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INTRODUCTION

The overall decline in biodiversity has dramatically 
increased in recent years, therefore, it is imperative 
to implement conservation strategies to conserve and 
propagate plant genetic resources from each geographi-
cal area (Deplazes-Zemp 2018). Previously, valuable 
clonal plants, that have unique characteristics were 
conserved by traditional vegetative propagation instead 
of sexual reproduction (Rajasekharan and Sahijram 
2015), however these techniques are difficult to mass 
production of seedlings (Högberg 2003). To overcome 
the disadvantage of the traditional method, in vitro 
tissue culture has been applied to generate mass plant-
lets from a few initial explants (Hussain et al. 2012). 
Commonly, apical meristem or axillary buds, which 
retain good developmental capacity, were preferred 
as initial materials to differentiate tissues in in vitro 
propagation (Rajasekharan and Sahijram 2015). Sofar 
different crops, flowers, and fruitswere successfully 
micropropagation using artificial media with suitable 
growth hormone regulators (Hasnain et al. 2022). 

Among floral varieties, orchids are famous orna-
mentals with a global marketing industry, but they 
are recently at risk of extinction in nature (Zhao et al. 
2021). Previously, growing orchids in the wild mainly 
depended on vegetable regeneration because their seeds 
lack endosperm and have a very low germination rate 
(Zhao et al. 2021). To overcome that fact, the micro-
propagation technique has been successfully applied 
to generate orchid plantlets from seeds and somatic 
tissues (Chugh et al. 2009) that are important to the 
market and maintain the orchid gene pool (Reddy et 
al. 2020). So far, many orchid species have been suc-
cessful cultured by seed germination in aseptic condi-
tions as Laelia anceps Lindl. (Ramírez-Mosqueda et 
al. 2019), Epidendrum nocturnum (De Stefano et al. 
2022), Vanda pumila Hook. f. (Maharjan et al. 2019), 
Dendrobium secundum (Ramasoot et al. 2022), Dendro-
bium anosmum Lindl. (Nguyen et al. 2022b), however, 
it is valuable to note that the in vitro propagation of 
orchid seeds may generate heterozygous plantlets with 
chimeric traits. Therefore, some group, recently, tried to 
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Abstract
Dendrobium anosmum ‘Tim Hue’ is a local orchid from the Thua Thien Hue wild forest with typical color and 
fragrance, needing conservation measures. This study focuses on in vitro propagation of ‘Tim Hue’. Nodal 
segments used as initial explants were disinfected in 2% NaClO and 0.1% HgCl2 for 10 min, resulting in 66.7% 
aseptic explants. Axillary shoot induction was best (88.9%) in Murashige and Skoog (MS) medium contain-
ing 1.5 mg l-1 BAP and shoot multiplication was optimal in the same medium supplemented with 1.5 mg l-1 
BAP and 0.5 mg l-1 IAA, with an estimated average of 6.0 shoots with 3.0 cm in length and 4.7 leaves after 
eight weeks of culture. Also, MS medium supplemented with 1 g l-1 activated charcoal, and 0.7 mg l-1 NAA or  
0.5 mg l-1 IAA was found the most efficient medium for the rooting of shoots. ‘Tim Hue’ plantlets were well 
acclimatized to the nursery conditions with a survival rate of 97.8% on coconut coir and rice husk coal (1 : 1, 
w : w) or 95.6% on fern board with sphagnum moss.
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use somatic tissues as initial material to micropropaga-
tion of valuable orchid, such as Dendrobium palpebrae 
Lindl. (Bhowmik and Rahman 2020), D. trankimianum 
T. Yukawa (Bing et al. 2018), Phalaenopsis amabilis 
cv. Detroit (Balilashaki et al. 2021).

Vietnam has various native orchids with unique 
ornamental characteristics, and some of them were 
propagationand conservation by somatic in vitro culture 
(Bing et al. 2018, Nguyen et al. 2018, Vu et al. 2019).
However, it needs to pay more attention to saving 
natural orchids. Dendrobium anosmum ‘Tim Hue’, 
originated from Thua Thien Hue wild forest, is an at-
tractive orchid species with violet flowers and a sweet, 
gentle fragrance. Unfortunately, this orchid is subject to 
indiscriminate exploitation and is at risk of extinction 
from wild habitats. Moreover, the ability to propagate 
‘Tim Hue’ in the wild is rare due to the low frequency 
of seed germination and the infrequent bud develop-
ment from stocks. Therefore the aim of our study was to 
study the effect of different plant growth regulators and 
their concentrations for in vitro propagation by axillary 
shoots and acclimatization of the produced plantlets.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and surface disinfection of the explants
D. anosmum ‘Tim Hue’ from the wild forest in 

Thua Thien Hue province, Vietnam was collected and 
grown in the net house (Institute of Biotechnology, 
Hue University). 

Healthy, disease-free nodal segments about 15-20 cm  
long of D. anosmum ‘Tim Hue’ were collected in June/
July 2021. They were washed under running water, and 
gently shaken with a diluted commercial soap for 5 min, 
then rinsed several times with tap water to completely 
remove the residue of soap. The isolated nodal segments 
6-7 cm in length, were placed in a 500 ml Erlenmeyer 
flask and washed again every 2 min by shaking them 
in distilled water 2-3 times. Disinfection was carried 
out using 2% NaClO for 10 min (David et al. 2022), 
3% H2O2 for 10-20 min (De Stefano et al. 2022), and 
0.1% HgCl2 for 5-10 min (Bing et al. 2018) and a dif-
ferent combination of 2% NaClO, 3% H2O2, and 0.1% 
HgCl2 (Table 1). Finally, the explants were rinsed with 
sterile distilled water 3-4 times before embedding in 
modified plant growth regulators (PGRs)-free MS me-
dium (Murashige and Skoog 1962) supplemented with 
100 ml l-1 coconut water; 7 g l-1 agar, 30 g l-1 sucrose, 
and 60 g l-1 potatoes paste). The nutrient medium was 
adjusted to pH 5.8 before being autoclaved and then 
poured into a square-bottomed polypropylene (PP) bag 
with approximately 70 ml of medium/bag (Nguyen et 
al. 2022c) and the in vitro culture conditions were set 
at 25 ± 2°C, and photosynthetic photon flux density 
(PPDF) was between 13.5-27 µmol s-1m-2 for 8 h/day 
if not further note.

To evaluate the effect of different factors on disinfec-
tion, the percentage of infected explants was counted 
after a week.

Axillary shoot induction
The disinfected nodal segments were transferred to 

modified MS medium, and supplemented with 0.0, 0.5, 
1.0, 1.5, and 2.0 mg l-1 of 6-benzylaminopurine (BAP) 
for axillary shoot induction. Three replications, each 
containing 10 explants were used per treatment. The 
percentage of regenerated shoots from buds, the number 
and the average length of shoots were monitored after 
eight weeks. 

Multiplication of shoots
The isolated axillary shoots were cultured in modi-

fied MS medium containing mixed treatments of dif-
ferent concentrations (0.0, 0.1, 0.3, 0.5, and 0.7 mg l-1)  
of indole-3-acetic acid (IAA) and BAP. The shoot 
proliferation coefficient, average shoot length, number 
of leaves, and shoot morphology were monitored after  
8 weeks of culture.

Shoot proliferation coefficient (H) was calculated as:

H =   
number of shoots after 8 weeks

      
 initial  number of nodal segments

Rooting of adventitious shoots 
Adventitious shoots (3-4 leaves and 3-4 cm in 

length) were excised and cultured to modified MS 
medium supplemented with α-naphthaleneacetic acid 
(NAA) (0.0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, and 1.0 mg l-1) or IAA 
(0.0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, and 1.0 mg l-1) and 1 g l-1 activated 
charcoal (Nguyen et al. 2022b). The rooting ability is 
determined by the percentage of rooted shoots, the 
average length, and number of roots after eight weeks. 

Each treatment had six replications, and five shoots 
were used in each replication.

Acclimatization of the plantlets
The plantlets with 4-5 cm in length, 5-6 roots, and 

5-6 true leaves were acclimated in a net house covered 
with a plastic roof and sun mesh shade to maintain 
PPDF between 18.5-37 µmol s-1m-2, earthen floor with 
tarps, and equipped with an irrigation system to produce 
mish which helps to maintain the temperature in the 
range 25-32°C. All plants in aseptic culture bags were 
hung on cloth ropes in the net house for two weeks 
before taking out and planting in different substrates 
(Teixeira da Silva et al. 2017). After acclimatization of 
plantlets in the aseptic condition in the net house for 
two weeks, the agar-containing medium was removed 
from the roots by washing in tap water, and the plantlets 
were planted in mixed coconut coir and rice husk char-
coal (1 : 1, w : w; CT1) (Nguyen et al. 2021); coconut 
coir and  sphagnum moss (1 : 1, w : w; CT2); coconut 
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coir and pine bark (1 : 1, w : w; CT3); sphagnum moss 
(CT4); Coconut coir (CT5); fern board (20 × 15 cm) 
with sphagnum moss (Kang et al. 2020) (CT6) or Star 
apple wood board (20 × 15 cm) with sphagnum moss 
(Pradhan et al. 2014) (CT7). After 12 weeks, the sur-
vival rate, stem length and diameter, number of leaves, 
leaf size, shape, and color of plantlets were monitored. 
Three replications, each containing 10 plantlets were 
used per treatment. Stem length was measured from the 
base to the tallest leaf using a straight ruler (Nguyen 
et al. 2022c).

Statistical analysis
The data were analyzed by Microsoft Excel 2019 

and IBM SPSS Statistics 26 software. The LSD stand-
ard (for a reliability of 95%), and ANOVA (Duncan’s 
test) for each treatment were calculated to evaluate the 
significance of differences.

RESULTS AND DISCUSSION

Disinfection of nodal segments
The combination of 2% NaClO and 0.1% HgCl2 

for 10 min (CT6), was the best for decontaminant of 
initial explants, of which the disinfection rate reached 
66.7%, while 11.1% and 22.2% were infected or dead, 
respectively. The treatments with 2% NaClO alone 
(CT1) or mixed with 3% H2O2 at 10 min (CT2), 15 
min (CT3), and 20 min (CT4) showed a high ratio 
of infected and dead enplants, of which CT1 and 
CT2 had no clean and viable explants, CT3, and CT4 
gradually increased clean sample rate with 11.1 and 
33.3%, respectively; whereas the infection rate reduced 
from 100% (CT1) to 88.9% (CT2), 66.7% (CT3) and 
44.4% (CT4) and death rate increased from 0 (CT1), 
to 11.1% (CT2), 22.2% (CT3 and CT4). Notably, 2% 
NaClO mixed with 0.1% HgCl2 at 15 min (CT7) had the 
lowest infected rate (4.6%) but the highest death rate 
(64.1%) whereas 2% NaClO mixed with 0.1% HgCl2 
at 5 min (CT5) had lower death rate (11.1%) but high 
infection rate (66.7%) (Table 1). This result suggested 

that the 2% NaClO and 0.1% HgCl2 combination was 
better for disinfection than 2% NaClO and 3% H2O2, 
but the long-term exposure to HgCl2 could be toxicity 
or induced tissue degeneration leading to an increased 
number of dead explants (Table 1). Our results were 
consistent with the observation of Hashim et al. (2021) 
who performed the similar experiment in Clinacanthus 
nutans (Burm. f.) Lindau.

Previously, many researchers focused on the in vitro 
propagation of Dendribium but few reports use somatic 
tissues to produce plantlets (Teixeira Da Silva et al. 
2016, Deb and Jakha 2020, Nguyen and Nguyen 2021 
Nguyen et al. 2022b,c). Among the reports, NaOCl, 
EtOH, and HgCl2 are the main disinfection reagents 
(Asghar et al. 2011, Dohling et al. 2012, Priya Kumari 
et al. 2013, Winarto et al. 2013, Ju et al. 2016). Dohling 
et al. (2012), reported that D. longicornu Lindl. was 
successfully disinfected in 10% NaClO for 10 min and 
0.1% HgCl2 for 2 min and a survival rate of explants was 
nearly 90%. Similarly, the study from the Winarto et 
al. (2013) showed that 1% Tween 20 and 0.05% HgCl2 
were sufficient to remove infections from D. zahra 
FR62 with up to 87% of explants surviving. Recently, 
Ju et al. (2016) reported that D. candidum Wall ex Lindl. 
had a survival rate reaching 97% after treatment with 
70% EtOH and 0.1% HgCl2. Compared to the reports 
of Dohling et al. (2012), Winarto et al. (2013), and Ju et 
al. (2016), our result had a lower aseptic survival rate. 
However, this phenomenon may due to ‘Tim Hue’ was 
collected from a wild forest and being contaminated 
seriously with microorganisms, particularly fungi which 
are tough to treat, and the explants are more sensitive 
to HgCl2 than other Dendribium species (Xing et al. 
2011, Wang et al. 2022).

Regeneration of axillary shoots 
On the plant growth regulators (PGRs)-free me-

dium, the axillary shoot induction rate, number of 
shoots, and shoot length were the lowest, reaching 
12.7%, 0.7 shoots with 0.6 cm, respectively (CT1). The 
shoot regeneration rate gradually increased according to 

Table 1. Effect of disinfectant and disinfection time on the survival rate of D. anosmum ‘Tim Hue’.

Treatment
Disinfection time (min) Aseptic explants 

(%)
Infected explants 

(%)
Dead explants 

(%)2% NaClO 3% H2O2 0.1% HgCl2 
CT1 10 - -   0.0 ± 0.1 e 100.0 ± 0.1 f 0.0 ± 0.0 a 
CT2 10 10 -   0.0 ± 0.0 e 88.9 ± 2.6 e 11.1 ± 2.6 b 
CT3 10 15 - 11.1 ± 2.0 d 66.7 ± 2.0 d 22.2 ± 1.0 c
CT4 10 20 - 33.3 ± 2.0 b 44.4 ± 2.2 c 22.2 ± 0.6 c
CT5 10 - 5 22.2 ± 2.6 c 66.7 ± 2.4 d 11.1 ± 0.6 b
CT6 10 - 10 66.7 ± 1.5 a 11.1 ± 1.1 b 22.2 ± 0.9 c
CT7 10 - 15 31.3 ± 1.9 b 4.7 ± 0.9 a 64.1 ± 1.6 d

Means ± standard errors; within a column followed by the same letter are not significantly different according to Duncan’s multiple 
range test at p ≤ 0.05. 
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the concentration of 0.5 mg l-1 BAP (CT2), and 1 mg l-1  
(CT3) with values of 33.3%, and 44.4% respectively, 
and the concentration of 1.5 mg l-1 BAP was the best for 
induction of axillary shoots, which reached 88.9% with 
an average of 2.3 shoots and 1.6 cm in length (CT4) 
(Table 2, Fig. 1). However, the shoot formation rate 
decreased to 55.6% with an average of 1.7 shoots and 
1.1 cm in length at 2.0 mg l-1 BAP (CT5), which sug-
gested that overdose inhibit shoot production (Table 2,  
Fig. 1).  

BAP concentration for shoot induction in our 
study was much lower than that reported by Asghar 
et al. (2011), who showed that 2 mg l-1 BAP was the 
best concentration for shoot regeneration of D. nobile 
‘Emma White’. Moreover, our results were also differ-
ent from the study of Pradhan et al. (2013) and Chen 
et al. (2014), who reported that MS basal medium sup-
plemented with 2.0 mg l-1 BAP and 0.5 mg l-1 NAA; 
and 2.0 mg l-1 BAP and 0.1 mg l-1 NAA was optimal 
for the shoot regeneration of D. densiflorum Lindl. 
and D. officinale ʽKimura et Migoʼ, respectively. In 
the optimal conditions, the average shoot number and 
length of D. densiflorum reached 4 and 2.9 cm, respec-

tively (Pradhan et al. 2013), which was almost double 
the results in our experiment. The results suggest that 
different types of PGRs and Dendrobium species are 
important in axillary shoot formation. Furthermore, in 
the study by Nguyen et al. (2021), it was determined 
that a modified MS medium supplemented with 1 mg l-1 
BAP was good for the shoot regeneration of protocorm-
like bodies from D. anosmum originating from Lam 
Dong province. Similarly, the publication of Nguyen 
et al. (2022b) showed that protocorm-like bodies of  
D. thyrsiflorum Rchb. f. ex André well formed shoots 
in modified MS medium plus 0.4 mg l-1 BAP. Hence, it 
is suggested that BAP is suitable for shoot regeneration 
of Dendrobium, but the optimal concentration depends 
on orchid species. 

Multiplication of axillary shoot
It was found that 1.5 mg l-1 BAP could be sufficient 

to induce shoot proliferation (2.3 shoots) and develop-
ment (1.7 cm in length, 0.3 cm shoot diameter, and 
with 2 leaves) (Table 3). The presence of 1.5 mg l-1 
BAP and IAA in the media gradually induce a higher 
number of shoots according to IAA concentration and 

Fig. 1. In vitro shoot regeneration from nodal segments of D. anosmum ‘Tim Hue’. A) In vitro shoot regeneration from nodal 
segments of D. anosmum ‘Tim Hue’ after 2 weeks, B) In vitro shoot regeneration from nodal segments of D. anosmum ‘Tim 
Hue’ after 8 weeks.

A B

Table 2. Effect of BAP on axillary shoot regeneration from nodal explants after 8 weeks in culture.

Treatment BAP (mg l-1) Shoot regeneration (%) Number of shoots Shoot length (cm)
CT1 0.0 12.7 ± 1.1 e 0.7 ± 0.1 e 0.6 ± 0.1 c
CT2 0.5 33.3 ± 1.4 d 1.0 ± 0.1 d 0.8 ± 0.1 bc
CT3 1.0 44.4 ± 1.3 c 1.3 ± 0.1 c 1.0 ± 0.1 b
CT4 1.5 88.9 ± 2.1 a 2.3 ± 0.1 a 1.6 ± 0.2 a
CT5 2.0 55.6 ± 1.8 b 1.7 ± 0.1 b 1.1 ± 0.1 b

Means ± standard errors within a column followed by the same letter are not significantly different according to Duncan’s multiple 
range test at p ≤ 0.05. 

1 cm1 cm
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the best results were observed when the concentration 
of IAA reaches 0.5 mg l-1. The maximum number of 
leaves (4.7), the longest shoots (3.0 cm), the best shoot 
diameter (0.5 cm), and the highest number of shoots (6) 
were obtained at the combination of 1.5 mg l-1 BAP and 
0.5 mg l-1 IAA (CT4, Fig. 2), but lower concentrations 
of IAA resulted in decreasing of shoot numbers, shoot 
length, shoot diameter, and number of leaves (CT2 
and CT3), respectively. Notably, in combination with  
1.5 mg l-1 BAP and 0.7 mg l-1 IAA (CT5), the proliferation 
and development of shoots were comparable with CT3 
(Table 3).

Auxin and cytokinin are the main growth regulators 
in plant development, and determining their particu-
lar ratios in different stages of plantlet development 
is important. Some previous reports indicated that a 
higher ratio of cytokinin compared to auxin promotes 
the induction and multiplication of shoots (Su et al. 
2011). In terms of in vitro proliferation of Dendrobium 
species, some papers reported that the addition of BAP 

was sufficient for the multiplication of shoots (Dang 
et al. 2018, Pham et al. 2018, Le et al. 2020) although 
different varieties have different optimal concentra-
tions of the PGRs. Our results showed that BAP alone 
could induce the shoots proliferation, however, the 
multiplication rate was lower than those mixed with 
IAA. Of the different combination of PGRs also used 
in multiplication of shoot, Nguyen et al. (2022b) in-
dicated that mixture of BAP and KIN was suitable for 
rapid multiplication of D. thyrsiflorum, while Maharjan 
et al. (2020) suggested that KIN and GA3 conbination 
was effectively stimulated D. chryseum Rolfe shoots 
multiplication. Moreover, the combination of KIN and 
NAA was the best to induce rapid multiplication of  
D. heterocarpum Wall. ex. Lindl. shoots (Longchar and 
Deb 2022). Hence, our results and published papers 
indicated that PGRs are crucial to the multiplication 
of orchid shoots. However, PGRs and their mixture 
should be carefully selected in order to obtain the 
best results.

Table 3. Effects of BAP and IAA on axillary shoots formation of D. anosmum ‘Tim Hue’.

Treatment BAP  
(mg l-1)

IAA 
(mg l-1)

Numbers  
of shoots

Shoot length 
(cm)

Shoot diameter 
(cm)

Number of 
leaves Shoot color

Control 0.0 0.0 1.1 ± 0.1 e 1.2 ± 0.1 d 0.2 ± 0.0 c 2.0 ± 0.2 c yellowish green
CT1 1.5 0.0 2.3 ± 0.3 d 1.7 ± 0.1 c 0.3 ± 0.0 c 2.0 ± 0.2 c light green 
CT2 1.5 0.1 3.3 ± 0.3 c 2.1 ± 0.1 b 0.4 ± 0.0 b 3.7 ± 0.2 b light green
CT3 1.5 0.3 4.3 ± 0.3 b 2.4 ± 0.1 b 0.4 ± 0.0 b 4.3 ± 0.3 a dark green
CT4 1.5 0.5 6.0 ± 0.3 a 3.0 ± 0.1 a 0.5 ± 0.0 a 4.7 ± 0.2 a dark green
CT5 1.5 0.7 3.7 ± 0.3 bc 2.1 ± 0.1 b 0.4 ± 0.0 b 3.7 ± 0.2 b light green

Means ± standard errors within a column followed by the same letter are not significantly different according to Duncan’s multiple 
range test at p ≤ 0.05. 

