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ABSTRACT

In this research, seeds of DM12x13 dwarf Dendrobium cross-breeding
germinated on 1

2
MS medium after 40 days were irradiated by 60Co

source with various doses to determine LD50 (Lethal Dose 50%).
After LD50 had been determined, protocorms of DM12x13 dwarf
Dendrobium cross-breeding was irradiated by gamma rays from 60Co
source in 5 doses: 0 Gy (control), 20 Gy, 40 Gy, 60 Gy and 80 Gy, dose
rate 90 Gy/h to study the effect of gamma radiation on mutagenicity
and evaluate the growth of these mutations in vitro. The result showed
that the lethal dose of hybrid DM12x13 Dendrobium protocorm under
the effect of 60Co gamma ray was 68 Gy. Survival ratio, growth and
the ability to growth of plants reduced in higher doses and dead ratio
were 100% when irradiated more than 80 Gy after 7 months. The
effective doses for treating protocorm of DM12x13 crossbred lines were
20, 40 and 60 Gy. These doses were suitable for increase frequency of
variation with generating wide-spread, diverse in structure and color
of stems and leaves.
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TÓM TẮT

Trong nghiên cứu này, hạt của tổ hợp lai DM12x13 lan Dendrobium
thấp cây nảy mầm trên môi trường 1

2
MS sau 40 ngày gieo được sử

dụng làm vật liệu chiếu xạ để xác định liều gây chết 50% (LD50). Sau
khi xác định được LD50, tiến hành chiếu xạ gây đột biến protocorm
của tổ hợp lai DM12x13 ở các liều 0, 20, 40, 60, 80 Gy; suất liều 90
Gy/h để nghiên cứu ảnh hưởng của chiếu xạ gamma 60Co đến khả
năng gây đột biến và đánh giá sự sinh trưởng của các biến dị thuộc tổ
hợp lai DM12x13 trong điều kiện in vitro. Kết quả cho thấy liều gây
chết 50% mẫu sau chiếu xạ 7 tháng được xác định là 68 Gy. Tỷ lệ sống
sót, khả năng sinh trưởng phát triển của cây giảm khi liều chiếu xạ
càng cao, cây gần như chết 100% từ liều 80 Gy trở lên sau chiếu xạ 7
tháng. Khi chiếu xạ tia gamma 60Co 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, màu sắc thân, lá.

1. Đặt Vấn Đề

Hoa lan hiện nay đang là mặt hàng xuất khẩu
chiến lược, mang lại nguồn lợi kinh tế cao cho
nhiều quốc gia. Lan Dendrobium mini thuộc
giống Dendrobium có thân cây thấp, dễ trồng,
sinh trưởng nhanh, dễ ra hoa nhưng còn nhiều
hạn chế như: màu sắc, kiểu dáng, kích thước và
độ bền... Để khắc phục vấn đề này thì việc chọn
tạo giống mới là con đường thiết yếu. 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 (Le & ctv., 1997). Đối với các cây trồng
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 (Le, 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 Dendro-
bium 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. Hơn nữa,
xử lý đột biến vật liệu nuôi cấy mô là cần thiết
để tăng hiệu quả gây đột biến (Do, 2011). Mục
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đích của nghiên cứu là ứng dụng phương pháp
gây đột biến phóng xạ bằng tia gamma 60Co để
gây tạo và phân lập các dòng biến dị triển vọng
làm nguyên liệu ban đầu phục vụ cho công tác
chọn tạo giống lan Dendrobium thấp cây mới.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

Quả lan Dendrobium thấp cây thuộc tổ hợp lai
DM12x13 có nguồn gốc từ bộ sưu tập tại Trạm
Huấn luyện và Thực nghiệm Nông nghiệp Văn
Thánh thuộc Trung tâm Khuyến Nông TP.HCM
(Nguyen & ctv., 2017c). Quả lan được khử trùng
và gieo hạt trên môi trường 1

2 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 dưới điều
kiện ánh sáng 100% LED đỏ, 400 lux (Nguyen &
ctv., 2017a). Sau 40 ngày gieo, protocorms được
sử dụng làm vật liệu để chiếu xạ gamma 60Co,
liều xạ 0 Gy (đối chứng), 20, 40, 60, 80 và 100
Gy để xác định LD50. Tỷ lệ chết của protocorm
sau chiếu xạ 3, 5 và 7 tháng, được tính theo công
thức:

Tỷ lệ chết (%)= Số protocorm chết/Tổng số
protocorm × 100.

