nghia thiét thuc cho viéc xac dinh liéu gy tao dot bién mét cach hiéu
qua nhét.
3.3.2. Chiéu xa gay dot bién in vitro protocorm té hop DM12x13
O liéu chiéu 0 Gy (d6i chimg), liéu xa 20 Gy va 40 Gy, toc do ting
truong chiéu cao khong khac biét hoic khac biét rat nho. Tc d6 ting trudng
chiéu cao ¢ liéu xa 80 Gy cham dang ké so voi d6i chimg va gan nhu khong

tang truong.
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Sau 7 thang chiéu xa, cay con da c6 nhirng biéu hién bién di vé 14 va
than xuét hién ¢ tat ca cac lidu tir 0 - 80 Gy. Qua quan sat ghi nhan d6 1a
nhimg sai khac vé& hinh dang thén, 14 giita cac cAy chiéu xa va giira cay ddi
ching véi ciy chiéu xa nhu: vién mép céac 1a xé thuy nhiéu, mép 14 gon song
(rang cua), 14 dai, 14 tron, 14 6ng, 14 to, 14 dinh, 14 nhiéu gan.Tan suit bién di
hinh théi 14 khi xtr 1y chiéu xa cay in vitro 1a twong d6i cao. Mau sic 14 d&
man cam véi tia phong xa gamma (y), cac bién di diép luc phat sinh nhiéu
trong day liéu xa 20-80Gy.

Viéc chiéu xa gay dot bién ddi véi t6 hop lan lai DM12xDM13 d3 ghi
nhan dugc mot sb bién di in vitro: bién dj ciu tric, mau sic than (than chia
mic (thip cdy), than to (thdp cdy), nhiéu gia hanh (thap ciy), gia hanh dang
ct hanh (thap cdy), than dinh, than chinh nay chdi, thin xanh nhat, thdn xanh
dam, than tim); bién di cau trac 14 (la xodn, 14 day, 1a dai, 14 tron, 14 rang cua,
14 dng, 14 x¢é thuy, 14 d6i xtmg, 14 to, 14 dinh, 14 nhiéu gan); bién di mau sic 14
(1a tim, 1a tréng xanh, 14 xanh dam, 14 tréng — xanh, 14 vang- xanh, 14 xanh
nhat). Ngoai ra, khi theo ddi t6 hop lai chiéu xa DM12xDM13 con ghi nhan
mdt s6 bién di la: di bién d6i vé mau sic 1a (diép luc) va hinh théi cay (khong
tao ré), bién dij ra hoa sém trong diéu kién in vitro.

Chiéu xa tia gamma “Co ¢ liéu luong 20, 40, 60 Gy thich hop tao phd
bién di rong, da dang, c6 anh hudng khac biét dén dic diém sinh trudng, bién
di hinh thai va mau sic cta cac bd phan cua cay nhu than, la.

3.3.3. Chon loc mjt s6 dong dot bién cé trién vong trong diéu kién nha
lwéi

Tu cac ca thé di ra hoa cua to hop lai chiéu xa nghién ctru, dua vao tiéu
chi chon dong Dendrobium thap cay dot bién trién vong theo dinh huéng: c6
chiéu cao cay tir 15 - 20 cm, sb gia hanh tir 3 — 6 gia hanh, s6 14 tir 4 — 6 14, s6
hoa/phéat hoa tir 6 hoa tr¢ 1€n, duong kinh hoa tir 4,5 cm tré 1€n, c6 mau Sac
hoa khéac véi bd me, da chon duge 3 dong Dendrobium thép cay dot bién

trién vong bao gom:
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1/ Dong DM 12x13-20Gy:38

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

- Pic diém hoa: hoa mau tring phét tim nhat, &
gitra phia trong mo6i hoa c6 mau tim dam, cdnh hoa
xép chong 1én nhau. cac canh hoa thang, khong co
16ng, phat hoa c6 dang chum, kiéu phat hoa moc &
dinh chdi, sb phat hoa/gia hanh: 1; chiéu dai phat
hoa: 15 cm; chiéu dai doan mang hoa: 7 cm; dudng
kinh hoa: 6,8 cm; sb hoa/phéat hoa: 6 hoa; do bén cua
hoa: 32 ngay. Pic diém than 1a: L4 day, mau xanh
dam, hinh miii mac, ban rdng, kich thudc 1a 12,5 x
2,4 cm. Gia hanh chic khoe, hinh ct hanh lun, co
chiéu cao 8,5 cm, duong kinh 2,8 cm. Cay cao 17
cm.