A B1 cm

Fig. 2. Multiplication of shoots after 8 weeks of culture. A) PGRs-free medium, B) Culture medium supplemented with  
1.5 mg l-1 BAP and 0.5 mg l-1 IAA.

1 cm
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Rooting of axillary shoots 
In fact, 100% of shoots had roots after 8 weeks of 

culture (Table 4). The roots were generated in PGRs-
free medium, supplemented with 1 mg l-1 charcoal 
(CT1), but only 1.6 roots were observed, and the 
length reached 1.2 cm (Table 4, Fig. 3). Both IAA and 
NAA could induce rooting, and the best results were 
observed in medium with 0.5 mg l-1 IAA (CT4) or  
0.7 mg l-1 NAA (CT10), in which 4.3 and 4.6 roots were 
formed, respectively (Fig. 3). In the presence of 0.1 mg l-1  
(CT2), 0.3 mg l-1 (CT3) IAA or 0.1 mg l-1 (CT7),  
0.3 mg l-1 (CT8), 0.5 mg l-1 (CT9) NAA the root numbers 
and shoot length gradually increased following auxin 
concentration. However, the higher concentration of 

IAA (0.7 mg l-1) or NAA (1 mg l-1) reduced root number 
and root length compared to those of 0.5 mg l-1 IAA and 
0.7 mg l-1 NAA (Table 4). Thus, our study demonstrated 
that IAA and NAA are crucial to generate D. anosmum 
‘Tim Hue’ root.

There have been studies on the effect of NAA (Bing 
et al. 2018, Dang et al. 2018, Le et al. 2020, Tian et al. 
2022) or IAA (Bijaya Pant and Thapa 2012, Pham et al. 
2018) for rooting of Dendrobium shoots. Bijaya Pant 
and Thapa (2012) screened different concentrations of 
IAA, IBA, and NAA for rooting of D. primulinum Lindl. 
shoots and found that 0.5 mg l-1 IAA in MS medum was 
the best. On the other hand, Pham et al. (2018) suggested 
that the hybrid D. caesar (D. striaenopsis M. A. Clem. 

Table 4. Effect of IAA and NAA on the rooting ability of D. anosmum ‘Tim Hue’ shoots. 

Treatment Auxin (mg l-1) Rooting rate (%) Number of roots Root length (cm)

IAA NAA
CT1 0.00 0.00

100.0 ± 0.0

1.6 ± 0.2 e 1.2 ± 0.1 f
CT2 0.10 0.00 2.7 ± 0.3 d 1.5 ± 0.3 ef
CT3 0.30 0.00 3.2 ± 0.4 cd 1.8 ± 0.3 de
CT4 0.50 0.00 4.3 ± 0.3 ab 3.2 ± 0.2 b
CT5 0.70 0.00 3.7 ± 0.4 bc 2.6 ± 0.1 c
CT6 1.00 0.00 3.3 ± 0.4 cd 1.9 ± 0.2 de
CT7 0.00 0.10 2.5 ± 0.3 d 1.7 ± 0.2 de
CT8 0.00 0.30 2.9 ± 0.2 cd 2.4 ± 0.2 c
CT9 0.00 0.50 3.3 ± 0.2 cd 3.4 ± 0.2 b
CT10 0.00 0.70 4.6 ± 0.4 a 4.0 ± 0.2 a
CT11 0.00 1.00 3.1 ± 0.3 cd 2.2 ± 0.1 cd

Means ± standard errors within a column followed by the same letter are not significantly different according to Duncan’s multiple 
range test at p ≤ 0.05. 

A B C

Fig. 3. Effect of auxins on rooting of D. anosmum ‘Tim Hue’ shoots. A) Control, B) Using 0.5 mg l-1 IAA, C) Using 0.7 mg l-1 NAA.
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et D. L. Jones × D. stratiotes Rchb. f.) plantlets could 
strongly root in Knudson (1946) medium supplemented 
with 0.5 mg l-1 active charcoal and 1 mg l-1 IAA. The 
rooting rate of ‘Tim Hue’ shoots in modified MS me-
dium plus active charcoal was 100% in CT1 (Table 4),  
which is similar to those reports by other research-

ers who suggested that rooting of D. anosmum and  
D. thyrsiflorum also occurred in the PGR-free medium 
(Nguyen et al. 2022b,c). Hence, the result suggested 
that ‘Tim Hue’ shoots could root in PGRs-free media, 
serving as a critical points in production of seedlings 
with reducing cost.

Table 5. Effect of media on the growth of in vitro plantlets of D. anosmum ‘Tim Hue’ in the nursery.

Treatment
Surviving  

plantlets (%) Length (cm) Diameter 
(cm)

Number of 
leaves

Width of 
leaves (cm)

Length of 
leaves (cm)

New 
leaves

Initial plantlet - 5.2 ± 0.5 d 0.3 ± 0.0 d   5.5 ± 0.4 c 0.6 ± 0.1 e 3.2 ± 0.2 e 0.0 ± 0.0 c
CT1 97.8 ± 0.4 a 9.9 ± 0.3 a 0.9 ± 0.0 a 11.3 ± 0.4 a 1.5 ± 0.0 a 5.0 ± 0.2 a 5.8 ± 0.2 a
CT2 90.7 ± 1.7 b 7.5 ± 0.6 c 0.6 ± 0.0 c   9.5 ± 0.2 b 1.3 ± 0.1 cd 3.8 ± 0.2 d 4.1 ± 0.2 b
CT3 87.7 ± 1.3 bc 7.7 ± 0.8 c 0.7 ± 0.0 b   9.5 ± 0.4 b 1.4 ± 0.1 ab 4.3 ± 0.2 c 4.0 ± 0.3 b
CT4 80.7 ± 1.8 d 7.8 ± 0.5 c 0.7 ± 0.0 b   9.1 ± 0.2 b 1.2 ± 0.0 d 4.1 ± 0.1 cd 3.6 ± 0.2 b
CT5 85.9 ± 1.5 c 7.6 ± 0.2 c 0.7 ± 0.0 b   9.3 ± 0.2 b 1.2 ± 0.0 d 4.2 ± 0.1 cd 3.8 ± 0.2 b
CT6 95.6 ± 0.5 a 9.3 ± 0.4 ab 0.8 ± 0.0 a 10.7 ± 0.3 a 1.4 ± 0.0 ab 4.7 ± 0.1 ab 5.3 ± 0.2 a
CT7 88.9 ± 1.2 bc 8.3 ± 0.3 bc 0.5 ± 0.0 d   9.1 ± 0.3 b 1.3 ± 0.0 cd 4.4 ± 0.1 bc 3.7 ± 0.2 b

Means ± standard errors; within a column followed by the same letter are not significantly different according to Duncan’s multiple 
range test at p ≤ 0.05. 
Legend: CT1: Coconut coir : Rice husk coal (1 : 1, ratio, w : w); CT2: Coconut coir : sphagnum moss (1 : 1, ratio, w : w);  
CT3: Coconut coir : pine bark (1 : 1, ratio, w : w); CT4: Sphagnum moss (100%); CT5: Coconut coir (100%); CT6: Mounted on 
the fern board (20 × 15 cm) with sphagnum moss.; CT7: Mounted on Star apple wood (20 × 15 cm) with sphagnum moss.

Fig. 4. Effect of the substrate on acclimatization of the in vitro produced plantlets of D. anosmum ‘Tim Hue’.

CT1 CT6
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Acclimatization of plantlets 
The artificial substrate for transplanting has a great 

influence on the survival ability and growth process 
of in vitro-produced plantlets. The best survival rate 
(%), plant length (cm), plant diameter (cm), number of 
leaves, leaves width and length (cm), and new leaves 
were obtained in CT1 (coconut coir and rice husk coal, 
1 : 1, w : w and CT6 (fern board). The results were 
97.8%, 9.9 cm, 0.9 cm, 11.3 leaves, 1.5 cm, 5.0 cm, 5.8 
leaves (CT1), and 95.6%, 9.3 cm, 0.8 cm, 10.7 leaves, 
1.4 cm, 4.7 cm, 5.3 leaves (CT6), respectively (Table 
5, Fig. 4). In other treatments (CT2, CT3, CT4, CT5, 
CT7), these parameters were lower than treatment CT1, 
CT6 but the survival rate was over 80%.

The survival rate of ‘Tim Hue’ in this study ranged 
from 80 to 97.83%, which was consistent with the 
study of Nguyen et al. (2022c), who reported 94.8% 
of D. thyrsiflorum on sphagnum moss-covered fern 
substrates. In contrast, Nguyen (2021) reported that 
D. anosmum seedlings had a low survival rate (40-
86.67%) on the single type or mixture of sphagnum 
moss, coconut coir, and charcoal (Nguyen 2021). The 
reason could be due to the differences in weather, care 
regimes, humidity, and moisture content of substrates 
(Mežaka et al. 2023)

The highest survival rate of D. anosmum ‘Tim Hue’ 
in the mixture of coconut fiber and rice husk charcoal 
(1 : 1) was  97.8%  after 12 weeks,  which was quite 
similar to the results published by Le et al. (2022), 
who found 93.5% survival of D. anosmum ‘Quang 
Triʼ at the same substrate. Moreover, ‘Tim Hue’ and 
D. thyrsiflorum Rchb.f. ex Andre grew well the fern 
board with sphagnum moss with survival rate 95.6% 
and 94.8, respectively. Our study suggested that ‘Tim 
Hue’ grew well in a mixture of 2 substrates, however 
the mixture of more substrates was also good for the 
growth of in vitro seedlings since Tikendra et al. (2018) 
showed that D. thyrsiflorum reached 91% survival in a 
mixture of brick, charcoal, and coconut coir (1 : 1 : 1).  
Thus, substrates or their mixture could differ but they 
should help to maintain ventilation and moisture,  
which are necessary to successfully train plant in vitro 
seedlings (Min and Oh 2020).  
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TÓM TẮT 

Lan Giả hạc tím (Dendrobium anosmum Lindl.) phân bố ở vùng tỉnh Thừa Thiên 

Huế, với đặc điểm hoa to đẹp, mang sắc tím đặc trưng và có mùi hương dịu nhẹ đã 

làm cho dòng lan này được ưa chuộng trong những năm gần đây. Trong nghiên  

cứu  này,  các yếu  tố ảnh hưởng đến sự phát sinh protocorm từ hạt, tái sinh, phát 

triển chồi, và tạo cây hoàn chỉnh trong nuôi cấy lan Dendrobium asomum Lindl. 

bằng phương pháp nhân giống in vitro đã được chúng tôi khảo sát. Quy trình khử 

trùng quả lan đạt hiệu quả cao với tỷ lệ nhiễm chỉ 4,89 %, tỷ lệ hạt nảy mầm đạt 

93,46 % sau trung bình 23,27 ngày nuôi cấy, tỷ lệ hình thành protocorm là 

88,75% và tỷ lệ hạt chết chiếm 4,43%. Môi trường thích hợp cho tái sinh chồi là 

MS có bổ sung thêm 1,5 mg/l BA + 0,5 mg/l NAA với tỷ lệ tái sinh chồi đạt 96,00 

% sau 45 ngày cấy chuyền. Hệ số nhân chồi tốt nhất đạt 6,36 lần trên môi trường 

dinh dưỡng có bổ sung 1,5mg/l BA + 0,5 mg/l IAA sau 6 tuần nuôi cấy. Chồi in-

vitro tạo rễ tốt nhất trên môi trường MS có bổ sung 0,7 mg/l NAA, số rễ đạt được 

5,72 rễ/chồi, chiều dài rễ đạt 4,06 cm/rễ, rễ có đặc điểm to và khoẻ sau 8 tuần 

nuôi cấy. 

Từ khóa: Dendrobium, in-vitro, kích thích sinh trưởng thực vật. 

 

1. Đặt vấn đề 

Với vẻ đẹp hấp dẫn và cấu trúc hình thái nổi bật, hoa lan được ưa chuộng trên 

khắp thế giới. Orchidaceae là họ thực vật có hoa với số lượng loài lớn nhất (Khasim et 

al., 2020). Trên thế giới có khoảng 763 chi và 28.000 loài lan đã được ghi nhận 

(Christenhusz & Byng, 2016). Họ Orchidaceae có sự đa dạng về đặc điểm sinh dưỡng 
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và hình thái hoa, nó được quan tâm nhiều do sự phân bố địa lý rộng rãi, giá trị cao của 

các giống lan rừng và lan thương mại (Catzal-lx & Noguera-Savelli, 2014). Trong số 

đó, Dendrobium là chi lớn thứ hai của họ Orchidaceae có khoảng 1800 loài (De & 

Singh, 2015). Dendrobium được phân bố rộng khắp Châu Á và Nam Thái Bình 

Dương, vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới, từ các vùng thấp và ấm ở Bắc Úc, Đông Nam 

Á và dãy núi Himalaya (Ketsa & Warrington, 2023). Ở Việt Nam, chi Dendrobium có 

107 loài và 1 thứ được phân bố rộng khắp từ Bắc đến Nam (Huyến, 2007), nhiều loài 

trong chi này được thuần dưỡng và phát triển rất tốt ở điều kiện nuôi trồng. 

Lan Giả hạc tím (Dendrobium anosmum Lindl.) với những đặc trưng như khuôn hoa đẹp, 

nhiều biến thể màu sắc, lá uốn cong, thân thòng tạo nên cảm giác mềm mại, đặc biệt là 

mùi hương dịu nhẹ (Hartati et al., 2022) tạo được sức hút đặc biệt trong lĩnh vực sưu tầm 

hoa cũng như nghiên cứu chuyên môn trong những năm qua. đã làm cho loài lan này trở 

nên được ưa chuộng trong thời gian gần đây. Do nhu cầu về giống lan này tăng cao dẫn 

đến tình trạng khai thác nguồn lan rừng diễn ra ồ ạt, hơn nữa, môi trường sinh trưởng của 

lan này cũng bị thu hẹp do các hoạt động của con người, thiên tai và biến đổi khí hậu. 

Mặt khác, khả năng nhân giống trong tự nhiên của giống lan này có nhiều hạn chế bởi hạt 

lan rất khó nảy mầm trong điều kiện tự nhiên (Trần Hợp, 1998). Do vậy, nguồn lan Giả 

hạc tím trong tự nhiên dần trở nên khan hiếm. 

Hiện nay, sự phát triển của công nghệ sinh học, phương pháp nhân giống in-vitro  được 

đánh giá là tối ưu để nhân nhanh phục vụ nhu cầu thương mại cũng như bảo tồn nhiều 

loài lan quý hiếm và có giá trị cao về kinh tế, dược liệu và thẩm mỹ. Cho đến nay trên thế 

giới đã có nhiều công trình nghiên cứu vi nhân giống chi Dendrobium, như nhân giống 

các loài D. chryseum Rolfe (Maharjan và cộng sự, 2020), D. antennatum Lindl (Nugroho 

và cộng sự, 2019), D. heterocarpum Wall. ex. Lindl. (Longchar & Deb, 2022). Ở  Việt 

Nam, nhân giống Dendrobium đã được tiến hành thành công trên một số  loài như:  D. 

officinale  Kimura et Migo (T. S. Nguyen và cộng sự, 2014); D. anosmum Lindl. (V. T. 

Le và cộng sự, 2022; D. T. Nguyen và cộng sự, 2021; Y. H. T. Nguyen & Nguyen, 2021),  

D. heterocarpum  Lindl (Dang và cộng sự, 2018), các nghiên cứu nhân giống vẫn còn hạn 

chế  trong quy mô phòng thí nghiệm, còn ít nơi đưa ra cây giống phục vụ thương mại và 

bảo tồn. Trong nghiên cứu này, nhân giống in vitro lan Giả hạc tím bằng cách sử dụng hạt 

lan nuôi cấy trong môi trường thích hợp để tạo vật liệu khởi đầu cho quy trình nhân 

giống. Cây con sau đó được chuyển sang môi trường bổ sung chất kích thích tăng trưởng 

ở các nồng độ khác nhau phù hợp với từng giai đoạn phát triển. Chất điều hòa sinh trưởng 

được sử dụng trong nghiên cứu là auxin và cytokine. Nghiên cứu này được thực hiện 

nhằm đánh giá tác động của một số yếu tố dinh dưỡng, ánh sáng và chất kích thích sinh 
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trưởng lên quá trình nhân giống bằng phương pháp nuôi cấy in vitro lan Giả hạc tím (D. 

asomum Lindl.) được phân bố tại Thừa Thiên Huế. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1 Vật liệu 

 Vật liệu nuôi cấy khởi đầu là hạt lan Giả hạc tím (D. anosmum Lindl.) phân bố tại 

Thừa Thiên Huế. Quả lan đã chín sinh lý (6-7 tháng) được thu hái, lựa chọn quả to chắc, 

còn xanh chưa mở, không bị bệnh, vỏ quả lành lặn. Quả được thu hái tại vườn lan Viện 

công nghệ sinh học, Đại học Huế.  

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

Điều kiện nuôi cấy 

Điều kiện in vitro: Thí nghiệm được thực hiện trong điều kiện phòng nuôi có độ 

ẩm 50 - 60%, nhiệt độ 25 ± 2°C, sử dụng bóng đèn huỳnh quang với cường độ chiếu sáng 

từ 2.500 - 3.000 lux. 

Môi trường nuôi cấy: Môi trường sử dụng trong nghiên này là ½ MS, MS (Murashige & 

Skoog, 1962), Môi trường VW (Vacin & Went, 1949), Môi trường Hyp (Kano, 1965) và 

Môi trường Knusond C (Knudson, 1946) có thành phần các chất dinh dưỡng thay đổi 

nhằm tìm ra môi trường thích hợp cho quá trình sinh trưởng chồi lan Giả hạc tím trong 

nuôi cấy in-vitro. 

Nuôi cấy khởi đầu 

Quả lan sau khi chín sinh lý sẽ được mang về phòng thí nghiệm và làm sạch sơ bộ 

dưới vòi nước chảy với xà phòng. Sau đó quả lan được đưa vào tủ cấy vô trùng, rửa quả 

qua 1 lần nữa bằng nước cất được hấp vô trùng trong vòng 1 phút. Tiếp theo, quả được 

khử trùng bằng cách nhúng ngập toàn bộ quả vào trong cồn ethanol 96 và lắc nhẹ trong 

vòng 30 giây. Quả được lấy ra và đốt qua với đèn cồn trước khi quả được cắt đôi để lấy 

hạt (Hà & Hà, 2020). Hạt lan được gieo vào môi trường MS. Bố trí thí nghiệm với thời 

gian chiếu sáng khác nhau (0h hoặc 4h hoặc 8h) để xác định hiệu quả của quy trình khử 

trùng và xác định thời gian chiếu sáng thích hợp cho hạt nảy mầm. Mỗi công thức thí 

nghiệm được tiến hành với 10 túi môi trường, và lặp lại 3 lần. Các chỉ tiêu đánh giá là 

thời gian hạt nảy mầm (ngày), tỷ lệ hạt nảy mầm (%), tỷ lệ hình thành protocorm (%), tỷ 

lệ hạt chết (%), tỷ lệ nhiễm (%). 

Hạt lan được cấy trên các môi trường ½ MS, MS, VW, Hyp, KC và có bổ sung chất kích 

thích sinh trưởng 1-naphthylacetic Acid (NAA), 6-Benzylaminopurine (BA) ở những 

nồng độ khác nhau từ 0-1 mg/l để xác định môi trường và nồng độ kích thích sinh trưởng 

phù hợp để hạt lan nảy mầm và hình thành protocorm. 
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Tái sinh chồi 

Các protocorm hình thành được cấy vào môi trường dinh dưỡng tối ưu ở thí 

nghiệm nuôi cấy khởi đầu. Môi trường dinh dưỡng được bổ sung BA và NAA với những 

nồng độ khác nhau (0-2 mg/l). Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần, mỗi lần có 10 túi môi 

trường, mỗi túi được cấy 5 mẫu protocorm. Chỉ tiêu được theo dõi sau 8 tuần nuôi cấy là 

tỷ lệ tái sinh chồi (%), số chồi, chiều dài của chồi. 

Nhân nhanh chồi 

Các chồi hoặc cụm chồi (2–3 chồi) phát sinh từ protocorm được cấy chuyển sang 

môi trường dinh dưỡng có bổ sung các chất kích thích sinh trưởng BA (1,5mg/l) và β-

indol-acetic acid (IAA) nồng độ 0-0,7 mg/l để quan sát khả năng nhân nhanh chồi in-

vitro. Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần, mỗi lần có 10 túi môi trường, mỗi túi được cấy 5 

mẫu chồi. Thu số liệu đánh giá sau 6 tuần nuôi cấy là hệ số nhân chồi, chiều cao chồi 

(cm), số lá của chồi, đặc điểm chồi. 