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).

Sau khi xác định được LD50, tiến hành chiếu xạ
gây đột biến protocorm của tổ hợp lai DM12x13
ở các liều 0, 20, 40, 60, 80 Gy; suất liều 90 Gy/h
để nghiên cứu ảnh hưởng của liều xạ gamma 60Co
đến khả năng gây đột biến và đánh giá sự sinh
trưởng của các biến dị thuộc tổ hợp lai DM12x13
trong điều kiện in vitro. Protocorm sau chiếu xạ
được nuôi cấy trên môi trường 1

2 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, điều kiện
ánh sáng 75% LED đỏ + 25% LED xanh dương,
800 lux trong 4 tháng để tạo chồi (cấy chuyền
mỗi 2 tháng 1 lần). Chồi lan được nuôi cấy trên
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; điều kiện ánh sáng 50%
LED đỏ + 50% LED xanh dương, 400 lux trong
2 tháng để tạo rễ (Nguyen & ctv., 2017b). 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 × 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.

Số liệu được phân tích và xử lý bằng phần mềm
Microsoft Excel.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Xác định liều LD50

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 (Do, 2011).

Tỷ lệ chết của protocorms tổ hợp lai DM12x13
sau chiếu xạ theo thời gian được thể hiện qua
Hình 1 và Hình 2.

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 & ctv. (2008)
trong nghiên cứu ảnh hưởng của tia gamma các
mức 15 - 30 - 60 Gy chiếu xạ lên cây Chrysan-
themum 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.

Hình 3 cho thấy mối tương quan thuận (R2 =
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. 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%) 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. 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
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Hình 1. Ảnh hưởng của liều xạ đến tỷ lệ chết của tổ hợp lai DM12x13 lan Dendrobium thấp cây sau chiếu
xạ.

Hình 2. Ảnh hưởng của liều chiếu xạ tia Gamma 60Co đến sức sống của protocorm tổ hợp lai DM12x13
sau 3 tháng chiếu xạ: (a) Đối chứng 0 Gy, (b) 20 Gy, (c) 40 Gy, (d) 60 Gy; (e) 80 Gy, (f) 100 Gy.

máy di truyền của thực vật (Do, 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, R2 = 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.
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Hình 3. Sự tương quan giữa tỷ lệ chết và liều xạ của tổ hợp lai DM12x13 sau 7 tháng chiếu xạ.

Hình 4. Ảnh hưởng của liều xạ đến tốc độ tăng trưởng chiều cao cây con in vitro của tổ hợp lai DM12x13
theo thời gian.

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. Le & ctv. (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 & ctv. (2008)

trong nghiên cứu ảnh hưởng của liều tia gamma
chiếu xạ lên cây Chrysanthemum morifolium.

Hình 4 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 giữa
các nghiệm thức. 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)
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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.

3.2.1. 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 1, 2 và 3.

Bảng 1, 2 và 3 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 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) (Nguyen, 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 - 80 Gy. Dựa vào sự biến
đổi màu sắc lá và một số tính trạng có thể phân
thành các dạng đặc trưng: bạch tạng (trắng), 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
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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 (Pham, 2006).

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
(Pham, 2006).

Chọn lọc hình thái các cây con từ các tổ hợp lai
là việc làm cần thiết. Theo Do & Nguyen (2003),
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. 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 (Do
& Nguyen, 2003). 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 Co60 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 (Pham, 2006).

4. Kết Luận

Tỷ lệ chết của tổ hợp lai lan Dendrobium thấp
cây tăng dần theo thời gian và liều lượng chiếu
xạ. Sau 7 tháng chiếu xạ, liều xạ gây chết LD50

của tổ hợp lai DM12x13 lan Dendrobium thấp
cây là 68 Gy. Sự sinh trưởng của cây con in vitro
được xử lý với liều xạ 20, 40 và 60 Gy không có
sự khác biệt so với đối chứng, trong khi sự sinh
trưởng của cây con in vitro được xử lý với liều
xạ 80 chậm đáng kể so với đối chứng và gần như
không tăng trưởng. Chiếu xạ tia gamma 60Co ở
liều lượng 20, 40 và 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
thân, lá của cây con in vitro.

Lời Cảm Ơn

Xin chân thành cảm ơn Sở Khoa học và Công
nghệ TP.HCM đã hỗ trợ kinh phí để thực hiện
nghiên cứu này.
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