2/ Dong DM12x13-40Gy:76

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

- Pic diém hoa: hoa mau tring, ¢ giita phia
trong moi hoa c¢6 mau tim soc, canh hoa xép chdng
1én nhau. Canh hoa hoi cong vé phia sau, c6 16ng,
phét hoa udn cong hinh chit s, kiéu phat hoa moc &
dinh chdi, moi hoa huéng 1én trén. sd phat hoa/gia
hanh: 1; chiéu dai phat hoa: 20 cm; chiéu dai doan
mang hoa: 14 cm; duong kinh hoa: 4 cm; s hoa/phat
hoa: 7; d6 bén cua hoa: 28 ngay. Pic diém than la:
L4 mong, mau xanh nhat, miii 1a nhon, kich thudc 14
9,5 x 2,4 cm. Nhiéu gia hanh, gid hanh cao 11 cm,
duong kinh 1,6 cm. Cay cao 18 cm.

b
N\ *“

Dong DM12x13-20Gy:38

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

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

- Pic diém hoa: hoa mau tring xanh, phia trong moi
hoa c¢6 mau xanh. Cac canh hoa cong vé phia sau,
khong c6 16ng, phat hoa c¢6 dang chum, kiéu phat
hoa moc & dinh chdi; sé phat hoa/gia hanh: 1; chiéu
dai phat hoa: 21 cm; chiéu dai doan mang hoa: 11
cm; duong kinh hoa: 5,5 cm; $6 hoa/phat hoa: 6; do
bén cua hoa: 45 ngay. Dic diém than 14: L4 day, mau
xanh dam, miii 14 nhon, kich thudc 14 10,5 x 1,8 cm.
Gia hanh to va lun, c6 chiéu cao 8,2 cm, duong kinh

2,8 cm. Cay cao 15 cm.

Dong DM12x13-40Gy:142

3.3.4. Quy trinh tao dong lan Dendrobium thap ciy dot bién

Tu két qua nghién ctru 6 ndi dung 1 vé xac dinh mot s6 di€u kién cho

su phat trién toi wu cua hat lan lai Dedrobium thap cy va ndi dung 3 vé chiéu

xa gdy dot bién in vitro hat Dendrobium thap cdy va chon loc mot s6 dong

dot bién c6 trién vong c6 thé rit ra quy trinh tao dong lan Dendrobium thap

cay dot bién va duoc thé hién qua Hinh 3.18.
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Dendrobium thip ciy

bb me <
Lai tao 2 — 3 thang
Qua lan lai Dendrobium Chiéu
thip cay
Xxa
14 MS + saccharose 30 g/L + khoai tay 50 | Gieo hat gamma
5 saccharose oai tay ico ha oy e 20
o/L + nudc dira 200 mL/L + than hoat tinh | 1 g 4o 60
0,5 g/L + agar 7 g/L (’}
Anh séng 100% LED do, 400 lux / Y
%2 MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50 Protocorm
g/L +nudc dira 150 mL/L + than hoat tinh
, 0,5 g/L +agar7 g/L 4 thang
Anh sang 75% LED d6 + 25% LED xanh 26 thang
duong, 800 lux v
Chdi Dendrobium thap ciy
chiéu xa
MS + saccharose 20 g/L + khoai tdy 50 g/L
+ nudc dira 150 mL/L + than hoat tinh 0,5
g/L+agar 7 g/L —>| 2 thang
Anh sang 50% LED d6 + 50% LED xanh
duong, 400 lux Cay con chiéu xa

in vitro hoan chinh

(thudn dudng) | (1 thang)
v

Cay con chi€u xa

Nha luéi (8-10 thang)
v

Cay trwéng thanh chiéu xa

l Chon loc

Ca thé dot bien co trién vong |

Nhén giéng vé tinh in vitro

A

Hinh 3.18. Quy trinh tao dong lan Dendrobium thap cay dot bién
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3.4. Panh gia sy khac biét di truyén va nhan giong mét sé dong lai, dong
dot bién c6 trién vong

3.4.1. Panh gia sy khac biét di truyén giira 8 dong lan Dendrobium thap
ciy b6 me véi 8 dong con lai va 3 dong ddt bién trién vong.