Hệ số nhân chồi (lần) = 
𝑠ố 𝑐ℎồ𝑖 𝑠𝑎𝑢 6 𝑡𝑢ầ𝑛 𝑛𝑢ô𝑖 𝑐ấ𝑦

𝑠ố 𝑐ℎồ𝑖 𝑏𝑎𝑛 đầ𝑢
  (Hà & Hà, 2020) 

Tạo rễ 

Các chồi thu được từ thí nghiệm nhân nhanh chồi đạt tiêu chuẩn (cao 2-3 cm, có 3-

4 lá, xanh tốt, không nhiễm bệnh) được tách ra và cấy chuyển sang môi trường ra rễ. Môi 

trường dinh dưỡng được bổ sung thêm chất kích thích sinh trưởng IAA và NAA với các 

nồng độ khác nhau (0-1 mg/l) để thăm dò khả năng ra rễ của chồi lan. Mỗi thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần, mỗi lần có 10 túi môi trường, mỗi túi được cấy 5 chồi. Các số liệu 

được thu lại sau 8 tuần nuôi cấy là tỷ lệ ra rễ (%), số rễ trung bình/ chồi, chiều dài rễ 

trung bình/ chồi, đặc điểm của rễ. 

Xử lý số liệu  

Số liệu được phân tích bằng phần mềm Microsoft Excel 2019 và IBM SPSS 

Statistic 26. Tiêu chuẩn LSD (cho độ tin cậy 95%) và phân tích ANOVA (Ducan’s test) 

cho từng công thức để đánh giá sự khác biệt. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1 Nuôi cấy khởi đầu 

3.1.1 Ảnh hưởng của quy trình khử trùng và thời gian chiếu sáng đến khả năng nảy mầm 

của hạt lan 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của quy trình khử trùng và thời gian chiếu sáng đến 

khả năng nảy mầm của hạt lan Giả hạc tím sau 12 tuần nuôi cấy được trình bày ở bảng 1. 

Bảng 1: Kết quả khử trùng và thời gian chiếu sáng ảnh hưởng đến khả năng nảy mầm và 

hình thành protocorm của hạt lan Giả hạc tím 

CT Thời gian 

chiếu 

Thời gian 

nảy mầm 

Tỷ lệ nảy 

mầm của hạt 

Tỷ lệ hình 

thành 

Tỷ lệ hạt 

chết (%) 

Tỷ lệ nhiễm 

(%) 
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sáng 

(giờ) 

của hạt 

(ngày) 

(%) protocorm 

(%) 

1 0 69,53±0,95 c 20,93±0,95 c 20,00±0,79 c 76,00±0,56 c 4,89±1,21 a 

2 4 57,07±0,45 b 46,13±0,40 b 41,96±0,38 b 44,40±0,90 b 4,44±1,06 a 

3 8 41,33±0,96 a 64,76±0,96 a 60,89±0,91 a 20,36±0,96 a 4,00±1,09 a 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết 

không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

 Kết quả bảng 1 cho thấy quy trình khử trùng quả lan đã thực hiện có kết quả rất 

tốt khi tỉ lệ nhiễm cao nhất chỉ ở mức 4,89 %, giữa các công thức thí nghiệm kết quả 

không có sự khác biệt về mặt thống kê. Kết quả này có thể một phần do hạt lan được bao 

bọc bởi lớp vỏ quả dày, cách ly tốt với môi trường bên ngoài nên hạn chế việc bị nhiễm. 

Kết quả cho thấy quy trình khử trùng bằng ethanol 96 đạt hiệu quả khá tương đồng với 

nghiên cứu nhân giống lan Dendrobium bằng cách gieo hạt in-vitro của Nguyễn Quỳnh 

Trang và cộng sự (2013) khi khử trùng quả lan Giả hạc bằng HgCl2 0,1% trong 9 phút với 

tỷ lệ nhiễm 4,75%, tuy nhiên tỷ lệ tái sinh chỉ đạt 23,81 % thấp hơn rất nhiều so với 

nghiên cứu của chúng tôi (64,76%) (Trang và cộng sự, 2013). Cùng chất khử trùng HgCl2 

0,1% được xử lý trong các khoảng thời gian từ 5 đến 15 phút trên đối tượng quả lan 

Hoàng thảo vôi (D. cretaceum Lindley) có tỷ lệ mẫu sạch đều trên 80% ở tất cả các 

nghiệm thức (Việt, 2017). Trong nghiên cứu của Đặng Thị Thu Hà và Phạm Thu Hà 

(2020) về nhân giống lan Phi điệp tím (D.anosmum Lindl) bằng kỹ thuật nuôi cấy in-vitro 

thực hiện khử trùng quả lan bằng phương pháp nhúng vào cồn 96º và đốt trên ngọn lửa 

đèn cồn ghi nhận tỷ lệ mẫu sạch từ 61,76 – 100% (Hà & Hà, 2020). Như vậy, sử dụng 

quy trình khử trùng quả lan bằng cách nhúng vào cồn 96º và đốt trên ngọn lửa đèn cồn 

trong 30 giây vừa đơn giản, an toàn cho người thực hiện, không gây ảnh hưởng đến môi 

trường khi xả thải đồng thời cho tỷ lệ mẫu sạch và hạt nảy mầm tốt.  

 Nghiên cứu đồng thời cho thấy thời gian chiếu sáng ảnh hưởng nhiều đến khả năng 

nảy mầm hình thành protocorm của hạt lan. Cụ thể với thời gian chiếu sáng 8 giờ/ngày 

cho kết quả tốt, với thời gian nảy mầm 41,33 ngày, tỷ lệ nảy mầm và hình hành 

protocorm lần lượt đạt 64,76 % và 60,89 %, tỷ lệ hạt chết thấp nhất là 20,36 %. Trong khi 

đó thí nghiệm không chiếu sáng (CT1) và chiếu sáng 4 giờ/ngày (CT2) ghi nhận hiệu quả 

thấp hơn đáng kể, thứ tự kết quả thời gian nảy mầm, tỷ lệ nảy mầm, tỷ lệ hình thành 

protocorm và tỷ lệ hạt chết là 96,53 ngày; 20,93 %; 20,00 %; 76,00 % (CT1) và 57,07 

ngày; 46,13 %; 41,96 %; 44,40 % (CT2) (Bảng 1). Những công bố tương tự về ảnh 

hưởng của thời gian chiếu sáng đến khả năng nảy mầm của hạt lan như nghiên cứu của Lê 

Thiên Vinh và cộng sự (2022) về nhân giống lan Giả hạc (D.anosmum) đột biến bằng 

phương pháp nuôi cấy mô in-vitro thực hiện khảo sát với điều kiện chiếu sáng 8 giờ/ngày 

có tỷ lệ hạt này mầm đều trên 70% (V. T. Le và cộng sự, 2022). Trong nghiên cứu của 
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Sorgato và cộng sự (2020) về ảnh hưởng của ánh sáng, agar, than hoạt tính và môi trường 

nuôi cấy đến sự nảy mầm và phát triển ban đầu của cây Dendrobium đã cho thấy có mối 

quan hệ giữa điều kiện ánh sáng và khả năng nảy mầm của hạt, với thời gian chiếu sáng 

16 giờ/ngày cho tỷ lệ nảy mầm đạt 50,6 % đối với D. nobile và 82,7 % đối với D. 

phalaenopsis cao hơn rất nhiều so với không chiếu sáng là 35,5% (D. nobile) và 77,8% 

(D. phalaenopsis). Trong nghiên cứu của Parthibhan và cộng sự (2012) thời gian chiếu 

sáng từ 8-24 giờ/ ngày luôn cho tỷ lệ nảy mầm hạt lan D. aqueum Lindley là trên 80% 

trong khi đối chứng không chiếu sáng thì tỷ lệ nảy mầm của hạt chỉ đạt 70,74%. Như vậy, 

có thể thấy tuỳ vào mỗi loại lan mà sự ảnh hưởng của thời gian chiếu sáng đến khả năng 

nảy mầm của hạt cũng khác nhau, lan Giả hạc tím cảm ứng tốt với thời gian chiếu sáng 8 

giờ/ngày. 

3.1.2 Ảnh hưởng của môi trường đến khả năng nảy mầm và hình thành protocorm của 

hạt lan 

 Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường đến khả năng nảy mầm và hình 

thành protocorm của hạt lan ở điều kiện thời gian chiếu sáng 8 giờ/ngày được thể hiện ở 

bảng 2. 

Bảng 2: Ảnh hưởng của môi trường dinh dưỡng đến khả năng nảy mầm tạo protocorm 

của hạt lan Giả hạc tím 

CT Thời gian nảy 

mầm của hạt 

(ngày) 

Tỷ lệ nảy 

mầm của hạt 

(%) 

Tỷ lệ hình 

thành 

protocorm (%) 

Tỷ lệ hạt chết 

(%) 

1 41,33±0,96 a 64,76±0,96 a 60,89±0,91 a 20,36±0,96 a 

2 54,00±0,70 b 50,42±1,19 b 44,73±1,62 b 45,63±1,61 b 

3 57,53±0,48 c 47,44±1,11 b 36,87±1,44 c 42,07±1,49 b 

4 42,87±0,65 a 63,08±1,68 a 59,62±1,79 a 22,71±0,67 a 

5 63,93±0,49 d 40,27±1,08 c 29,29±1,13 d 52,65±1,88  c 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết 

không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test). - CT1: Môi trường 

MS + 7 g/l agar + 0,7 g/l than hoạt tính + 30 g/l saccharose, pH 5,8; - CT2: Môi trường 

½ MS + 7 g/l agar + 0,7 g/l than hoạt tính, + 30 g/l saccharose, pH 5,8; - CT3: Môi 

trường VW  + 2 g peptone + 7 g/l agar + 0,7 g/l than hoạt tính + 30g/l saccharose, pH 

5,5; - CT4: Môi trường Hyp loại 20N-20P-20K 1 g/l + 1 g/l loại 6,5N-6P-19K + 2 g 

peptone + 7 g/l agar + 0,5 g/l than hoạt tính + 30 g/l saccharose, , pH 5,8; - CT5: Môi 

trường KC + 7 g/l agar + 0,5 g/l than hoạt tính + 30 g/l saccharose, pH 5,5. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy môi trường dinh dưỡng có ảnh hưởng nhiều đến quá trình 

nảy mầm và hình thành protocorm của hạt lan Giả hạc. Ở CT1 (MS) và CT4 (Hyp) là 2 

loại môi trường phù hợp để gieo hạt lan Giả hạc tím với thời gian nảy mầm, tỷ lệ nảy 
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mầm, tỷ lệ hình thành protocorm và tỷ lệ hạt chết của hạt theo thứ tự là 41,33 ngày, 64,76 

%, 60,89 %, 20,36 % (CT1) và 42,87 ngày, 63,08 %, 59,62 %, 22,71 % (CT4). Kết quả 

được đánh giá kém nhất là CT5 (KC) với thời gian nảy mầm hạt kéo dài 62,93 ngày, tỷ lệ 

nảy mầm của hạt thấp nhất 40,27%, tỷ lệ hình thành protocorm chỉ đạt 29,29% trong khi 

đó tỷ lệ hạt chết lên đến 52,65 %. Những công bố trước đây về môi trường dùng để gieo 

hạt lan Giả hạc cũng cho thấy sự thích hợp của 2 loại môi trường này. Nghiên cứu của Lê 

Thị Luận và cộng sự (2020) về nhân giống in-vitro cây lan Giả hạc Hawaii (D. adastra) 

đã dùng môi trường MS cho tất cả các thí nghiệm khảo sát và đều cho kết quả rất tốt, đối 

với giai đoạn gieo hạt có tỷ lệ nảy mầm lên đến 98,5 % khi môi trường có bổ sung thêm 

kích thích sinh trưởng BA (L. T. Le và cộng sự, 2020). Môi trường MS cũng phù hợp với 

cây lan D. antennatum Lindl. cho tỷ lệ nảy mầm đạt 100% trong 37,8 ngày (Nugroho và 

cộng sự, 2019), trên lan D. aqueum Lindley tỷ lệ nảy mầm của hạt là từ 80,78% – 97,75% 

trong 46 ngày (Parthibhan và cộng sự, 2012). Môi trường Hyp lại phù hợp với lan 

Dendrobium ‘Iriana Jokowi’, tỷ lệ nảy mầm đối với hạt lan này trên môi trường Hyp là 

92,86 % sau 3 tháng gieo (Della Rahayu, 2016). Môi trường Hyp là một môi trường dinh 

dưỡng thương mại được sử dụng trong môi trường nuôi cấy để hạt giống lan nảy mầm và 

tái sinh cây con từ thể giống protocorm (plbs) có hiệu quả giống môi trường MS 

(Thepsithar và cộng sự, 2009). 

3.1.3 Ảnh hưởng của kích thích sinh trưởng đến khả năng nảy mầm và hình thành 

protocorm của hạt lan 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của kích thích sinh trưởng đến khả năng nảy mầm 

và hình thành protocorm của hạt lan với thời gian chiếu sáng 8 giờ/ngày và hạt được gieo 

trên môi trường MS được thể hiện ở bảng 3, hình 1. 

Bảng 3: Ảnh hưởng của chất kích thích sinh trưởng đến khả năng nảy mầm tạo 

protocorm của hạt lan Giả hạc tím 

CT Kích thích 

sinh trưởng 

(mg/l) 

Thời gian nảy 

mầm của hạt 

(ngày) 

Tỷ lệ nảy 

mầm của hạt 

(%) 

Tỷ lệ hình 

thành 

protocorm 

(%) 

Tỷ lệ hạt chết 

(%) 

NAA BA 

1 0 0 41,33±0,96 g 64,76±0,96 h 60,89±0.91 g 20,36±0,96 e 

2 0 0,25 36,60±0,49 ef 73,53±0,51 g 70,81±0.87 f 19,33±0,74 e 

3 0,25 0,25 37,47±0,70 f 75,39±0,77 f 72,91±0.45 ef 18,60±0,77 e 

4 0,5 0,25 35,33±0,62 de 81,63±0,63 d 76,20±0.40 d 14,68±0,67 cd 

5 0,75 0,25 28,27±0,92 b 87,64±0,64 b 82,04±0.61 b 10,49±0,54 b 

6 1 0,25 31,33±0,69 c 81,40±0,69 d 77,41±0.44 cd 13,13±0,52 c 

7 0 0,5 34,13±0,52 d 75,84±0,57 f 71,26±0.84 18,83±0,70  e 

8 0,25 0,5 33,67±0,80 d 78,76±0,81 e 73,35±0.53 e 13,79±0,36 c 
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9 0,5 0,5 33,93±0,63 d 77,09±0,55 ef 73,20±0.54 e 15,80±0,83 d  

10 0,75 0,5 23,27±0,27 a 93,46±0,47 a 88,75±0.55 a 4,43±0,37 a 

11 1 0,5 29,53±0,93 bc 84,68±0,49 c 78,66±0.56 c 13,61±0,43 c 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết 

không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

 Nghiên cứu đã phối hợp hai loại kích thích sinh trưởng thuộc 2 nhóm auxin (BA) 

và cytokinin (NAA) với những nồng độ khác nhau để thăm dò sự ảnh hưởng của nó đến 

khả năng nảy mầm của hạt lan. Khi không sử dụng bất kì chất kích thích sinh trưởng nào 

thì kết quả thu được không khả quan với thời gian nảy mầm là 41,33 ngày, tỉ lệ nảy mầm 

của hạt là 64,76 %, tỷ lệ hình thành protocorm đạt 60,89 % và tỷ lệ chết của hạt chiếm 

20,36% (bảng 3). Kết quả này được cải thiện hơn khi sử dụng 0,25 mg/l BA kết hợp với 

NAA nồng độ từ 0-1 mg/l. Ở CT5 với 0,75 mg/l NAA+ 0,25 mg/l BA thì thời gian nảy 

mầm còn 28,27 ngày, tỷ lệ nảy mầm 87,64 %, tỷ lệ hình thành protocorm 82,04 % và tỷ 

lệ hạt chết là 10,49 %, hiệu quả có xu hướng giảm khi tăng nồng độ NAA lên 1 mg/l 

(31,33 ngày; 81,40 %; 77,41 %; 13,13 %) (CT6). Tuy nhiên, khi nồng độ BA lên 0,5 mg/l 

thì kết quả có sự thay đổi, đạt tốt nhất ở 0,75 mg/l NAA+ 0,5 mg/l BA với thời gian nảy 

mầm của hạt, tỷ lệ nảy mầm, tỷ lệ hình thành protocorm và tỷ lệ hạt chết lần lượt là 23,27 

ngày, 93,46 %, 88,75 % và 4,43 %, kết quả này tốt hơn cả CT5 (bảng 3). Tương tự CT6 

khi tăng nồng độ NAA lên 1 mg/l hiệu quả giảm đi đáng kể (29,53 ngày; 84,68%; 78,66 

%; và 13,61%) (CT11, bảng 3), điều này chứng tỏ khi nồng độ kích thích sinh trưởng quá 

cao dẫn đến sự ức chế quá trình nảy mầm hình thành protocorm của hạt lan Giả hạc tím. 

Kết quả nghiên cứu trên lan Giả hạc (D.anosmum) của một số tác giả khác cũng cho thấy 

hiệu quả của kích thích sinh trưởng BA và NAA đối với khả năng nảy mầm và tạo 

protocorm của hạt luôn cho tỷ lệ rất cao luôn trên 85% (D. M. T. Nguyen, 2021), có 

trường hợp đạt 100% (Y. H. T. Nguyen & Nguyen, 2021). 
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Hình 1: Các giai đoạn phát triển của hạt lan Giả hạc tím được gieo trên môi trường MS 

+ 0,75 mg/l NAA+ 0,5 mg/l BA, được chiếu sáng 8 giờ/ngày; A. hạt lan mới lấy ra khỏi 

quả; B. Hạt lan gieo được 10 ngày; C. Hạt lan gieo được 15 ngày; D, E. Hạt lan gieo 

được 25 ngày; f. Hạt lan gieo được 35 ngày. 

3.2 Tái sinh chồi 

Những khối/cụm protocorm thu được từ thí nghiệm nuôi cấy khởi đầu được lựa 

chọn cấy sang môi trường tái sinh chồi. Môi trường dinh dưỡng được sử dụng là MS có 

bổ sung chất kích thích sinh trưởng BA và NAA. Kết quả tái sinh chồi từ protocorm của 

lan Giả hạc tím thu được sau 8 tuần nuôi cấy thể hiện qua bảng 4. 

Bảng 4: Ảnh hưởng của chất điều hòa sinh trưởng tới khả năng tái sinh chồi từ protocorm 

CT Kích thích sinh 

trưởng (mg/l) 

Tỷ lệ tái sinh 

chồi (%) 

Số chồi/mẫu Dài chồi (cm) 

BA NAA 

1 0 0 65,33±2,26 g 1,03±0,11f g 0,55±0,03 g 

2 0 0.5 74,00±1,94 ef 1,22±0,05 efg 0,75±0,04 f 

3 0.5 0.5 79,33±1,94 de 1,52±0,06 d 1,26±0,03 c 

4 1 0.5 85,33±1,70 bc 1,78±0,03 c 1,57±0,05 b 

5 1.5 0.5 96,00±1,25 a 2,76±0,04 a 1,83±0,03 a 

6 2 0.5 88,00±2,71 b 1,54±0,03 d 1,45±0,00 b 

7 0 1 72,00±1,70 f 1,01±0,06 g 0,82±0,02 ef 

8 0.5 1 76,00±1,25 ef 1,31±0,10 e 1,10±0,06 d 

9 1 1 82,00±1,70 cd 1,59±0,05 cd 1,26±0,09 c 

10 1.5 1 90,67±2,21 ab 2,03±0,11 b 1,58±0,04 b 

11 2 1 73,33±1,83 f 1,23±0,05 ef 0,90±0,05 e 
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(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết 

không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Tái sinh chồi là một khâu quan trọng trong quy trình nhân giống in-vitro, điều này 

cũng quyết định sự thành công của nhân giống. Kết quả bảng 4 cho thấy tái sinh chồi từ 

protocorm rất hiệu quả trên môi trường MS có bổ sung BA và NAA. Ở CT1 không bổ 

sung kích thích sinh trưởng cho kết quả tái sinh tương đối thấp với tỷ lệ tái sinh chồi đạt 

65,33%, số chồi là 1,03 chồi/mẫu, chồi dài 0,55 cm/ chồi (bảng 4). Kết quả này tốt hơn 

khi môi trường bổ sung thêm BA và NAA, cụ thể kết quả tốt nhất được ghi nhận ở CT5 

khi bổ sung 1.5 mg/l BA + 0,5 mg/l NAA với tỷ lệ tái sinh chồi đạt 96,00 %, số chồi là 

2,76 chồi/mẫu, chồi dài 1,83 cm/ chồi (bảng 4). Khi bổ sung kích thích sinh trưởng thấp 

hơn hoặc cao hơn ngưỡng ở CT5 đều cho kết quả không tốt bằng CT5, điều này có thể do 

tỷ lệ auxin và cytokinin không phù hợp dẫn đến những ức chế trong quá trình tái sinh 

chồi. Kết quả nghiên cứu của Y. H. T. Nguyen & Nguyen, (2021) trên lan Giả hạc 

D.anosmum cũng sử dụng BA và NAA để kích thích quá trình tái sinh chồi, nồng độ tốt 

nhất của nghiên cứu là 2 mg/l BA + 0,2 mg/l NAA cho tỷ lệ tái sinh chồi 97,87 %, chồi 

xanh khoẻ. Một nghiên cứu đáng chú ý khác khi nhân giống lan Giả hạc D.anosmum ở 

Hoà Bình của H. T. Nguyen và cộng sự (2022) đã cho kết quả tỷ lệ tái sinh chồi từ 

protocorm đạt 100% dù môi trường có hay không có kích thích sinh trưởng nhưng chồi ở 

môi trường có kích thích sinh trưởng thì cao hơn (0,69 cm) so với môi trường không có 

kích thích sinh trưởng (0,33 cm). Kết quả này có sự khác biệt với nghiên cứu của chúng 

tôi về tỷ lệ tái sinh chồi, nguyên nhân có thể do khác nhau về giống lan, về chất lượng hạt 

được gieo và thành phần môi trường được sử dụng. 