Két qua phan tich san pham khi khuéch dai 10 primer cho thay c6 bbn
primer A2, A4, A5 va Al8 cho két qua da hinh tdt nhat. Chinh vi vay, bdn
primer nay dugc chon dé phén tich sy khac biét vé& di truyén dbi véi cac ca
thé dot bién so véi ca thé con lai va bd me cua ching.

Dung primer OPA2 da xac dinh dugc 3 ca thé con lai DM11x12:90 c6
kich thudce 550, 800, 1600bp; con lai DM 11x24:139 ¢6 kich thudce 550, 700,
800, 1000, 1600bp; con lai DM12x11:180 c6 kich thudc 550, 600, 900,
1000bp, khac véi kich thude biang cua b me. 3 ca thé dot bién DM12x13-
20Gy:38 co kich thude 550, 900, 1600bp; DM12x13-40Gy:76 c6 kich thude
800, 1000bp; DM12x13-60Gy:142 c6 kich thudc 550, 900, 1000, 1500,
1600bp khéc véi kich thude bang ciia bé me va con lai dbi ching.

Panh gia su khac biét di truyén bang chi thi phan tit RAPD cho thdy 3
c4 thé d6t bién c6 sy khac biét vé mat di truyén so véi 8 ca thé con lai va 8
gidng bd me. Trong d6 ca thé dot bién DM12x13-40Gy:76 c6 su khac biét di
truyén 16n nhat (hé s6 twong dong di truyén DM12x13-40Gy:76 - DM18 1a
0,48) va sy khéc biét di truyén thip nhét 13 c4 thé con lai DM12x13:184 (hé
s6 twong dong di truyén con lai DM12x13:184 - con lai DM12x13:186 1a
0,86).

3.4.2. Nhan dong vo tinh va khio sat sinh truwéng, phat trién 3 dong lai, 3
dong dot bién c6 trién vong trong diéu Kién in vitro

Ba dong lai ¢6 trién vong duoc nhan dong in vitro bang phuong phap
nudi cdy lat mong té bao gdém dong DMI1x12:90, DM11x24:139 va
DM12x11:180. Ba dong dot bién c6 trién vong duoc nhan dong in vitro bang
phuong phap nudi cdy lat mong té bao gdm dong DMI12x13-20Gy:38,
DM12x13-40Gy:76, DM12x13-60Gy:142.

Két qua d3 nhan gidng in vitro dugce 300 cay con tir mdi dong lai, dong

dot bién co6 trién vong d€ dua ra nha ludi khao sat sinh truéng, phat trién.



23
3.4.3. Khao sat sinh truéng, phat trién 3 dong lai, 3 dong dot bién c6
trién vong trong diéu kién nha lwéi
Ty 1€ cdy ra hoa tai thoi diém 10 thadng sau khi trong trong nha luéi cua

cac dong chon loc khéac nhau cling khac nhau, trong d6 dong DM12x11:180
c6 ty 1€ cay ra hoa cao nhat, dat 52% va khac biét c6 y nghia théng ké so voi
2 dong con lai. Dong DM11x24:139 ¢6 ty 1€ cay ra hoa dat 45% va dong
DM 11x12:90 ¢6 ty 18 ciy ra hoa dat thap nhat 12 31% tai thoi diém 10 thang
sau khi trong trong nha ludi.

Két qua ghi nhan ty 1€ cay ra hoa ctia cac dong dot bién chon loc dat tir
34,8 % - 44,8 % tai thoi diém 10 thang sau khi trong trong nha ludi.

KET LUAN VA PE NGHI

Két luan

D3 x4c dinh duge moi truong nudi cdy in vitro, ty 1& anh sang dung dén
LED d6 va LED xanh dwong, cudng d6 chiéu sang tot nhat cho s ndy mam:
%2 MS + saccharose 30 g/L + khoai tdy 50 g/LL + nudc dira 200 mL/L + than
hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L & diéu kién anh sang (100D, 400 lux); nhan
chodi: 4 MS + saccharose 20 g/L + khoai tay 50 g/L + nudc dira 150 mL/L +
than hoat tinh 0,5 g/L + agar 7 g/L & ché do chiéu sang (75D: 25X, 800 lux);
tao ré: MS + saccharose 20 g/L + khoai tdy 50 g/L + nudc dira 150 mL/L +
than hoat tinh 0,5 g/L+ agar 7 g/L & ché do chiéu sang (50D: 50X, 400 lux).
Moi trudng nudi cdy va ché do chiéu sang tdi uu nay da dugc st dung cho
viéc nuoi cdy hat lan lai cua céac té hop lai va protocorm sau khi chiéu xa véi
tia gamma *’Co.

Trong 20 cip lai lan Dendrobium thip cdy nghién ctru, da c6 15 t6 hop
lai dau qua véi ty 18 dau quéa trong khoang tir 25 — 100%. Trong 15 t6 hop
dau qua chi c6 9 to hop cho hat hiru thu vai ty 1€ dau qua tor 58,3 — 100% va
ty 1€ hat nay mam tr 63,7 — 97,3%. Tir cic so sanh, danh gia sinh truong va
ra hoa cua céc to hop nay trong diéu kién in vitro va ngoai nha ludi da chon

duogc 3 dong lai DM11x12:90, DM11x24:139, DM12x11:180 c6 trién vong.
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Pi xdy dung dugc quy trinh dé chon tao dong lan lai Dendrobium thap
ciy co trién vong bang phuong phép lai tao gdm 7 budc co ban trong thoi
gian 22 thang.

Pi xac dinh duoc liéu gy chét 50% (LDso) 1a 68 Gy ddi voi protocorm
ctia to hop DM12x13. Khi chiéu xa tia gamma ®’Co trén protocorm, cac licu
20, 40 va 60 Gy déu co tac dung tang tan suét bién di voi phé bién di rong, da
dang vé cAu triic hoa, mau sic hoa, than, 14 va céac tinh trang vé giam chiéu
cao, ra hoa som trong diéu kién in vitro. Két qua so sanh, sang loc trong diéu
kién nha ludi dd chon dugc 3 dong dot bién co trién vong DMI12x13-
20Gy:38, DM12x13-40Gy:76 va DM12x13-60G:142.

Pi xay dung duoc quy trinh chon tao dong lan Dendrobium d6t bién
thp cy co trién vong bang phuong phap chiéu xa tia gamma méu protocorm
v6i 10 budce co ban trong thoi gian 26 thang.

Sau khi sang loc, da xac dinh 4 primer phu hop nhat 13 OPA2, OPA4,
OPAS5 va OPA18 dé danh gia su khac biét di truyén giira 8 gidng bd me, 8
dong con lai va 3 dong do6t bién. Dong dot bién DM12x13-40Gy:76 c6 su
khac biét di truyén 16n nhét so v6i gibng me DM12 va cac dong con lai (hé
s6 tuong dong di truyén 1a 0,48 - 0,86). P4 nhan vo tinh ca 3 dong
Dendrobium thip cay lai, 3 dong Dendrobium thip cy dot bién c6 trién vong
¢6 chiéu cao tir 15 — 20 cm v6i 6 hoa/ phét hoa trd 1én, dudng kinh hoa tir 4,5
cm tré 1én, mau sic hoa khac voi bd me..

Pé nghi

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

Nghién ctru quy trinh trdng, cham séc cac dong lan lai Dendrobium va
cac dong Dendrobium dot bién thip cay.

Theo ddi, danh gia 5 dong lan lai Dendrobium thap ciy tiém nang dé tiép
tuc chon loc.

Theo dbi tit ca cac to hop lai; tim hiéu quy luat phan ly tinh trang cta
cac t6 hop lai.

Dung cac phuong thire tiép cdn méi dé phan tich, danh gia di truyén va

dic diém phan ly cua céc t6 hop lai.
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