 

Hình 2: Ảnh hưởng của kích thích sinh trưởng lên khả năng tái sinh chồi của lan Giả hạc 

tím. A. Môi trường không bổ sung chất kích thích sinh trưởng; B. Môi trường bổ sung 1,5 

mg/l BA + 0,5mg/l NAA; C. Môi trường bổ sung 1,5 mg/l BA + 1 mg/l NAA. 

3.3 Nhân nhanh chồi 

Những chồi hoặc cụm chồi đạt chất lượng (cao 0,7-1cm, có 1-2 lá, xanh tốt, không 

nhiễm bệnh) được lựa chọn và cấy vào môi trường nhân nhanh. Môi trường được sử dụng 
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là MS có bổ sung thêm kích thích sinh trưởng 1,5 mg/l BA và IAA có nồng độ 0-0,7 

mg/l. Kết quả nhân nhanh chồi sau 6 tuần nuôi cấy được trình bày ở bảng 5. 

Bảng 5: Ảnh hưởng của chất kích thích sinh trưởng đến khả năng nhân nhanh chồi lan 

Giả hạc tím 

Nồng 

độ BA 

(mg/L) 

Nồng 

độ IAA 

(mg/L) 

Hệ số nhân  
Chiều cao 

/chồi (cm) 

Đường 

kính chồi 

(cm) 

Số lá/chồi Đặc điểm chồi 

0 0 1,25 ± 0,06 f 1,42 ± 0,06 e 0,22±0,01 e 2,26 ± 0,07 c Chồi nhỏ yếu, màu xanh hơi vàng. 

1,5 0 2,18 ± 0,04 e 1,77 ± 0,06 d 0,31±0,01 d 2,39 ± 0,08 c Chồi nhỏ, màu xanh nhạt. 

1,5 0,1 3,46 ± 0,06 d 2,42 ± 0,05 c 0,37±0,01 c 3,70 ± 0,05 d Chồi trung bình, màu xanh nhạt. 

1,5 0,3 4,52 ± 0,09 b 2,56 ± 0,03 b 0,44±0,01 b 4,55 ± 0,04 b Chồi mập, cao, màu xanh đậm. 

1,5 0,5 6,36 ± 0,05 a 3,72 ± 0,03 a 0,56±0,01 a 5,14 ± 0,04 a Chồi mập, cao, màu xanh đậm. 

1,5 0,7 4,29 ± 0,06 c 2,38 ± 0,04 c 0,36±0,01 c 4,24 ± 0,02 c Chồi trung bình, màu xanh nhạt. 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết 

không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Kết quả bảng 5 cho thấy nhân nhanh chồi đạt hiệu quả tối ưu khi sử dụng môi 

trường dinh dưỡng có bổ sung thêm 1,5 mg/l BA + 0,5 mg/l IAA với hệ số nhân chồi đạt 

6,36, chiều cao chồi 3,72 cm/chồi, số lá 5,14 lá/chồi, kết quả này cao hơn rất nhiều so với 

đối chứng khi sử dụng môi trường không bổ sung kích thích sinh trưởng (1,25; 1,42 cm; 

2,26 lá) (bảng 5). Trong khi các công thức thí nghiệm khác khi bổ sung nồng độ IAA cao 

hoặc thấp hơn 0,5 mg/l đều cho kết quả thấp hơn. Đã có nhiều nghiên cứu về nhân giống 

lan ở giai đoạn nhân nhanh chồi bổ sung vào môi trường các chất kích thích sinh trưởng 

nhằm tăng hiệu quả của việc nhân nhanh. Trong nghiên cứu của Vũ Thị Phan và cộng sự 

(2019) về nhân giống lan D. nestor, tác giả đã phối hợp 3 chất kích thích sinh trưởng vào 

môi trường với nồng độ khác nhau để đánh giá mức độ hiệu quả của chúng, kết quả tốt 

nhất cho nhân chồi ghi nhận tại nồng độ 0,4 mg/l BA+ 0,2 mg/l kinetin + 0,2 mg/l NAA 

với hệ số nhân chồi 6,33 (Phan và cộng sự, 2019). Trên lan Giả hạc Hawaii (D. adastra) 

khi bổ sung 1 mg/l BA hoặc 1,5 mg/l Kinetin đơn lẻ đã cho hiệu quả nhân chồi tốt, cụ thể 

hệ số nhân chồi đạt được là 4,22 và 3,71, chồi xanh tốt (L. T. Le và cộng sự, 2020). Một 

nghiên cứu khác trên lan D. anosmum, khi môi trường bổ sung 0,3 mg/l BA + 0,1 mg/l 

NAA +0,2 mg/l kinetin cho kết quả nhân chồi hiệu quả với hệ số nhân chồi đạt 9,44 (Hà 

& Hà, 2020). Có thể thấy lan D. anosmum có khả năng nhân chồi rất cao dù sử dụng chất 

kích thích sinh trưởng riêng lẻ hay kết hợp. 
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Hình 3: Ảnh hưởng của kích thích sinh trưởng đến khả năng nhân nhanh chồi lan Giả 

hạc tím. A. Chồi lan cấy ở môi trường không bổ sung kích thích sinh trưởng; B. Chồi lan 

cấy ở môi trường bổ sung 1,5 mg/l BA + 0,3 mg/l IAA; C. Chồi lan cấy ở môi trường bổ 

sung 1,5 mg/l BA + 0,5 mg/l IAA. 

3.4 Ra rễ tạo cây hoàn chỉnh 

Đây là giai đoạn cuối cùng của nhân giống in-vitro trước khi đưa cây đi thích nghi 

ở điều kiện vườn ươm. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của chất kích thích sinh trưởng đến 

khả năng ra rễ của chồi lan Giả hạc tím sau 8 tuần nuôi cấy được trình bày ở bảng 6. 

 

Bảng 6. Ảnh hưởng của kích thích sinh trưởng đến khả năng ra rễ của chồi lan Giả hạc 

tím 

TN Chất điều hoà sinh 

trưởng (mg/l) 

Tỉ lệ chồi 

ra rễ (%) 

Số rễ 

TB/chồi 

Chiều dài rễ 

TB/chồi 

(cm) 

Đặc điểm 

hình thái 

rễ, chồi IAA NAA 

TN1 0 0 100 1,88±0,10 f 1,44±0,14 g + 

TN2 0,1 0 100 2,97±0,11 e 1,57±0,13 g + 

TN3 0,3 0 100 3,97±0,12 cd 2,04±0,12 f ++ 

TN4 0,5 0 100 5,03±0,10 b 4,12±0,09 a +++ 

TN5 0,7 0 100 4,31±0,12 c 3,51±0,06 bc +++ 

TN6 1 0 100 4,04±0,15 c 3,16±0,11 d +++ 

TN7 0 0,1 100 3,18±0,09 e 2,24±0,10 f ++ 

TN8 0 0,3 100 3,65±0,09 d 2,84±0,13 e ++ 

TN9 0 0,5 100 4,24±0,10 c 3,25±0,10 cd +++ 

TN10 0 0,7 100 5,72±0,12 a 4,06±0,09 a +++ 

TN11 0 1 100 4,95±0,20 b 3,68±0,14 b +++ 
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(+): Rễ ngắn, ít rễ, yếu mảnh, cây thấp; (++): Rễ mập, khoẻ, cây cao xanh; (+++): Rễ 

mập, dài, nhiều rễ, khoẻ, cây to, xanh tốt. 

(Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái giống nhau trong cùng một cột cho biết 

không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Ducan’s test) 

Kết quả bảng 6 cho thấy khả năng ra rễ của chồi lan Giả hạc tím rất mạnh, tỷ lệ ra 

rễ đạt 100% ở tất cả các công thức thí nghiệm. Ở thí nghiệm đối chứng không sử dụng 

kích thích sinh trưởng có hiệu quả không cao dù tỷ lệ ra rễ vẫn đạt 100% nhưng số rễ là 

1,88 rễ/ chồi, chiều dài rễ đạt 1,44 cm/chồi, rễ mảnh và yếu. Khi môi trường có bổ sung 

các chất khích thích sinh trưởng cho kết quả cải thiện rõ rệt, tiêu biểu là ở NT4 (tốt nhất 

khi bổ sung IAA) và NT10 (tốt nhất khi bổ sung NAA). Với nồng độ 0,5 mg/l IAA (NT4) 

cho kết quả số rễ là 5,03 rễ/chồi, chiều dài rễ 4,12 cm/rễ, rễ to, khoẻ. Từ kết quả thí 

nghiệm nhận thấy chất kích thích sinh trưởng NAA là phù hợp hơn với chồi lan Giả hạc 

tím dùng cho mục đích ra rễ, cụ thể khi bổ sung 0,7mg/l NAA vào môi trường dinh 

dưỡng thì số rễ đạt được 5,72 rễ/chồi, dài rễ đạt 4,06 cm/rễ, rễ to, khoẻ. Những nghiên 

cứu trước đây về ảnh hưởng của chất kích thích sinh trưởng đến khả năng ra rễ của chồi ở 

một số loài lan thuộc chi Dendrobium như trên lan D. lituiflorum và D. aduncum được 

Barua và cộng sự, (2022) thực hiện, tác giả đã sử dụng NAA và IBA để kích thích ra rễ 

và cho kết quả rất tốt, chồi đều đạt từ 3-8 rễ/chồi, dài 1-5 cm/rễ. Trong nghiên cứu của Hà 

& Hà, (2020) trên lan D.anosmum đã báo cáo tỷ lệ ra rễ của chồi lan là đạt 100% ở các thí 

nghiệm, và có số rễ, chiều dài rễ đạt tốt nhất khi môi trường bổ sung 0,5mg/l NAA kết 

quả đạt 7,46 rễ/chồi, 3,73 cm/rễ. Nhìn chung, khả năng ra rễ của lan D.anosmum là rất 

cao dù môi trường có hay không có bổ sung chất kích thích sinh trưởng. 

 

Hình 4: Ảnh hưởng của khích thích sinh trưởng đến khả năng ra rễ của chồi lan Giả hạc 

tím. A. Môi trường không bổ sung kích thích sinh trưởng; B. Môi trường bổ sung 0,5 mg/l 

IAA; C. môi trường bổ sung 0,7 mg/l NAA 
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4. Kết luận 

Với quy trình khử trùng quả lan bằng cách nhúng toàn bộ quả vào trong cồn 960 và 

lắc nhẹ trong vòng 30 giây sau đó đốt qua ngọn lửa đèn cồn đã đem lại hiệu quả cao với 

tỷ lệ nhiễm đạt cao nhất chỉ chiếm 4,89 %, đây có thể xem là phương pháp khử trùng quả 

lan tối ưu đối với lan Giả hạc tím và có thể áp dụng cho một số loài lan khác. Hạt lan Giả 

hạc tím nảy mầm tốt ở điều kiện chiếu sáng 8 giờ/ngày khi được gieo trên môi trường MS 

và có bổ sung 0,75 mg/l NAA+ 0,5 mg/l BA đem lại hiệu quả là hạt nảy mầm trong 23,27 

ngày, tỷ lệ nảy mầm 93,46 %, tỷ lệ hình thành protocorm là 88,75% và tỷ lệ hạt chết 

4,43%. 

Môi trường thích hợp cho quá trình tái sinh chồi lan Giả hạc tím là MS có bổ sung 

thêm 1.5 mg/l BA + 0,5 mg/l NAA với tỷ lệ tái sinh chồi đạt 96,00 %, số chồi là 2,76 

chồi/mẫu, chồi dài 1,83 cm/ chồi và chồi có chất lượng tốt. 

Môi trường có bổ sung 1,5mg/l BA + 0,5 mg/l IAA là phù hợp nhất để nhân nhanh chồi 

lan Giả hạc tím, với hiệu quả nhân nhanh có hệ số nhân chồi đạt 6,36 lần, chiều cao chồi 

3,72 cm/chồi, số lá 5,14 lá/chồi. 

Khả năng ra rễ của chồi lan Giả hạc tím rất mạnh luôn đạt được tỷ lệ ra rễ 100%, tuy 

nhiên số lượng và chiều dài rễ đạt tốt nhất ở môi trường có bổ sung 0,7mg/l NAA thì số 

rễ đạt được 5,72 rễ/chồi, dài rễ đạt 4,06 cm/rễ, rễ to, khoẻ. 
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Abstract: Dendrobium anosmum Lindl. distributed in Thua Thien Hue province, with 

beautiful large flowers, a characteristic purple color, and a gentle scent that has made 

this orchid line popular in recent years. In this study, factors affecting protocorm 

generation from seeds, regeneration, rapid multiplication of shoot, and complete plant 

formation in Dendrobium asomum Lindl orchid culture in-vitro was investigated by us. 

The orchid fruit sterilization process brings high disinfection efficiency with an infection 

rate of only 4.89%, seed germination rate reaches 93.46% after an average of 23.27 days 

of culture, protocorm formation rate is 88.75% and a dead seed rate is 4.43%. The 

suitable environment for shoot regeneration is MS supplemented with 1.5 mg/l BA + 0.5 

mg/l NAA with a shoot regeneration rate of 96.00% after 45 days of subculture. The best 

shoot multiplication coefficient reached 6.36 times on nutrient medium supplemented 

with 1.5 mg/l BA + 0.5 mg/l IAA after 6 weeks of culture. . In-vitro shoots formed the best 

roots on MS medium supplemented with 0.7 mg/l NAA, the number of roots and root 

length reached 5.72 roots/shoot and 4.06 cm/root, respectively, together with big and 

strong roots after 8 days weeks of culture 

Keywords: Dendrobium, in-vitro, Stimulates plant growth 
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Dendrobium anosmum Lindl. “TIM HUE’ AND THE METHOD OF 
VEGETATIVE PROPAGATION FROM THE AXILLARY NODE SHOOTS 

OF THE STEM (KEIKIS) 

Nguyen Huu Tho1,3, Nguyen Thi Oanh1, Truong Thi Bich Phuong2,  
and Nguyen Thi Kim Cuc1* 

Abstract. Dendrobium anosmum Lindl. 'tim hue' has many outstanding features 
such as large stems and leaves, big-sized flowers, symmetrical flower structure, a 
characteristic purple color, and a gentle scent. The study found a suitable 
medium for propagating from keikis was sand with the highest keiki budding 
rate of 70.16%. Two growth stimulants BAP and TDZ were regarded as affecting 
the shooting ability of keiki, the best concentrations of BAP and TDZ were 200 
mg/L and 250 mg/L respectively. The plant growth stimulant used to stimulate 
rooting was NAA, the most effective concentration was 250 mg/L.  

Keywords: Dendrobium anosmum Lindl., morphological characteristics, 
microbial preparations, propagation from keiki. 

 1. INTRODUCTION 

 Dendrobium is a large genus in the Orchidaceae family including more than 1,200 

species that widely distributed in South Asia, East Asia, and Southeast Asia (Givnish et 

al., 2015). Dendrobium anosmum Lindl. belongs to the genus Dendrobium (Ban, 2005) 

with attractive beauty and outstanding flower structure so that they was keep being 

favored. 

 Orchid seeds have no endosperm or a thin endosperm layer, therefore, their seeds 

need specific symbiotic fungi to be likely to germinate. Their natural budding ability was 

ultra-low (Kauth et al., 2008). Orchids propagating by conventional methods (propagating 

from stem cuttings, separating bushes, etc.) have the disadvantage of a low multiplication 

coefficient and disturbingly impact on the original plant (Martin & Madassery, 2006), 

however, this process is assessed as simple and easy to implement. In orchids, Keiki is 

often used for vegetative propagation. Keiki is referred to as a shoot that develops into a 

seedling from a dormant node in the stem instead of growing into a branch (De et al., 

2015). 

Recently, a several studies on vegetative propagation with high efficiency was 

published such as breeding Dendrobium nobile Lindl. orchids (Colombo et al., 2015; 

Venturieri & Pickscius, 2013), Dendrobium johannis Rchb.f. (Suryaningsih et al., 2018). 

D. anosmum Lindl., is a rather special orchid because the propagation via stimulating its 

keikes is more easily compared to other orchids. In this study, we specifically identified 
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the orchid species Dendrobium anosmum Lindl. 'tim hue', and optimized substrate as well 

as growth stimulants to propagate D. anosmum Lindl. from keikis effectively.  

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Plant materials 

D. anosmum Lindl. 'tim hue' was discovered from a local origin, then transferred and 

grown at the orchid garden of the Institute of Biotechnology, Hue University, Thua Thien 

Hue province, Vietnam. The study used pseudobulb stems of 2 years old or older orchids. 

In August-September 2023 (after the flowering season), we cut theses stems into short 

sections of 4-5 cm with 1-3 axillary shoots per section. 

2.2. METHODS 

Describe morphological characteristics 

Describe the morphological characteristics of D. anosmum Lindl. 'tim hue' orchid 

according to the method of orchid morphological characterization by De (2020). 

Effect of substrate on the budding ability of Keiki 

Qualified pseudobulb stems (large and strong, free of pests and diseases, and alive 

axillary shoots) were selected after removing the dry leaf sheaths. The pseudobulb stem 

was cut into short sections from 4-5 cm containing 2-3 axillary shoots. Short stem sections 

have a layer of healing glue applied at the cut to disinfect and reduce water loss. Then they 

were placed in different substrates (plastic tray, mix of coconut coir and rice husk charcoal 

(1:1, w/w), sand (Colombo et al., 2015), moss). The substrate ensures ventilation and 

moisture retention (Gurung & Gurung, 2014). Each experiment was repeated 3 times with 

10 stem segments for each. The period of 60 days, observing budding time, budding rate, 

shoot length, shoot diameter, and number of leaves. 

Effect of growth stimulants on the budding ability of Keikis 

Using growth stimulants 6-Benzylaminopurine (BAP) and Thidiazuron (TDZ) (Tran 

et al., 2021) with concentrations ranging from 100-300 mg/L, sprayed directly on stem 

sections twice a week. The experiment was repeated 3 times, each time using 10 stem 

segments. During 60 days, observing budding time, budding rate, shoot length, number of 

leaves, and shoot diameter. 

Effect of growth stimulants on the rooting ability of shoots from Keiki 

Utilizing keiki which has shoots but no roots from the shoot creation experiment for 

this process. The growth stimulant used was naphthylacetic acid (NAA) (Tran et al., 2021) 

with a concentration from 100-300 mg/L. Sprayed directly NAA on the shoots twice a 

week. The experiment was repeated 3 times and used 10 shoots each time. During the 60-

day phase, parameters of rooting time, rooting rate, root length, number of roots, and root 

characteristics were recorded. 

Statistical analysis 
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Data were analyzed using Microsoft Excel 2019 and IBM SPSS Statistic 26 

software. LSD standard (for 95% confidence) and ANOVA analysis (Ducan's test) for 

each formula were applied to evaluate differences. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Morphological characteristics of D. anosmum Lindl 'tim hue' orchid 

D. anosmum Lindl 'tim hue' was described in detail with its stem, root, leaf, and 

flower characteristics, these are morphologically identifiable characteristics of this 

species. The data on some characteristics are shown in Table 1, Fig 1. 

Table 1. Some characteristics of D. anosmum Lindl 'tim hue' orchid 

Characteristics Mature tree (topped) The tree is still growing 

Height of trees (cm) 102.00
a
 ±2.78 58.53

b
 ±2.01  

Diameter of tree (cm) 1.16
 a
 ±0.06 0.83

b
 ±0.03  

Length of the internode (cm) 3.67
a
 ±0.11  2.38

b
 ±0.07  

Number of leaves 34.47
a
 ±0.69  24.67

b
 ±0.54  

Leaf length (cm) 16.14
a
 ±0.58  10.38

b
 ±0.34  

Maximum leaf width (cm) 3.42
a
 ±0.09  2.17

b
 ±0.09  

Flower diameter (cm) 10.36±0.59 
 Note: (Means ± standard errors; within a row followed by the same letter are not 

significantly different according to Duncan’s multiple range test at p ≤0.05.) 

 

Fig 1. Morphology of orchid D. anosmum ‘tim hue’. A: Orchid; B. The location of the flower 
growing from the stem; C1,2: Upper and lower sides of leaves; D1,2,3,4,5: flower views (front, 
top, bottom, side and Spread flowers on a flat surface); E: Column; F: Anther and Pollinia; G: 

Pollinia; H: Upper sepal; I: Two Shoulders petals; K: Two lower sepals; L: Flower lips 
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Flower: The flower has 5 petals including one upper sepal, two lower sepals, and 

two shoulder sepals (usually larger than the other wings flower), waxy petals with a pale 

pinkish-purple border, an oblong lance-shaped with a pointed apex, balanced flower 

structure, curled backward petals when blooming. There are flower lips, two flower eyes, 

throat lobes, a nose, and spurs. Flowers are fragrant (a bit like a lavender scent) and have a 

variety of colors but the most common are white purple, light pink, or dark purple. 

Flowers grow in clusters with 2-3 flowers at the location of nodes near the top and have 

many flower clusters. 

Leaves: The leaves are oblong and green, the collar is a purple ring. On the surface 

of old leaves, the veins are clearly visible and vertical to both sides of the leaf blade; while 

in young leaves, the veins are faint and smooth. The leaves are brittle and unwatery if 

folded. The leaf sheath has a purple-black pigment of spots or streaks. 

Stem: The stem is smooth and succulent, not hollow inside. It has pale green, 

pseudobulbs stem and some buds or flower buds. The leaf sheath is close to the stem, 

containing 4-5 white stripes running from the base of the internodes. 

Morphological and structural characteristics of orchids include growth patterns, 

leaves, flowers, pseudobulbs, and roots. Flowers are the most important organs for species 

identification. The structure of orchids is mainly petals, sepals, pollen, flower pillars, and 

lip petals (Castro & Singer, 2019). In the morphological description of D. anosmum Lindl 

previously, some authors have described similar characteristics such as a balanced star-

shaped flower pattern, scent, many color variations, and hairy petals (Burzacka-Hinz et al., 

2022; Hartati et al., 2022; Nguyen et al., 2022). 

3.2. Effect of substrate on the ability of keikis to sprout 

The results of the substrate experiment affecting the ability of keikis to sprout are 

presented in Table 2. 

Table 2: Effect of substrate on keiki's budding ability after 60 days of incubation. 

Treatment Budding time 

(days) 

Budding rate of 

keiki (%) 

Shoot length 

(cm) 

Shoot 

diameter (cm) 

Number of 

leaves 

CT1 31.47
c
±0.57  46.62

c
±1.03  1.65

c
 ±0.10  0.31

b
±0.01  3.07

a
 ±0.21  

CT2 25.80
b
±0.43  66.02

b
±0.89  2.34

ab
±0.08  0.35

b
±0.02  3.33

a
±0.19  

CT3 20.93
a
±0.58  70.16

a
±0.85 2.54

a
±0.10 0.4

a
 ±0.02 3.67

a
±0.19 

CT4 26.40
b
±0.57  66.77

b
±0.51  2.27

b
±0.06  0.33

b
±0.01  3.07

a
±0.21 

 Note: (Means ± standard errors within a column followed by the same letter are not 

significantly different according to Duncan’s multiple range test at p ≤0.05. (CT1: Keiki is placed 

on a plastic tray; CT2: Keiki is placed on a mixed coconut coir and rice husk charcoal (1:1, w/w); 

CT3: Keiki is placed on sand; CT4: Keiki is placed on a moss). 

The growing medium affects the ability of keikis to sprout, although the results are 

different between experimental formulas. Keiki grown on a sand substrate (CT3) given 

that the best results this result compared to the control CT1 is much higher. Inmixed 

coconut coir and rice husk charcoal (1:1, w/w) (CT2) and moss (CT4) showed different 
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results but were not statistically significant, these two types of substrates are effective are 

similar (Table 2, fig 2). Previous studies have also shown that the medium used to grow 

keiki has an impact on the ability of keiki to sprout. The publication of Venturieri & 

Pickscius, (2013), and Colombo et al., (2015) on propagating orchids D. nobile Lindl 

using keiki, shows that two types of substrate gravel, and sand are suitable for keiki to 

bud. 

3.3. Effect of growth stimulants on Keiki's ability to sprout shoots 

Table 3: Effects of growth stimulants on the budding ability of Keiki                                                         
after 60 days of incubation 

CT Growth 

stimulants 

(mg/L) 

Budding time 

(days) 

Budding 

rate (%) 

Length of 

shoot (cm) 

Shoot 

diameter 

(cm) 

Number of 

leaves 

BAP TDZ      

1 0 0 20.93
ef
±0.58 70.16

e
±0.85 2.54

f
±0.10 0.44

de
±0.02 3.67

cd
±0.19 

2 100 0 19.47
def

±0.77 75.22
d
±1.05 2.74

ef
±0.10 0.4

de
±0.01 3.80

cd
±0.20 

3 150 0 18.53
cde

±0.96 81.22
bc

±1.53 3.29
cd

±0.08 0.48
cd

±0.01 4.00
abcd

±0.20 

4 200 0 14.53
ab

±0.87 86.56
a
±1.90 3.63

ab
±0.07 0.52

bc
±0.01 4.60

a
±0.19 

5 250 0 16.53
bc

±0.89 82.56
b
±0.88 3.03

de
±0.10 0.42

e
±0.01 4.20

abc
±0.20 

6 300 0 21.60
f
±0.64 77.22

cd
±0.83 3.38

bc
±0.09 0.44

de
±0.01 3.93

bcd
±0.21 

7 0 100 20.27
ef
±0.57 73.89

de
±1.26 2.61

f
±0.13 0.46

de
±0.01 3.60

cd
±0.21 

8 0 150 19.20
def

±0.92 77.36
cd

±1.31 3.01
de

±0.13 0.49
cd

±0.01 3.87
bcd

±0.22 

9 0 200 17.33
cd

±1.04 80.29
bc

±1.39 3.37
bc

±0.12 0.53
b
±0.02 4.13

abc
±0.19 

10 0 250 13.87
a
±0.74 87.22

a
±1.79 3.89

a
±0.08 0.62

a
±0.02 4.47

ab
±0.19 

11 0 300 18.23
cde

±1.21 73.49
de

±1.22 2.81
ef
±0.08 0.42

e
±0.02 3.47

d
±0.19 

 Note: (Means ±standard errors within a column followed by the same letter are not 

significantly different according to Duncan’s multiple range test at p ≤ 0.05.) 

Without growth stimulants for keikis, the obtained results are not good (CT1; fig. 

2B). This result is better improved with the influence of growth stimulants BAP or TDZ. 

The effectiveness of the growth stimulant on keiki increases gradually as its concentration 

also increases and reaches the best effect when using 200 mg/L for BAP (CT4) and 250 

mg/L for TDZ (CT10) (Table 3, fig 2E, 2F). However, when the concentration exceeds the 

growth stimulant concentration threshold in CT4 and CT10, the effectiveness of keikis 

growth tended to reduce, this proves that when BAP and TDZ are too high, it will inhibit 

the budding process of keikis. 

3.4 Effect of growth stimulants on the rooting ability of shoots from keikis 

Growth stimulant NAA has a positive impact on the ability of plants to create roots. 

In this study, we used a concentration of 100-300 mg/L NAA sprayed directly on orchid 

shoots to investigate the rooting ability of the shoots. The research results are presented in 

Table 4. 

D. anosmum 'tim hue' orchid shoots grown from keikis have strong rooting ability, 

100% of experimental shoots rooted even without using growth stimulants (CT1, Fig 2G). 
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However, the quality of the roots of the shoots in each experiment was different. The 

rooting efficiency of orchid shoots was increased when using NAA. The most effective 

experiment was CT5 with an NAA concentration of 250 mg/L (Fig 2H). When increasing 

the NAA concentration to 300 mg/L, the rooting efficiency decreased (CT6), this proves 

that this NAA concentration is high causing the phenomenon of inhibition of the rooting 

process of D. anosmum 'tim hue' orchid shoots. 

Table 4. Effects of growth stimulants on keiki's rooting ability after 60 days of experiment 

CT NAA (mg/l) Rooting time 

(days) 

Rooting rate 

(%) 

Number of 

roots 

Root length 

(cm) 

1 0 18.67
d
±0.92 100 2.27

e
±0.25 2.21

d
±0.15 

2 100 16.67
c
±0.87 100 2.73

de
±0.23 2.61

d
±0.17 

3 150 13.27
d
±0.65 100 3.33

cd
±0.19 3.12

c
±0.16 

4 200 11.93
c
±0.65 100 4.13

ab
±0.26 3.52

bc
±0.15 

5 250 7.33
a
±0.55 100 4.60

a
±0.25 4.12

a
±0.20 

6 300 9.60
b
±0.77 100 3.80

bc
±0.26 3.72

ab
±0.13 

 Note: (Means ±standard errors within a column followed by the same letter are not 

significantly different according to Duncan’s multiple range test at p ≤ 0.05). 

 
Fig 2. Propagating D. anosmum 'tim hue' orchids from keiki and the effects of microbial 

preparations on the growth of orchid seedlings; A, B, C, D: Effect of substrate on keiki's budding 
ability after 60 days. (A. keiki is placed on a plastic tray; B. keiki is grown on a sand substrate; C. 

the keiki are placed on a moss substrate; D. Keiki is placed on a mixed coconut coir and rice 
husk charcoal (1:1, w/w)); E, F: Effect of growth stimulants on keiki's budding ability after 60 

days ( E. 200 mg/LBAP; F. 250 mg/L TDZ); G, H: Effect of growth stimulant NAA on the rooting 
ability of orchid shoots after 60 days (G. Without growth stimulants;                                                H. 

Use 250 mg/L NAA). 

4. CONCLUSION 

D. anosmum Lindl. 'Tim hue' is an orchid species typical of Thua Thien Hue 

province - Vietnam, with many outstanding characteristics such as large leaf stems, 

balanced flower structure, large flowers, and solid purple color characteristics, and the 

flowers have a mild fragrance. D. anosmum Lindl. 'tim hue' is very suitable for 

propagation by keiki, with a Keiki budding rate of 70.16% in sand.  
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LAN GIẢ HẠC TÍM HUẾ VÀ PHƯƠNG PHÁP NHÂN GIỐNG                                  
SINH DƯỠNG TỪ CHỒI NGỦ CỦA THÂN (KEIKIS) 

Nguyễn Hữu Thọ1,3, Nguyễn Thị Oanh1, Trương Thị Bích Phượng2,  
Nguyễn Thị Kim Cúc1* 

Abstract. Lan giả hạc tím huế (Dendrobium anosmum Lindl.) mang nhiều đặc 
điểm nổi bật như thân và lá có kích thước lớn, mặt hoa cân đối, hoa to, có màu 
tím đặc trưng và có mùi thơm dịu. Nghiên cứu đã lựa chọn được giá thể phù hợp 
cho nhân giống bằng keikis là cát với tỷ lệ nảy mầm của keiki 70,16%. Hai chất 
kích thích sinh trưởng BAP và TDZ có ảnh hưởng đến khả năng nảy chồi của 
keiki. Nồng độ tốt nhất cho kích thích nảy chồi keiki là 200 mg/L đối với BAP và 
250 mg/L đối với TDZ. Chất kích thích sinh trưởng thực vật được sử dụng để 
kích thích ra rễ là NAA với nồng độ sử dụng hiệu quả nhất là 250 mg/L.  

Từ khoá: Dendrobium anosmum Lindl., nhân giống từ keiki, đặc điểm hình thái, 
chế phẩm vi sinh. 
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TÓM TẮT 

Gây đột biến bằng hóa chất là một trong những biện pháp thường được sử dụng để chọn tạo giống thực vật. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng Dimethyl sulfide để gây đột biến trên giống lan Giả hạc tím Huế với 

mục đích chọn tạo được một số kiểu hình có giá trị thẩm mỹ và giá trị kinh tế cao. Xử lý mô sẹo lan Giả hạc tím 

Huế bằng Dimethyl sulfide với các nồng độ từ 0; 50; 100; 200; 400; 800 ppm trong các mốc thời gian khác nhau 

từ 2-10 giờ. Kết quả nghiên cứu sau 8 tuần nuôi cấy ghi nhận tỷ lệ mô sẹo còn sống đạt cao nhất là 73,62% ở thí 

nghiệm nồng độ DMS 50 ppm và xử lý trong 2 giờ, tuy nhiên số mẫu có biểu hiện hình thái khác so với đối 

chứng chỉ đạt 4,43%. Xử lý mô sẹo bằng DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ cho số mẫu biến dị hình thái lớn 

(14,93%). Các biến đổi ban đầu của mô sẹo sau khi xử lý DMS là những thay đổi về hình thái và màu sắc. Các tế 

bào biểu mô, khí khổng, hệ thống mạch dẫn của các chồi phát triển từ mô sẹo được xử lý DMS đều có những 

thay đổi chủ yếu là về hình dạng, trật tự sắp xếp. Từ những kết quả này chúng tôi tiếp tục nuôi cấy mô sẹo để tạo 

thành cây hoàn chỉnh nhằm chọn lọc các kiểu hình khác nhau phục vụ công tác chọn tạo giống lan Giả hạc tím Huế. 

Từ khóa: Biến dị, cấu trúc tế bào, Dendrobium anosmum Lindl., Dimethyl sulfide (DMS), mô sẹo, thay đổi hình thái. 

MỞ ĐẦU 

Những năm gần đây, nhu cầu sưu tầm và trồng các loại hoa, cây cảnh có biến đổi về thân, lá, hoa tăng cao, đặc 
biệt lan Giả hạc là một trong những cây cảnh được nhiều người quan tâm. Lan Giả hạc có tên khoa học là 
Dendrobium anosmum, thuộc chi Dendrobium, họ Orchidaceae. Lan Giả hạc có hình thái, màu sắc và kích thước 
đa dạng nên được đánh giá là một trong những loài hoa, cây cảnh có giá trị trên thế giới (Teixeira da Silva et al., 2015). 
Ở Việt Nam, lan Giả hạc phân bố từ Bắc vào Nam, trên mỗi vùng miền thì loài lan này có một số đặc điểm hình 
thái và thời điểm ra hoa riêng để nhận biết (Huyến, 2007). Lan Giả hạc tím Huế là một trong những giống lan đặc 
trưng của Thừa Thiên Huế, với đặc điểm hoa to, cánh viền, màu tím hồng đặc trưng và có mùi thơm dịu, mặt hoa 
cân đối, đây là một trong những giống lan Giả hạc được nhiều người quan tâm tìm kiếm (Tho et al., 2024). Lan 
Giả hạc tím Huế mặc dù có giá trị thẩm mỹ cao nhưng ít có những biến dị di truyền nên độ đa dạng mặt hoa thấp 
hơn so với một số giống lan Giả hạc khác. Với mục tiêu tạo ra nhiều thay đổi hơn về kiểu hình, đa dạng nguồn 
nguyên liệu cho chọn lọc, đáp ứng nhu cầu đa dạng người chơi lan, làm tăng giá trị của dòng lan này, chúng tôi 
thực hiện nghiên cứu tạo đột biến lan Giả hạc tím huế bằng DMS. 

DMS là một chất alkyl hóa đơn chức có phản ứng với DNA thông qua phản ứng thay thế hai phân tử (SN2), tạo 
thành một phức hợp chuyển tiếp với nucleophile mạnh, đặc biệt là nitrogen basesnhư vị trí N7 của guanin và vị trí 
N3 của adenin (Lawley, 1974), dẫn đến đột biến chuyển tiếp GC → AT (Singer, Grunberger, 1983). Đã có những 
nghiên cứu về tác động gây đột biến của DMS trên cây trồng như trên cây Dâu tây (Sekhi et al., 2022), DMS đã 
làm thay đổi một số đặc điểm sinh hoá trên cây Dâu tây như hàm lượng diệp lục, proline, enzyme…, trên cây Xà 
cừ (Mostafa, 2015), trên cây Huỳnh liên (Mostafa, Alhamd, 2016), DMS đã làm thay đổi khả năng tăng trưởng, 
thành phần hoá học trong cây, thay đổi hình thái và màu sắc của hoa, lá. DMS chưa được sử dụng nhiều trong 
việc tạo đột biến trên lan, nghiên cứu này được xem là đầu tiên trong việc sử dụng DMS để tạo ra biến dị trên 
cây lan Giả hạc D. anosmum LindL. 

VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP 

Vật liệu 

Mô sẹo có kích thước đồng đều từ 0,2-0,3 cm được tạo ra từ chồi ngủ của thân lan Giả hạc tím Huế được nuôi 
cấy in vitro. Các thí nghiệm được thực hiện tại phòng thí nghiệm Công nghệ tế bào, Viện Công nghệ sinh học, 
Đại học Huế. 
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Phƣơng pháp nghiên cứu 

Điều kiện nuôi cấy 

Môi trường nuôi cấy được sử dụng trong các thí nghiệm là môi trường MS cơ bản(Murashige, Skoog, 1962) có 
30 g/L sucrose, 7 g/L agar, 0,7 g/L than hoạt tính và bổ sung các chất kích thích sinh trưởng thực vật thích hợp ở 
từng giai đoạn khác nhau. Môi trường nuôi cấy có pH = 5,8, được khử trùng ở nhiệt độ 121

º
C, áp suất 1 atm, 

trong 15 phút. Mẫu được giữ trong phòng nuôi ở nhiệt độ: 25 ± 2
º
C, mật độ thông lượng photon quang hợp trong 

khoảng 13,5 - 27 μmol s
-1

m
-2

, thời gian chiếu sáng 8 giờ/ngày (Tho et al., 2023). 

Xử lý hóa chất  

Mô sẹo lan khỏe mạnh, không có dấu hiệu nhiễm nấm khuẩn, có màu xanh lá, sinh trưởng tốt được sử dụng để 
xử lý hóa chất DMS. Hóa chất cho vào môi trường MS lỏng để đạt được các nồng độ theo từng công thức thí 
nghiệm (0, 50, 100, 200, 400, 800 ppm) và mỗi công thức thí nghiệm được xử lý trong một thời gian nhất định ( 2, 
4, 6, 8, 10 giờ). Các chỉ tiêu theo dõi được ghi lại sau 8 tuần xử lý hóa chất. Những chỉ tiêu đánh giá bao gồm tỷ 
lệ sống của mẫu xử lý, tỷ lệ mẫu có phát triển hình thành mầm chồi và kích thước của mẫu còn sống, tỷ lệ mẫu 
có hình thái biến dị. 

Phân tích đặc điểm biến đổi 

Sử dụng chỉ thị hình thái: Quan sát, phân tích hình thái (Hình dạng mô sẹo, hình dạng và màu sắc lá mầm, chồi) 
của mẫu xử lý DMS so sánh với mẫu đối chứng không xử lý DMS.  

Sử dụng chỉ thị tế bào: Được tiến hành theo phương pháp nghiên cứu với kính hiển vi của tác giả Trần Công 
Khánh (2005). Thực hiện làm tiêu bản tạm thời quan sát dưới kính hiển vi các mẫu mô sẹo và mẫu lá, thân, rễ 
của cây con invitro phát triển từ mô sẹo xử lý DMS giai đoạn ra rễ để đánh giá các biến đổi về hình dạng, kích 

thước, sắp xếp của tế bào, mạch dẫn của mô sẹo và chồi lan sau khi xử lý hóa chất so với mẫu đối chứng không 
xử lý DMS. 

Xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần, mỗi lần lặp quan sát 15 mẫu. Số liệu thu được được xử lý bằng phần mềm 
SPSS 26 và được phân tích Duncan's test với mức xác suất có ý nghĩa p<0,05. Hình ảnh được phân tích bằng 
phần mềm Imageji 1.8.0. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Xử lý hóa chất đột biến DMS  

Bảng 1. Kết quả xử lý mẫu mô sẹo sau 8 tuần nuôi cấy 

CT 
Nồng độ 

xử lý 
(ppm) 

Thời 
gian xử 

lý (h) 

Chỉ tiêu theo dõi sau khi xử lý bằng DMS 

Tỷ lệ mẫu sống (%) 
Tỷ lệ mẫu có phát 
triển mầm chồi (%) 

Tỷ lệ mẫu có hình 
thái biến dị (%) 

Kích thƣớc 
mẫu sống (cm) 

ĐC 0 0 95,56±2,94 a 88,89±1,11 a
 

0,00±0,00 g 0,86±0,05 a 

CT1 50 2 73,62±1,32 b 53,32±2,34 b 4,43±0,63 e 0,85±0,0 a 

CT2 100 2 54,44±2,94 d 32,22±2,94 d 8,38±1,19 d 0,75±0,02 bc 

CT3 200 2 33,33±3,85 g 21,11±2,22 e 12,19±1,50 bc 0,80±0,02 ab 

CT4 400 2 7,78±2,22 jk 4,44±1,11 gh 3,71±0,38 ef 0,71±0,02 cd 

CT5 800 2 0,00±0,00 m 0,00±0,00i 0,00±0,00 g 0,00±0,00 i 

CT6 50 4 66,58±2,95 c 37,49±2,11 c 14,93±1,91 a 0,67±0,01 de 

CT7 100 4 24,44±1,11 h 14,44±1,11 f 7,77±0,63 d 0,65±0,04 de 

CT8 200 4 7,78±1,11 jk 3,33±0,00 ghi 3,33±0,00 ef 0,61±0,02 efg 

CT9 400 4 3,33±1,92 klm 1,11±1,11 hi 1,11±1,11 fg 0,56±0,05 fgh 

CT10 800 4 1,11±1,11 lm 1,11±1,11 hi 1,11±1,11 fg 0,53±0,02 h 

CT11 50 6 47,74±1,08 e 18,68±0,73e 13,56±1,09 ab 0,68±0,01 cde 

CT12 100 6 10,00±1,92 j 5,56±1,11 g 3,89±0,48 ef 0,69±0,02 cde 

CT13 200 6 2,22±1,11 lm 1,11±1,11 hi 2,22±1,11 efg 0,53±0,02 h 
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CT14 400 6 0,00±0,00 m 0,00±0,00 i 0,00±0,00 g 0,00±0,00 i 

CT15 800 6 0,00±0,00 m 0,00±0,00 i 0,00±0,00 g 0,00±0,00 i 

CT16 50 8 41,43±1,13 f 12,59±1,35 f 10,23±1,35 cd 0,61±0,04 efg 

CT17 100 8 5,56±1,11 jkl 4,44±1,11 gh 2,72±1,43 efg 0,62±0,02 ef 

CT18 200 8 1,11±1,11 lm 0,00±0,00 i 0,00±0,00 g 0,52±0,00 h 

CT19 400 8 0,00±0,00 m 0,00±0,00 i 0,00±0,00 g 0,00±0,00 i 

CT20 800 8 0,00±0,00 m 0,00±0,00 i 0,00±0,00 g 0,00±0,00 i 

CT21 50 10 19,62±0,77 i 6,78±0,85 g 3,03±0,72 ef 0,56±0,05 fgh 

CT22 100 10 2,22±1,11 lm 1,11±1,11 hi 1,11±1,11 fg 0,54±0,02 gh 

CT23 200 10 1,11±1,11 lm 0,00±0,00 i 0,00±0,00 g 0,51±0,00 h 

CT24 400 10 0,00±0,00 m 0,00±0,00 h 0,00±0,00 g 0,00±0,00 i 

CT25 800 10 0,00±0,00 m 0,00±0,00 h 0,00±0,00 g 0,00±0,00 i 

Trung bình ± sai số chuẩn (SE); Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột cho biết có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, 
Ducan’s test).  

Sau 8 tuần nuôi cấy, tỷ lệ mô sẹo còn sống khi được xử lý bằng DMS cao nhất đạt được là 73,62% (CT1). Tỷ lệ 
mẫu có mầm chồi phát triển ở công thức này là 53,32%, tuy nhiên số mẫu có biểu hiện hình thái khác so với đối 
chứng lại thấp chỉ đạt 4,43%. Công thức xử lý bằng DMS với nồng độ xử lý 50 ppm trong 4 giờ, có số mẫu biến 
dị hình thái lớn nhất đạt 14,93% (CT6). Các công thức thí nghiệm khác, tỷ lệ mẫu biến dị đều thấp hơn 14%, 
thậm chí công thức CT9, CT10, CT22 chỉ đạt 1,11% mẫu biến dị. Khi xử lý mô sẹo bằng DMS với nồng độ 400 
ppm trở lên trong thời gian 6-10 giờ thì các mẫu đã bị chết 100% đến thời điểm 8 tuần sau xử lý. Các công thức 
CT14, CT15, CT19, CT24 và CT25 xử lý ở nồng độ 800 ppm trong 2 giờ cũng có kết quả tương tự. Ở thí nghiệm 
CT18 và CT23 đều ghi nhận có mẫu sống nhưng tỷ lệ rất thấp (1,11%), mẫu không phát triển mầm chồi và có 
màu úa vàng, mức tăng trưởng kém, kích thước mẫu chỉ đạt 0,52 cm và 0,51 cm. Kích thước của mô sẹo xử lý 
DMS còn sống sau 8 tuần nuôi cấy đạt được trong khoảng 0,51 – 0,86 cm, cao nhất ở công thức đối chứng (0,86 
cm) và CT1 (0,85 cm) (bảng 1). 

Gây đột biến bằng DMS được Mostafa (2015) sử dụng trên cây Xà cừ (Khaya senegalensis) để tạo ra các giống 
mới có đặc tính tốt hơn. Hạt cây Xà cừ ngâm trong dung dịch DMS (0, 1000, 2000, 3000, 4000 và 5000 ppm) 
trong 15 giờ. Kết quả cho thấy các nồng độ 2000 ppm, 3000 ppm, 4000 ppm đã cho những biến dị về số lượng 
cành lá, chiều cao cây, màu sắc và tốc độ tăng trưởng (Mostafa, 2015). Một nghiên cứu khác của Mostafa và 
Alhamd (2016) trên cây hoa Huỳnh liên (Tecoma stans), tiến hành ngâm hạt trong dung dịch DMS ở nồng độ 0, 
200, 400, 600, 800 và 1000 ppm trong 15 giờ để tạo ra biến dị di truyền. Kết quả thử nghiệm cho thấy với các 
nồng độ thử nghiệm đều có những cây biến dị với các đặc điểm khác nhau về lá, hoa, màu sắc, kích thước cây 
và hoa (Mostafa, Alhamd, 2016). Một công bố khác của Victoria Vasko và Victor Kyrychenko (2016) trên cây hoa 
Hướng dương (Helianthus annuus), tác giả đã sử dụng DMS nồng độ 0,01 – 0,05% để xử lý hạt trong 18 giờ. 
Nghiên cứu cũng đã cho thấy DMS đã tác động làm thay đổi số lượng cánh hoa, màu sắc, kích thước cây của 
cây Hướng dương ở thế hệ 1 và 2 so với cây đối chứng (Vasko, Kyrychenko, 2016). 

Như vậy, qua kết quả nghiên cứu này của chúng tôi và những công bố của các nhà khoa học trước đây có thể 
thấy được DMS là một chất có tác dụng mạnh lên giai đoạn sớm của phôi dẫn đến những biến đối về hình thái 
sau đó và ở các thế hệ tiếp theo. Hóa chất này có thể được áp dụng trên nhiều đối tượng cây trồng, và có thể 
được xử lý ở các giai đoạn, protocorm, mô sẹo trong nuôi cấy in-vitro, hoặc được xử lý trực tiếp trên hạt. 

Hình thái phát triển của mô sẹo sau khi xử lý hóa chất 

Mô sẹo sau khi được xử lý bằng DMS sau thời gian nuôi cấy 3-4 tuần bắt đầu xuất hiện các hình thái khác với đối 
chứng. Biểu hiện đầu tiên đó là về màu sắc, màu xuất hiện như trắng (hình 1B, hình 1C), hơi vàng hoặc nâu 
(hình 1E, hình 1F) những mô sẹo này bắt đầu chết ở tuần thứ 4-5. Một số mô sẹo còn sống thì sinh trưởng có 
hình thành các phiến mỏng, màu trắng hơi xanh hoặc hơi vàng nâu bao bên ngoài. Các phiến này uốn lượn và 
gấp khúc, và nó không có khả năng phát triển thành chồi. Các mảng phiến mỏng này sẽ úa vàng, chết sau đó 1-2 
tuần (hình 1E, hình 1F). Những mô sẹo còn sống thì khi phát triển thường có màu xanh, bắt đầu có lá mầm và lá 
mầm thường to, dày và ngắn hơn, có màu xanh lá đậm so với mẫu đối chứng (hình 1M, hình 1N), một số khác có 
hình thái lá mầm bị biến dạng nhiều, mầm không phát triển được (hình 1H, hình 1I, hình 1J, hình 1K, hình 1L). 
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Hình 1. Một số hình dạng bất thƣờng của mô sẹo và chồi sau khi xử lý DMS 

A,G: Mẫu không xử lý hóa chất; B-F, H-N: Mẫu được xử lý bằng DMS. 

Đặc điểm tế bào mô lá, thân và rễ 

Thực hiện làm tiêu bản để quan sát đỉnh sinh trưởng, thân non, đầu rễ và biểu mô lá của các mẫu thí nghiệm. 

Đỉnh sinh trưởng ở mẫu đối chứng và xử lý DMS về hình thái đã có sự biến đổi khác nhau. Mẫu được xử lý DMS 

có đỉnh sinh trưởng hình dạng không ổn định, biến dạng nhiều vị trí, tế bào có xu hướng kéo dài, mật độ diệp lục 

thấp (hình 2B). Ngược lại, đỉnh sinh trưởng ở mẫu đối chứng có màu xanh đậm, tế bào xếp chặt chẽ với nhau, 

hình dạng tế bào tròn, và ổn định, ít có sự biến đổi hình dạng (hình 2A). Kết quả này cho thấy DMS đã ảnh 

hưởng tới sự sắp xếp tế bào, tới cấu trúc mô của đỉnh sinh trưởng lan Giả hạc tím Huế. 

 

Hình 2. Đỉnh sinh trƣởng của lan Giả hạc tím Huế đƣợc quan sát dƣới kính hiển vi 

A. Mẫu đối chứng không xử lý hóa chất; B. Mẫu xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ. 

Quan sát mặt cắt ngang phiến lá của 2 mẫu thí nghiệm (lá cây đối chứng và cây xử lý DMS) cho thấy ở mẫu lá 

của cây xử lý DMS không thấy rõ mạch dẫn, lá có màu xanh đậm, các tế bào có xu hướng kéo dài, phiến lá có bề 

dày 0,78±0,03 mm(bảng 2, hình 3B). So với lá của cây đối chứng các lớp tế bào đều nhau, tế bào biểu bì hình 

dạng như nhau, dạng hình tròn, phiến lá mỏng dần về hai bên mép lá, có bề dày trung bình là 0,69±0,04 mm, 

lượng diệp lục phân bố đều về hai bên mặt lá (bảng 2, hình 3A). Như vậy, DMS đã làm thay đổi hình thái tế bào, 

phân bố diệp lục trong lá, độ dày mỏng của phiến lá. 

 

Hình 3. Mặt cắt ngang của phiến lá lan Giả hạc tím Huế sau 3 tháng nuôi cấy tái sinh chồi (thƣớc tỉ lệ 1 mm) 

A: Lá đối chứng không xử lý hóa chất; B: Lá xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ. 

Các tế bào biểu mô lá được quan sát từ mẫu được xử lý bằng DMS, có sự thay đổi lớn về hình dạng và trật tự 

sắp xếp, kích thước tế bào thì không thay đổi nhiều, có thành tế bào dày, nhân tế bào nhỏ so với đối chứng 

(Bảng 2, hình 4).  
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Bảng 2. Một số kích thƣớc và số liệu tế bào 

Mẫu thí 
nghiệm 

Bó mạch dẫn  
trong thân non 

Kích thƣớc tế bào biểu mô Đƣờng kính 
nhân tế bào 
biểu mô lá 

(μm) 

Chiều dày 
phiến lá 

(mm) 

Lông hút của rễ 

Số lƣợng 
(bó mạch/ 

thân) 

Đƣờng kính 
(μm) 

Chiều dài 
(μm) 

Chiều rộng 
(μm) 

Lông hút/mm
2 Chiều dài 

(mm) 

Đối 
chứng 

21,27±0,21a 71,89±1,17a 28,62±1,14a 16,02±0,83a 3,84±0,20a 0,69±0,04b 252,47±10,90a 0,64±0,02a 

DMS 19,33±0,13b 58,35±2,91b 27,60±1,25a 13,27±0,55b 2,95±0,12b 0,78±0,03a 247,13±10,16a 0,43±0,02b 

Các chữ cái khác nhau (a,b) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s 

test. 

 

Hình 4. Tế bào biểu mô mặt dƣới của lá lan Giả hạc tím Huế 

A: Tế bào mẫu lá đối chứng không xử lý hóa chất; B: Tế bào mẫu lá xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ. 

Giải phẫu phần thân non cho thấy rõ sự khác biệt giữa cây được xử lý DMS và cây đối chứng, số lượng bó mạch 
trong cấu trúc thân non của cây đối chứng trung bình 21,27±0,21 bó mạch/thân, dao động trong khoảng 20-22 bó 
mạch, sắp xếp thành nhiều vòng tròn từ ngoài vào trong đồng tâm, bó mạch tròn, kích thước tương đồng nhau và 
có đường kính 71,89±1,17 μm. Các tế bào xung quanh có hình tròn sắp xếp trật tự, kích thước tương đồng nhau 
(bảng 2, hình 5A, hình 5B, hình 5C, hình 5D). Mẫu chồi xử lý bằng DMS có số lượng bó mạch trong thân ít hơn 
đạt trung bình 19,33±0,13 bó mạch/thân, dao động trong khoảng 19-20 bó mạch, các bó mạch sắp xếp thưa, 
không đều nhau, bó mạch dẹp và có đường kính 58,35±2,91 μm, tế bào mô xung quanh có xu hướng thay đổi 
hình dạng nhiều, không đồng đều, lớp vỏ bao bên ngoài thân mỏng hơn so với đối chứng (bảng 2, hình 5E, hình 5F, 
hình 5G, hình 5H). 

 

Hình 5. Hình thái giải phẫu mặt cắt ngang của thân chồi lan Giả hạc tím Huế 

A, B, C, D: Mẫu thân chồi đối chứng; E, F, G, H: Mẫu thân chồi xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ;  
A, E, C, G: Mặt cắt ngang; B, F: Bó mạch dẫn; D, H: Tế bào xung quanh mạnh dẫn. 

Quan sát hình thái giải phẫu của rễ ở 2 mẫu cây thí nghiệm (đối chứng và xử lý DMS) cũng thể hiện sự sai khác. 
Tuy nhiên mức độ sai khác ở rễ không nhiều, điểm sai khác chủ yếu tập trung vào hình thái và số lượng lông hút. 
Rễ cây đối chứng có lông hút phân bố đều, số lượng nhiều ở miền lông hút của rễ có mật độ 252,47±10,90 lông 
hút/mm

2
, chiều dài đạt 0,64±0,02 mm

 
(bảng 2, hình 6A, hình 6B). Cây xử lý DMS có rễ có kích thước to, lớp tế 

bào bao bên ngoài rất dày, rễ có lớp lông hút nhỏ, số lượng lông hút đạt 247,13±10,16 lông hút/mm
2
 về mặt 

thống kê không khác biệt so với đối chứng. Tuy nhiên, chiều dài chỉ đạt 0,43±0,02 mm, ngắn hơn rất nhiều so với 
đối chứng (bảng 2, hình 6C, hình 6D). 
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Hình 6. Hình giải phẫu rễ lan Giả hạc tím Huế. 

A, B: Mặt cắt ngang và dọc của rễ cây đối chứng;  
C, D: Mặt cắt ngang và dọc của rễ cây xử lý DMS nồng độ 50 ppm trong 4 giờ. 

Đặc điểm tế bào khí khổng 

Quan sát đặc điểm của khí khổng cho thấy chiều dài, chiều rộng, diện tích khí khổng và mật độ tế bào đạt lần 
lược 14,84 μm; 12,52 μm; 158,82 μm

2
 và 212,73 tế bào/mm

2
. Kết quả này không có sự khác biệt so với mẫu đối 

chứng (bảng 3, hình 7). Điều này gợi ý rằng đột biến ít có ảnh hưởng tới đặc điểm tế bào khí khổng của lan. 

Bảng 3. Đặc điểm của tế bào khí khổng trên biểu bì lá sau 3 tháng nuôi cấy 

Mẫu 
Tế bào khí khổng 

Chiều dài (μm) Chiều rộng (μm) Diện tích (μm
2
) Mật độ tế bào/mm

2 

Cây đối chứng 15,79±0,56a 13,33±0,56a 168,66±13,29a 235,80±4,30a 

Cây xử lý DMS 14,84±0,56a 12,52±0,54a 148,82±11,47a 212,73±3,90a 

Các chữ cái khác nhau (a,b) trên cùng một cột chỉ ra sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình mẫu với p<0,05, Duncan’s 
test. 

 

Hình 7. Hình thái khí khổng của lan Giả hạc tím Huế sau 3 tháng nuôi cấy chồi 

A, B: Khí khổng ở lá cây đối chứng; C, D: Khí khổng ở lá cây xử lý DMS. 

KẾT LUẬN 

Xử lý mô sẹo bằng DMS với nồng độ 50 ppm, trong thời gian 4 giờ cho kết quả tỷ lệ mô sẹo biến đổi hình thái 
nhiều nhất đạt 14,93%. Nồng độ DMS và thời gian xử lý càng cao dẫn đến tỷ lệ sống của mô sẹo càng thấp. Tỷ 
lệ sống chỉ đạt từ 0 – 7,78% khi xử lý ở nồng độ lớn hơn 200 ppm. Các thay đổi của mô sẹo sau khi xử lý DMS 
chủ yếu là những thay đổi về hình thái, kích thước, màu sắc. Phân tích các chồi phát triển từ mô sẹo có biến đổi 
sau khi xử lý DMS, nhận thấy ở cấp độ tế bào có những thay đổi về hình dạng, trật tự sắp xếp, mật độ của các 
loại tế bào biểu mô lá, khí khổng, mạnh dẫn. 

Lời cảm ơn: Tất cả thí nghiệm được tiến hành tại Phòng Thí nghiệm Tế bào, Viện Công nghệ sinh học, Đại học Huế. Kinh 

phí được phòng thí nghiệm hỗ trợ và từ nguồn học bổng VinIF. “Nguyễn Hữu Thọ được tài trợ bởi Chương trình học bổng 

đào tạo thạc sĩ, tiến sĩ trong nước của Quỹ Đổi mới sáng tạo Vingroup (VINIF), mã số VINIF.2023.TS.121 ”. 
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RESEARCH ON THE EFFECT OF DIMETHYL SULFIDE (DMS) ON INDUCING 
VARIATION IN DENDROBIUM ANOSMUM LINDL 'TIM HUE' ORCHID 
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, La Thi Thu Hang

3
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2
, Nguyen Thi Kim Cuc
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4
College Electro-Mechanics, Construction and Agro-Forestry of Central Vietnam, KV8, Bui Thi Xuan Ward,  

Quy Nhon city, Binh Dinh, Vietnam 

SUMMARY  

Chemical mutagenesis is one of the commonly used methods for plant breeding. In this study, we used Dimethyl 

sulfide (DMS) to induce mutations in the Dendrobium anosmum Lindl ‘Tim Hue’ to select morphotypes with 

high aesthetic and economic value. Treatment of D. anosmum ‘Tim Hue’ orchid callus with Dimethyl sulfide at 

concentrations of 0, 50, 100, 200, 400, and 800 ppm at different time points ranging from 2 to 10 hours. After 8 

weeks of culture, the results showed that the highest survival rate of callus was 73.62% at a DMS concentration 

of 50 ppm for 2 hours. However, the number of samples exhibiting morphological differences compared to the 

control was only 4.43%. The experiment with the highest morphological variation rate (14.93%) was observed at 

a DMS concentration of 50 ppm for 4 hours. Initial changes in the callus after DMS treatment included 

alterations in morphology and color. The epithelial cells, stomata, and vascular systems of shoots grown from 

DMS-treated callus exhibited changes, mainly in shape and arrangement. Based on these results, we continued 

cultivating the mutated callus to develop complete plants, aiming to select various morphotypes for further 

breeding of Dendrobium anosmum Lindl ‘Tim Hue’ orchid. 

Keywords: Variation, cellular structure, Dendrobium anosmum Lindl, Dimethyl sulfide (DMS), callus tissue, 

morphological changes.  
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NGHIÊN CỨU PHÂN LẬP VI KHUẨN NỘI SINH TỪ MỘT SỐ 

GIỐNG LAN RỪNG 

Nguyễn Hữu Thọ1,4, Trương Thị Bích Phượng2, Hồ Thị Xuân Tuý1, Phạm Thành3,  

Nguyễn Thị Kim Cúc1* 

1 Viện Công nghệ sinh học, Đại học Huế, Tỉnh lộ 10, Phú Thượng, Phú Vang, Thừa Thiên Huế, Việt Nam 
2 Trường Đại học khoa học, Đại học Huế, Số 77 Nguyễn Huệ, TP Huế, Thừa Thiên Huế 

3 Trường Đại học sư phạm, Đại học Huế, Số 34 Lê Lợi, TP Huế, Thừa Thiên Huế 
4 Khoa Nông Lâm nghiệp, Trường Cao đẳng Cơ điện, Xây dựng và Nông lâm Trung Bộ, TP. Quy Nhơn, Việt Nam 

* Tác giả liên hệ Nguyễn Thị Kim Cúc <ntkcuc.huib@hueuni.edu.vn> 

(Ngày nhận bài: 20-03-2023; Hoàn thành phản biện: 03-06-2023; Ngày chấp nhận đăng: 22-04-2024) 

Tóm tắt. Vi khuẩn nội sinh là các vi khuẩn cư trú trong các mô thực vật mà không gây ra những tổn 

thương cho cây chủ, chúng có vai trò tăng cường hỗ trợ sinh trưởng thực vật trong cả điều kiện bình 

thường và những điều kiện bất lợi. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã phân lập được 30 chủng vi 

khuẩn nội sinh từ các giống lan rừng Giả hạc (Dendrobium anosmum), Giáng hương tam bảo sắc (Aerides 

falcata), Kiều vàng (Dendrobium thyrsiflorum), Hoàng thảo vảy rồng (Dendrobium lindleyi), lan kiếm 

(Cymbidium finlaysonianum). Hình thái khuẩn lạc của các chủng được phân lập chủ yếu có màu trắng 

(73,4%), trơn nhầy (60%), mép tròn đều (63,3%), một số ít có bề mặt khô ráp hoặc bóng nhẵn, viền mép 

dạng gợn sóng. Kết quả nghiên cứu đặc điểm hóa sinh cho thấy 18/30 chủng có khả năng phân giải lân; 

15/30 chủng có khả năng sinh IAA; 16/30 chủng có khả năng cố định đạm; và 18/30 chủng có khả năng 

sinh NH3. Trong đó, 3 chủng vi sinh vật được ký hiệu là L4, L6, C4, có đặc điểm trội hơn các chủng 

khác đã được lựa chọn để định danh, và được lần lượt xác định là Burkholderia sp., Bacillus cereus và 

Pseudomonas boreopolis. Đây là những chủng vi sinh vật tiềm năng có thể ứng dụng trong nghiên cứu 

phát triển các chế phẩm vi sinh dùng trong kích thích sinh trưởng của lan. 

Từ khoá: Bacillus, Burkholderia, IAA, Pseudomonas, vi khuẩn nội sinh 

Isolation of endogenous bacteria from wild orchids  

Nguyen Huu Tho1,4, Truong Thi Bich Phuong2, Ho Thi Xuan Tuy1, Pham Thanh3,  

Nguyen Thi Kim Cuc1* 

1 Institute of Biotechnology, Hue University, Road 10, Phu Thuong, Phu Vang, Thua Thien Hue, Vietnam 
2 University of Sciences, Hue University, 77 Nguyen Hue, Hue City, Thua Thien Hue, Vietnam 
3 Hue University of Education, Hue University, 34 Le Loi, Hue City, Thua Thien Hue, Vietnam 

4 College Electro-Mechanics, Construction and Agro-Forestry of Central Vietnam, Quy Nhon city, Vietnam 

* Correspondence to Nguyen Thi Kim Cuc <ntkcuc.huib@hueuni.edu.vn> 

(Received: 20 March 2024; Revised: 0. June 2023; Accepted: 22 April 2024) 

Abstract. Endophytic bacteria reside in plant tissues without causing damage to the host and enhance 

plant growth under both normal and adverse conditions. In this study, 30 strains of endophytic 

bacteria were isolated from different wild orchids, including Dendrobium anosmum, Aerides 
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falcata, Dendrobium thyrsiflorum, Dendrobium lindleyi, and Cymbidium finlaysonianum. The colony 

morphology of the isolated strains was mainly white (73.4%), and slimy (60%), with regularly rounded 

edges (63.3%), a few had a dry or glossy surface and a wavy edge.  The results of biochemical 

characterization studies showed that 18/30 strains could decompose phosphorus; 15/30 strains could 

produce producing IAA; 16/30 strains could fix nitrogen; and 18/30 strains were likely to generate NH3. 

Among them, three isolated strains, named L4, L6, and C4, as outstanding characteristics than other 

strains, were selected for identification and identified as Burkholderia sp., Bacillus cereus, and 

Pseudomonas boreopolis, respectively. These microbes are potential strains that can be used as microbial 

products for agricultural applications, especially in growing orchid seedlings. 

Keywords: Bacillus, Burkholderia, endogenous microorganisms, IAA, Pseudomonas 

1 Mở đầu 

Những ảnh hưởng có lợi của vi sinh vật đối 

với sự phát triển của thực vật như cố định đạm, 

phân giải lân, kali khó tan, thúc đẩy sự phát triển 

của chồi và rễ, kiểm soát hoặc ngăn chặn dịch 

bệnh và cải thiện cấu trúc đất đã được nhiều nhà 

khoa học quan tâm nghiên cứu... [1]. Một số vi 

sinh vật có ích được nghiên cứu và sử dụng phổ 

biến trong nông nghiệp có thể kể đến như 

Rhizobia, Mycorrhizae, Azospirillum, Bacillus, 

Pseudomonas, Trichoderma, Streptomyces và một số 

loài khác [2]. Vi sinh vật nội sinh là một nhóm vi 

sinh vật được quan tâm gần đây, là những vi sinh 

vật cộng sinh với thực vật, sống nội sinh trong các 

mô thực vật mà không gây ra bất kỳ tác hại nào 

cho cây chủ [3–5]. Các vi khuẩn nội sinh thuộc các 

chi Bacillus, Burkholderia, Enterobacter và 

Pseudomonas thường được tìm thấy ở các cây 

trồng nông nghiệp [6], chúng có vai trò quan 

trọng trong sinh trưởng, phát triển của cây trồng 

và góp phần duy trì tính bền vững trong sản xuất 

nông nghiệp [7]. 

Vi khuẩn nội sinh đã được phân lập từ 

nhiều loài thực vật trong đó bao gồm cả các cây 

trồng nông nghiệp và cây cỏ dại [8]. Tuy nhiên, 

nghiên cứu về vi khuẩn nội sinh trong cây hoa lan 

(Orchidaceae) và ứng dụng thực tiễn của nó vẫn 

còn hạn chế. Đối với hoa lan, đặc biệt là hoa lan 

rừng có một hệ vi sinh vật cộng sinh rất phong 

phú, điều này có thể là một trong những nguyên 

nhân chính giúp cho lan rừng có một sức sống 

mạnh mẽ, khả năng đề kháng tốt với nhiều loại 

sâu bệnh [9]. Ngược lại lan nuôi cấy mô, lan công 

nghiệp thì sức sống yếu hơn, khả năng chống chịu 

sâu bệnh cũng kém hơn, điều này một phần 

nguyên nhân có thể do những loại lan này không 

có hệ vi sinh cộng sinh bên trong như lan rừng. 

Đã có những công trình nghiên cứu ứng dụng các 

vi sinh vật cộng sinh vào lan nhằm nâng cao chất 

lượng của các giống lan công nghiệp [9,10].  

Khác với các thực vật khác, hạt của các loài 

lan không có nội nhũ và chúng phải phụ thuộc 

vào một loại nấm nội sinh Rhizoctonia để nảy 

mầm, phát triển và thích nghi [11]. Ngoài ra cũng 

có nhiều chủng vi sinh vật nội sinh ở thân, lá, rễ 

của cây giúp thúc đẩy các quá trình phát triển của 

cây, cũng như giúp kháng lại một số loại bệnh. 

Faria và cộng sự [12] đã phân lập vi khuẩn nội 

sinh từ phong lan và tiềm năng của chúng để thúc 

đẩy sự phát triển của thực vật. Nghiên cứu của 

Shah S. và cộng sự về vi sinh vật nội sinh trong 

phong lan Vanda cristata cho thấy có sự ảnh hưởng 

nhất định của vi sinh vật nội sinh tới  sự phát 

triển của thực vật [13]. Nghiên cứu của Héctor 

Herrera và cộng sự đã phân lập và xác định được 

một số vi khuẩn nội sinh từ mô rễ của hoa lan trên 

cạn từ miền Nam Chile [14]. Tsavkelova và cộng 

sự đã thực hiện nghiên cứu về vi khuẩn cư trú 

bên trong rễ của lan biểu sinh [15] và một nghiên 

cứu khác về vi sinh vật nội sinh trong rễ lan và 

khả năng sinh auxin của chúng [16]. Bên cạnh đó, 

một số chủng nấm nội sinh trên cây hoa lan như 
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Penicillium sp., Fusarium sp. [17], chi Fusarium, 

Unidentified II [18]. 

Các giống lan có thể sinh sống ở nhiều môi 

trường ngoại cảnh khác nhau tạo nên một sự đa 

dạng trong quần thể các vi khuẩn nội sinh, gắn 

kết cùng những đặc trưng riêng biệt so với hệ vi 

sinh vật của môi trường đất xung quanh [19]. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi phân lập và 

tuyển chọn một số chủng vi sinh vật nội sinh từ 

các mẫu lan rừng được thu thập ở khu vực miền 

trung Tây Nguyên gồm Bình Định, Gia Lai, Kon 

Tum, Thừa Thiên Huế, hướng đến mục tiêu phát 

triển sản phẩm phân bón hữu cơ có nguồn gốc từ 

vi sinh vật ứng dụng trong lĩnh vực nông nghiệp 

bền vững.  

2 Vật liệu và phương pháp 

2.1 Vật liệu 

Các mẫu lan rừng được thu thập ở Bình 

Định, Gia Lai, Kon Tum, Thừa Thiên Huế. Các 

giống lan được thu thập gồm có Giả hạc 

(Dendrobium anosmum), Giáng hương tam bảo sắc 

(Aerides falcata), Kiều vàng (Dendrobium 

thyrsiflorum), Hoàng thảo vảy rồng (Dendrobium 

lindleyi), lan kiếm (Cymbidium finlaysonianum). 

2.2 Môi trường nuôi cấy vi sinh 

Môi trường Luria-Bertani (LB) dùng nuôi 

cấy vi khuẩn cho định danh [20] gồm 10 g/L 

Tryptone, 5 g/L cao nấm men, 10 g/L NaCl (trong 

thí nghiệm sử dụng LB dạng đặc thì bổ sung agar 

15 g/L.) 

  Nước Peptone gồm có Peptone: 10 g/L; 

NaCl: 5 g/L. 

  Môi trường Pikovskaya (PVK) (dùng để 

phân lập vi khuẩn có khả năng phân giải lân khó 

tan) gồm glucose (10 g), Ca3(PO4)2 (5 g), (NH4)2SO4 

(0,5 g), KCl (0,2 g), MgSO4.7H2O (0,1 g), MnSO4 

(0,002 g), FeSO4 (0,002 g), cao nấm men (0,5 g), 

agar (20 g) và nước cất 1.000 ml. 

Môi trường Nutrient agar (NA) gồm có 

nước thịt bò: 200 g/L; Peptone: 5 g/L; cao nấm 

men: 3 g/L; NaCl: 5 g/L; 18 g/L agar, pH: 7,0. 

Môi trường NA bán lỏng gồm có nước chiết 

thịt bò: 200 g/L; Peptone: 5 g/L; cao nấm men: 3 

g/L; NaCl: 5 g/L; 4 g/L agar, pH: 7,0. 

Môi trường Starch casein agar (SCA) gồm 

có Tinh bột: 10 g/L; K2HPO4: 2 g/L; KNO3: 2 g/L; 

casein: 0,3 g/L; MgSO4.7H2O: 0,05 g/L; CaCO3: 0,02 

g/L; FeSO4.7H2O: 0,01 g/L; NaCl: 2 g/L; Agar: 15 

g/L; pH: 7,0. 

Môi trường International streptomyces 

project 2 (ISP2) gồm có cao nấm men: 4 g/L; chiết 

xuất mạch nha: 10 g/L; dextrose (hoặc glucose): 4 

g/L; Agar: 15 g/L; pH: 7,3. 

Môi trường Ashby xác định khả năng cố 

định đạm của vi sinh vật gồm có Glucose (nguồn 

carbon): 20 g/L; K2HPO4: 0,2 g/L; NaCl: 0,2 g/L; 

MgSO4.7H2O: 0,2 g/L; K2SO4: 0,1 g/L CaCO3: 5 g/L; 

Agar: 15 g/L; pH: 7,0. 

2.3 Thời gian và địa điểm  

      Các thí nghiệm được thực hiện tại phòng thí 

nghiệm tế bào, Viện Công nghệ sinh học, Đại học 

Huế từ tháng 9/2021-8/2022. 

2.4 Phương pháp 

Phân lập vi khuẩn nội sinh 

Để loại trừ các vi sinh vật trên bề mặt, mẫu 

(thân, rễ, lá) sau khi thu thập được xử lý như sau: 

Loại bỏ các phần bị hỏng, úa vàng, rửa sạch mẫu 

dưới vòi nước chảy; tiếp tục rửa lại bằng nước cất 

vô trùng rồi cắt mẫu thành những đoạn nhỏ 1 - 2 

cm, làm khô mẫu bằng giấy hút ẩm; sau đó khử 

trùng mẫu bằng cồn 96% trong 3 phút, Sodium 

hypochloride 1% trong 5 phút, hydrogen peroxide 

3% (H2O2) trong 5 phút và rửa lại với nước cất vô 

trùng 4 lần để tẩy rửa các loại hóa chất còn thừa 

[21]. Để kiểm tra khả năng các vi sinh vật còn sót 

lại trên bề mặt mẫu sau khi khử trùng, lấy 200 μL 
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nước cất vô trùng đã rửa mẫu ở lần cuối cấy trãi 

trên môi trường LB agar và ủ ở 30C trong 24h để 

quan sát ngoại nhiễm (mẫu nào có ngoại nhiễm 

thì không sử dụng vi sinh vật từ mẫu đó cho các 

nghiên cứu tiếp theo). Các mẫu sau khi khử trùng 

được cho vào các cối bằng sứ đã khử trùng và 

nghiền mịn mẫu, thêm 10 mL nước cất khử trùng 

trùng, sau đó tất cả mẫu được cho vào một ống 50 

mL vô trùng. 

Dung dịch sau khi nghiền tiến hành pha 

loãng theo dãy nồng độ 100, 10-1, 10-2, 10-3 sau đó 

hút 50 μL dung dịch ở các nồng độ pha loãng 

được chuyển vào trong ống nghiệm có chứa 3 mL 

môi trường bán lỏng NA, rồi đem ủ ở 30C trong 

48 h, quan sát thấy các ống nghiệm chứa môi 

trường bán lỏng NA đã cấy dịch trích của mẫu 

xuất hiện một lớp màng mỏng cách mặt môi 

trường nuôi khoảng 0,5 cm chỉ thị có sự hiện diện 

của vi khuẩn nội sinh  [22,23]. 

Lấy một ít vi khuẩn từ màng mỏng của các 

môi trường bán lỏng NA lần lượt cấy chuyển sang 

các đĩa môi trường NA, LB, SCA, ISP2 đặc để tách 

dòng các khuẩn lạc. Sau vài lần cấy chuyển trên 

các môi trường đặc, chọn các khuẩn lạc rời và đều 

nằm trên đường cấy quan sát dưới kính hiển vi. 

Khi thấy vi khuẩn đã thuần nhất thì cấy chuyển 

sang ống nghiệm chứa môi trường đặc tương ứng 

để trữ ở 4C và được xem như là một dòng [22]. 

Hình thái vi khuẩn trên các đĩa môi trường 

được theo dõi bằng cách đo kích thước và quan 

sát hình thái các dạng khuẩn lạc bao gồm các chỉ 

tiêu: màu sắc, hình dạng, độ nổi và dạng bìa 

khuẩn lạc bằng mắt thường. Đối với những khuẩn 

lạc có kích thước quá nhỏ thì sử dụng kính lúp để 

quan sát [24]. 

Phân tích hoạt tính hoá sinh 

Xác định khả năng phân giải lân 

Lựa chọn các khuẩn lạc đã phân lập cấy 

chấm điểm lên môi trường Pikovaskya. Các 

khuẩn lạc xuất hiện trên bề mặt môi trường sau 24 

đến 72 h ủ, tiến hành khảo sát hình thái khuẩn lạc, 

hình dạng tế bào. Các dòng vi khuẩn phân lập 

được khảo sát định tính khả năng hòa tan Phốt 

pho trên môi trường Pikovaskya đặc [25] thông 

qua vòng sáng phân giải tạo ra xung quanh khuẩn 

lạc trên môi trường [26]. 

Xác định khả năng cố định đạm 

Lựa chọn các khuẩn lạc đã phân lập cấy 

điểm lên môi trường Ashby mannitol agar, ủ ở 

30°C trong 72 giờ. Xác định các khuẩn lạc phát 

triển được trên môi trường Ashby, hình thái 

khuẩn lạc, hình dạng tế bào vi khuẩn, đường kính 

khuẩn lạc phát triển [27]. 

Xác định khả năng sinh NH3 

Xác định khả năng sinh NH3 của các chủng 

vi khuẩn nội sinh được phân lập bằng phương 

pháp định tính của Cappuccino & Sherman [28,29]. 

Các dòng vi khuẩn đã phân lập được nuôi trong 

ống 10 mL nước peptone, nuôi lắc 150 vòng/phút, 

trong 48-72h ở 28 ± 2°C. Sau đó cho 0,5 mL thuốc 

thử Nessler (K2HgI4) vào mỗi ống. Quan sát sự 

thay đổi màu sắc trong khoảng màu vàng sang nâu 

sẫm là chứng tỏ chủng vi khuẩn đó có sinh 

amoniac [30,31], màu sắc phụ thuộc vào hàm 

lượng amoniac sinh ra. 

Xác định khả năng sinh IAA 

Các chủng vi sinh vật đã phân lập được 

nuôi tăng sinh trong môi trường dịch thể Luria 

Bertani có bổ sung 0,1% L - Tryptophan trong 

máy lắc ổn nhiệt ở tốc độ 150 vòng/phút, trong 

thời gian từ 48-72 h, nhiệt độ từ 28°C đến 30°C. Ly 

tâm không ít hơn 3 mL dung dịch mẫu thử với tốc 

độ 6000 vòng/phút, trong thời gian 10 phút. Lấy 2 

mL phần dung dịch trên bề mặt (phần nước 

trong) cho vào ống định mức dung tích 10 mL. 

Thêm thuốc thử Salkowski đến vạch định mức, 

trộn đều. Ủ tối trong vòng 25 phút và tiến hành so 

sánh màu sắc của các chủng vi sinh vật, màu càng 
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đỏ thì hàm lượng IAA tổng hợp được càng cao 

[32]. Hàm lượng IAA sinh ra được xác định bằng 

đồ thị đường chuẩn (Hình 1). Đo cường độ màu 

trên máy quang phổ so màu ở bước sóng 530 nm. 

 

Hình 1. Đường chuẩn IAA được xây dựng ở dãy nồng 

độ IAA từ 0 đến 100 μg/ml 

Định loại phân tử chủng vi sinh vật 

Trong số những chủng phân lập được, lựa 

chọn chủng có hoạt tính tốt nhất để định danh vi 

khuẩn bằng cách giải trình tự gen 16S rRNA. 

DNA tổng số từ vi khuẩn được tách chiết theo mô 

tả của Sambrook và Russell [33].  

Các dòng phân lập được xác định bằng giải 

trình tự một phần của vùng 16S đối với vi khuẩn. 

Các vùng 16S rRNA của vi khuẩn được khuếch 

đại bằng cách sử dụng đoạn mồi thuận 27F (5’-

AGAGTTTGATC (AC) TGGCTCAG-3’) và mồi 

ngược 1492R (5’-ACGG (CT) TACCTTGTTACGA 

CTT-3’) [34]. 

Phản ứng PCR được thực hiện 30 chu kỳ 

với sự biến tính ban đầu ở 95°C trong 5 phút. Biến 

tính ở 94°C trong 1 phút, gắn mồi ở 60°C trong 30 

giây và kéo dài ở 72°C trong 30 giây. Lần kéo dài 

cuối cùng ở 72°C trong 5 phút. Sản phẩm PCR sau 

đó được điện di kiểm tra trên gel agarose 1,5%, và 

tinh sạch trước khi được giải trình tự tại genLab 

(Hà Nội). Trình tự thu được sau đó được so sánh 

và phân tích với trình tự đã được công bố trên cơ 

sở dữ liệu (NCBI) bằng chương trình BLAST. 

Cùng với đó trình tự được so sánh bằng 

CLUSTAL X. Các chủng được dựng cây phân loại 

xác định họ hàng gần bằng phần mềm Mega 7. 

Phương pháp xử lý số liệu 

Tất cả dữ liệu thử nghiệm được biểu thị 

bằng giá trị trung bình của ba phép đo cùng với 

sai số chuẩn. Đối với phân tích thống kê, ANOVA 

nhân tố đơn (phân tích phương sai) sau đó là 

kiểm tra nhiều phạm vi của Ducan’s được thực 

hiện bằng phần mềm SPSS.16. Sự khác biệt về giá 

trị trung bình được coi là có ý nghĩa ở p <0,05. 

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Kết quả phân lập vi sinh vật 

Kết quả phân lập vi sinh vật nội sinh từ các 

bộ phận khác nhau của cây lan rừng đã thu được 

30 chủng vi khuẩn nội sinh. Phần lớn các chủng 

phân lập được có hình thái khuẩn lạc là màu 

trắng chiếm 73,4% (trắng sữa (30%), trắng trong 

(26,7%), trắng đục (16,7%)) một số ít chủng có 

màu vàng chiếm 10%, vàng nhạt chiếm 10%, hồng 

chiếm 3,3% hoặc cam chiếm 3,3%. Ngoài ra, đặc 

điểm bề mặt khuẩn lạc là trơn nhầy chiếm 60%, 

một số khác thì khô ráp chiếm 16,7%, hoặc bóng 

nhẵn chiếm 23,3%. Mép của khuẩn lạc qua quan 

sát thấy thường tròn đều chiếm 63,3% hoặc dạng 

lượn sóng chiếm 36,7% (bảng 1). Kích thước của 

khuẩn lạc nuôi cấy trên môi trường phân lập sau 

48 h đạt từ 1-5 mm, có dạng tế bào là hình tròn 

hoặc hình que. Các mô tả về đặc điểm khuẩn lạc 

của các chủng vi khuẩn nội sinh tương tự cũng 

được tìm thấy trong các nghiên cứu của Nguyễn 

Thị Minh và Đỗ Minh Thu [23]; Nguyễn Thị Thúy 

Duy và cộng sự [35]. 

 

Hình 2. Phân lập và tạo dòng thuần khiết các vi khuẩn 

nội sinh. (A: phân lập vi khuẩn nội sinh trong môi 

trường bán lỏng NA; B: Tạo dòng thuần khiết) 
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3.2 Một số đặc tính hoá sinh của các chủng vi 

sinh vật nội sinh phân lập được 

Các chủng vi khuẩn đã phân lập được tiếp 

tục thử nghiệm trên các môi trường khác nhau để 

xác định các đặc tính hóa sinh. Các hoạt tính được 

kiểm tra gồm khả năng phân giải lân, khả năng 

sinh NH3, khả năng cố định nitơ trên môi trường 

không chứa nitơ, khả năng sinh IAA. Kết quả thử 

nghiệm được thể hiện qua bảng 1. 

Khả năng phân giải lân 

Trong nghiên cứu này, với 30 chủng đã 

phân lập và xác định được 18 chủng có khả năng 

phân giải lân, đây là hoạt tính hòa tan tri-canxi 

photphat (TCP) có trong môi trường Pikovaskya. 

Tuy nhiên khả năng phân giải lân ở mỗi chủng là 

khác nhau, mức độ đánh giá thông qua vòng sáng 

phân giải sau 72 h nuôi. Đường kính vòng sáng 

được hình thành sau nuôi cấy trên môi trường 

dao động từ 2 - 15 mm. Kết quả thử nghiệm đã 

chọn được 3 chủng có khả năng phân giải lân cao 

là L4 với đường kính vòng sáng phân giải lân là 

15 mm, đường kính khuẩn lạc là 5 mm; Chủng L6 

có đường kính vòng sáng 13 mm, đường kính 

khuẩn lạc 6 mm và chủng C4 là 15 mm và 6 mm 

(Bảng 1, Hình 3). 

 

Hình 3. Thử nghiệm khả năng phân giải lân của vi sinh 

vật nội sinh trên môi trường có chứa tricalcium 

photphat 

Khả năng cố định đạm 

Trong số 30 chủng được phân lập, cấy thử 

nghiệm trên môi trường không có nitơ Ashby 

agar, sau 72 h nuôi cấy có 16 chủng phát triển 

được trên môi trường này. Điều này chứng minh 

chúng có khả năng cố định nitơ thành NH4+ để có 

thể hấp thu và sinh trưởng. Tuy nhiên khả năng 

cố định nitơ của 16 chủng đó là khác nhau, dựa 

vào kích thước khuẩn lạc phát triển để xác định. 

Kích thước của khuẩn lạc sau thời gian nuôi cấy 

của các chủng phát triển được có đường kính từ 2-

16 mm, thí nghiệm cũng ghi nhận 3 chủng L4, L6, 

C4 có đường kính khuẩn lạc cao, thứ tự là 16 mm, 

16 mm, 15 mm (Bảng 1, Hình 4). 

 

Hình 4. Thử nghiệm khả năng phát triển trên môi 

trường không có Nitơ của các chủng vi khuẩn đã phân 

lập 

Khả năng sinh IAA 

Kết quả xác định khả năng tổng hợp IAA 

cho thấy trong số 30 chủng được phân lập có 15 

chủng có khả năng sinh IAA, dựa vào mức độ 

đậm nhạt của màu sắc thay đổi có thể xác định 

những chủng vi khuẩn có khả năng tổng hợp IAA 

cao hay thấp (Bảng 1, 2). Thí nghiệm cũng xác 

định 4 chủng L4, L6, C9, C4 là có tiềm năng sinh 

IAA cao nhất, trong đó chủng L6, C9 và C4 có 

dung dịch thay đổi màu sắc đậm nhất (màu nâu 

đậm), còn chủng L4 thì màu nhạt hơn, chủng C16 

thay đổi màu sắc ít nhất và giống với sự thay đổi 

màu của 10 chủng còn lại (Hình 5). Qua xác định 
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hàm lượng IAA sinh ra cũng khẳng định lại khả 

năng sinh IAA của 4 chủng L4, L6, C9, C4 là mạnh 

nhất với hàm lượng theo thứ tự 34,10 μg/ml; 38,44 

μg/ml; 36,98 μg/ml và 41,47 μg/ml. Ngoài ra, có 4 

chủng sinh hàm lượng IAA từ 1-10 μg/ml; 5 

chủng có hàm lượng IAA 11-20 μg/ml và 2 chủng 

có hàm lượng IAA sinh ra 21-30 μg/ml (bảng 1, 2). 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi về khả năng 

sinh IAA của các chủng vi sinh vật nội sinh cũng 

phù hợp với nghiên cứu của Trần Bảo Trâm và 

công sự (2017) về khả năng tổng hợp IAA của vi 

sinh vật trong đất trồng sâm [36]. 

Bảng 1. Khả năng sinh tổng hợp IAA của các chủng vi 

sinh vật nội sinh phân lập từ rễ lan 

Hàm lượng 

IAA (μg/ml) 

Số 

chủng 

Tỷ lệ chủng có khả năng 

sinh IAA (%) 

0 15 50.00 

1 - 10 4 13.33 

11 - 20 5 16.67 

21 - 30 2 6.67 

>30 4 13.33 

Tổng số 30 100 

 

Hình 5. Thử nghiệm khả năng sinh IAA của các chủng 

vi khuẩn nội sinh đã phân lập; ĐC: ống nghiệm đối 

chứng (môi trường LB lỏng và thuốc thử Salkowski) L4, 

L6, C9, C4 các chủng vi khuẩn có sinh IAA mạnh, C16 

chủng sinh IAA rất ít 

 

Khả năng sinh NH3 

Kết quả khảo sát khả năng sinh NH3 của 

các chủng đã phân lập trình bày ở hình 6, trong số 

30 chủng có được 18 chủng có khả năng sinh NH3. 

Dựa vào màu sắc thay đổi khi cho thuốc thử 

nessler vào môi trường đã nuôi cấy vi khuẩn sau 

48 h. Màu biểu hiện là màu vàng, nâu hoặc nâu 

sẫm là chứng tỏ có sự xuất hiện của NH3, màu 

càng nâu đậm thì hàm lượng càng cao. Phản ứng 

thí nghiệm theo phương trình phản ứng: 

2K2HgI4 + NH3 + 3KOH       Hg(HgIONH2) + 

7KI + 2H2O  

(màu vàng) 

2K2HgI4 + NH3 + KOH       Hg(HgI3ONH2) + 

5KI + H2O  

(màu nâu) 

Thí nghiệm cũng lựa chọn được 6 chủng có 

màu đậm nhất cho khả năng sinh NH3 đó là 

chủng L4, L6, L7, C4, C11, X2 (Hình 6, bảng 1). 

 

Hình 6. Thử nghiệm khả năng sinh NH3 của một số 

chủng vi khuẩn nội sinh được lựa chọn; A, B: 2 ống 

nghiệm đối chứng (A: môi trường LB lỏng. B môi 

trường LB lỏng và thuốc thử nessler); các ống nghiệm 

có màu vàng, nâu sẫm là những ống nghiệm có phản 

ứng với thuốc thử nessler chứng tỏ có sinh NH3 
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Bảng 2. Một số đặc điểm khuẩn lạc và đặc tính hoá sinh của các chủng vi khuẩn phân lập sau 72h nuôi cấy 

Kí 

hiệu 

chủng 

Đặc điểm khuẩn lạc  Đặc tính hoá sinh 

Màu sắc Mép Bề mặt 

Phân giải lân  

Sinh 

NH3 

Ø khuẩn 

lạc trên 

MT 

Ashby 

(mm) 

Hàm 

lượng 

IAA 

sinh ra 

(μg/ml) 

Ø vòng 

sáng phân 

giải và 

khuẩn 

lạc(mm) 

Ø 

khuẩn 

lạc (mm) 

Ø vòng 

sáng 

phân 

giải lân 

(mm) 

L1 Vàng Lượn 

sóng 

Trơn bóng 15 11 4 + 2 0,00 

L2 Trắng đục  Lượn 

sóng 

Trơn bóng 13 10 3 - - 0,00 

L3 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 16 8 8 + 11 0,00 

L4 Trắng sữa Tròn đều Khô ráp 20 5 15 +++ 16 34,10 

L5 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 14 7 7  + 6 0,00 

L6 Trắng 

trong 

Tròn đều Trơn 

nhầy 

19 6 13 +++ 16 38,44 

L7 Vàng nhạt Tròn đều Trơn nhầy 16 5 11 +++ - 11,68 

L8 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 17 8 9 ++ 7 0,00 

L9 Trắng sữa Tròn đều Trơn nhầy 17 6 11 + 10 13,19 

C1 Trắng 

trong 

Lượn 

sóng 

Khô ráp 5 5 0 - - 0,00 

C2 Vàng  Lượn 

sóng 

Trơn nhầy 4 4 0 + 5 6.58 

C3 Trắng đục Tròn đều Trơn nhầy 7 5 2 + 9 26,83 

C4 Trắng 

trong 

Tròn đều Trơn 

nhầy 

21 6 15 +++ 15 41,47 

C5 Trắng đục  Lượn 

sóng 

Khô ráp 10 10 0 - - 16,22 

C6 Trắng 

trong  

Lượn 

sóng 

Trơn nhầy 6 6 0 ++ - 0,00 

C7 Vàng nhạt Tròn đều Trơn nhầy 3 3 0 - - 11,73 

C8 Trắng đục  Tròn đều Trơn nhầy 7 7 0 - 6 7,33 

C9 Trắng sữa  Tròn đều Trơn nhầy 16 10 6 + - 36,98 

C10 Vàng nhạt Tròn đều Khô ráp 2 2 0 + 8 0,00 

C11 Vàng Tròn đều Trơn nhầy 15 6 9 +++ 4 0,00 

C12 Trắng 

trong 

Tròn đều Trơn bóng 6 6 0 - - 7,13 

C13 Trắng sữa Lượn 

sóng 

Trơn bóng 4 4 0 - 4 0,00 
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Kí 

hiệu 

chủng 

Đặc điểm khuẩn lạc  Đặc tính hoá sinh 

Màu sắc Mép Bề mặt 

Phân giải lân  

Sinh 

NH3 

Ø khuẩn 

lạc trên 

MT 

Ashby 

(mm) 

Hàm 

lượng 

IAA 

sinh ra 

(μg/ml) 

Ø vòng 

sáng phân 

giải và 

khuẩn 

lạc(mm) 

Ø 

khuẩn 

lạc (mm) 

Ø vòng 

sáng 

phân 

giải lân 

(mm) 

C14 Trắng sữa Lượn 

sóng 

Khô ráp 5 5 0 - - 17,48 

C15 Trắng sữa Lượn 

sóng 

Trơn nhầy 8 4 4 - 6 0,00 

C16 Trắng đục  Tròn đều Trơn nhầy 10 6 4 + 6 4,61 

C17 Trắng 

trong 

Tròn đều Trơn bóng 4   4 0 - - 0,00 

N1 Trắng 

trong 

Tròn đều Trơn bóng 5 2 3 - 3 22,89 

N2 Trắng 

trong 

Tròn đều Trơn nhầy 5 3 2 +   8 0,00 

X1 Cam Lượn 

sóng 

Trơn nhầy 5 5 0 - 2 0,00 

X2 Trắng 

hồng 

Lượn 

sóng 

Trơn bóng 18 7 11 +++ 13 0,00 

  Chú thích: +: có hoạt tính; ++: hoạt tính tốt; +++: hoạt tính rất tốt 

                  -: không có hoạt tính; Ø: đường kính 

3.3 Kết quả định loại phân tử các chủng vi 

sinh vật nội sinh được phân lập 

 Dựa trên kết quả đánh giá các đặc tính hoá 

sinh của 30 chủng vi sinh được phân lập, đã chọn 

được 3 chủng có đặc tính tốt nhất về khả năng 

phân giải lân, khả năng cố định đạm, khả năng 

sinh NH3, và khả năng sinh IAA để nhận diện 

bằng cách giải trình tự gen và lập cây phát sinh 

loài. 3 chủng được chọn đó là L4, L6 và C4. Cả 3 

chủng được nuôi trong môi trường LB lỏng qua 

đêm để thu sinh khối phục vụ tách chiết DNA 

tổng số bằng phương pháp tách cột. DNA tổng số 

của 3 chủng đã được tách thành công (Hình 7) để 

dùng làm khuôn mẫu nhân gen mã hóa 16S rRNA 

dùng trong định loại phân tử. 

 

 

 

Hình 7. DNA tổng số của các chủng vi khuẩn đã phân 

lập. Maker: Generuler 1kb DNA ladder (Thermofisher) 
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Đoạn gen có kích thước khoảng gần 1500 

bp đã được nhân lên ở 3 chủng nghiên cứu (Hình 

8) và gửi đi giải trình tự bằng phương pháp 

Sanger. Kết quả giải trình tự của 3 chủng vi khuẩn 

được sử dụng để so sánh với trình tự DNA của 

các dòng vi khuẩn có trong ngân hàng dữ liệu 

NCBI bằng phần mềm BLASTN. Kết quả cho thấy 

trình tự của các chủng vi khuẩn phân lập có độ 

tương đồng cao với các trình tự trên GenBank (98-

100%), và các dòng vi khuẩn tương đồng đều 

thuộc các chi có đại diện là vi khuẩn nội sinh. Cụ 

thể, 3 chủng gửi đi giải trình tự được xác định là 

chủng L4 thuộc chi vi khuẩn Burkholderia; chủng 

L6 thuộc chi vi khuẩn Bacillus; chủng C4 thuộc chi 

vi khuẩn Pseudomonas.  

 

Hình 8. Gen mã hóa 16S rRNA của vi khuẩn. Maker: Generuler 1kb DNA ladder (Thermofisher) 

 

Hình 9. Cây phân loại của các chủng thuộc chi Burkholderia.; chi Bacillus.; chi Pseudomonas và 3 chủng thuộc 3 chi này 

theo thứ tự L4 được kí hiệu TIL-Ps63_E11; L6 được kí hiệu TIL-Ps64_F11; Chủng C4 được kí hiệu TIL-Ps62_D11
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Kết quả xây dựng cây phân loại của chủng 

C4 phân lập từ các mẫu lan rừng thu thập được 

trong quá trình nghiên cứu, cho thấy nó có mức 

độ tương đồng cao với các chủng Pseudomonas 

khác với độ tương đồng 99-100% như các chủng 

ON764222.1; KY194239.1; KM103100.1,… điều này 

có thể khẳng định rằng chủng C4 được lựa chọn 

là chủng thuộc chi Pseudomonas và đặc biệt chủng 

C4 rất gần với loài Pseudomonas boreopolis với mức 

tương đồng 100%, vì vậy chủng C4 cũng thuộc 

dòng vi khuẩn này (Hình 9). Các đặc tính hoá sinh 

của chi vi khuẩn Pseudomonas trong nghiên cứu 

này phù hợp với nghiên cứu của Oliveira Danyllo 

Amaral de và cộng sự về Pseudomonas [37], tương 

tự trong nghiên cứu của Đỗ Thành Luân và cộng 

sự về khả năng sinh IAA và cố định đạm của vi 

khuẩn nội sinh trong đó có Pseudomonas [38]. 

 Kết quả giải trình tự của chủng L6 cũng 

được sử dụng để tìm kiếm các trình tự tương 

đồng bằng BLASTN trên NCBI, kết quả các trình 

tự tìm kiếm có mức tương đồng rất cao 99 -100%, 

đều thuộc chi Bacillus như các vi khuẩn có mã 

đăng ký ON764225.1; ON668098.1 MT645463.1, … 

điều này chứng tỏ chủng vi khuẩn đã phân lập L6 

thuộc chi vi khuẩn Bacillus. Đặc biệt là gần với 

dòng Bacillus cereus (hình 9) với mức tương đồng 

là 100%. Vì vậy có thể xem chủng L6 là dòng vi 

khuẩn Bacillus cereus. Những đặc điểm về hoạt 

tính hoá sinh của chủng vi khuẩn này cũng tương 

đồng với nghiên cứu đã có của Akhtar Nosheen 

và cộng sự [39], hay trong nghiên cứu của 

Nguyễn Đức Thành và cộng sự [40]. 

 Giống với chủng C4 và L6, kết quả tìm 

kiếm trình tự tương đồng với trình tự của chủng 

L4 trên NCBI cũng có mức tương đồng rất cao với 

chi vi khuẩn Burkholderia. Các chủng như 

KY678897.1; MN691129.1; MN691121.1, …mức độ 

tương đồng với chủng L4 là 98-99.5%. Kết quả 

này cũng khẳng định được chủng vi khuẩn nội 

sinh L4 phân lập được thuộc chi vi khuẩn 

Burkholderia (Hình 9). Được định danh là chủng  

Burkholderia sp. với mức tương đồng là 99.5 %, 

đây cũng là một chi vi khuẩn có nhiều đại diện vi 

khuận nội sinh cho sự phát triển của thực vật, các 

hoạt tính của Burkholderia sp. trong nghiên cứu 

này cũng tương đồng với nghiên cứu của Hau-

Hsuan Hwang và cộng sự [41]. 

Như vậy trong nghiên cứu này 3 chủng vi 

khuẩn được lựa chọn để định danh có mức tương 

đồng khá cao với các chủng liên quan đã được 

công bố trước đó, và cũng là những chi vi khuẩn 

có các loài vi khuẩn nội sinh phổ biến, được ứng 

dụng nhiều trong trong lĩnh vực sản xuất phân 

bón, chế phẩm vi sinh. 

4 Kết luận 

Nghiên cứu đã phân lập được 30 chủng vi 

khuẩn nội sinh từ một số giống lan rừng, các 

chủng có sự đa dạng về hình thái khuẩn lạc và 

đặc điểm hoá sinh. Có 18/30 chủng có khả năng 

phân giải lân; 15/30 chủng có khả năng sinh IAA; 

16/30 chủng có khả năng cố định đạm phát triển 

trên môi trường Ashby agar; và 18/30 chủng có 

khả năng sinh NH3. Nghiên cứu đã lựa chọn 3 

chủng có hoạt tính hóa sinh cao lần lượt được xác 

định là chủng L4 thuộc chi vi khuẩn Burkholderia; 

chủng L6 thuộc chi vi khuẩn Bacillus; chủng C4 

thuộc chi vi khuẩn Pseudomonas.  

Hỗ trợ tài chính 

Nghiên cứu này được hỗ trợ thông qua 

nhóm nghiên cứu mạnh, mã số 

NCM.DHH2020.13. 

Mâu thuẫn lợi ích 

Các tác giả tuyên bố không có mâu thuẫn 

nào liên quan đến việc xuất bản bài báo này. 
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Introduction

Dendrobium is one of the most important genera in the 
family Orchidaceae, comprising approximately 1,800 spe-
cies that are widely distributed across many countries, 
including China, Japan, India, the Philippines, Indonesia, 
Australia, Papua New Guinea, Vietnam, and the Pacific 
islands (Chase et al. 2015; Zakizadeh et al. 2020; Nguyen 
et al. 2022). This orchid genus is commercially cultivated as 
ornamental plants (Zakizadeh et al. 2020) and is renowned 
for its year-round availability, morphological diversity, and 
long flowering period (Revathi and Thomas 2022). Beyond 
its aesthetic value, certain Dendrobium orchids have also 
been used in traditional tonics for immunity enhancement, 
stomach nourishment, and thirst relief (Zhou et al. 2016; 
Zhang et al. 2023; Wang et al. 2023). The Purple Gia Hac 
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Abstract
The Purple Gia Hac orchid (Dendrobium anosmum) is one of the most popular orchid species in Vietnam and has been 
excessively exploited due to its high aesthetic value. Therefore, genetic conservation and improvement efforts are essential 
for the preservation and development of this species. In plant breeding, colchicine-based polyploidization offers advan-
tages over traditional hybridization by overcoming infertility and incompatibility barriers. In this study, we established the 
first protocol for polyploidization of D. anosmum callus, regeneration of in vitro plantlets from colchicine-treated calli, and 
acclimatization of micropropagated plantlets. Immersion of calli in 50 mg/L colchicine for two hours was optimal, yielding 
calli with the highest proportion of mutant phenotypes. MS medium supplemented with 1.5 mg/L 6-benzylaminopurine and 
0.5 mg/L α-naphthaleneacetic acid was optimal for shoot regeneration, producing maximum mean shoot height (2.34 cm) 
and leaf number per shoot (3.33) after eight weeks of culture. The exhibition of enlarged morphological characteristics, 
including thickened and swollen stems and leaves, was found in shoots regenerated from colchicine-treated calli. Micro-
scopic anatomical comparisons revealed that colchicine-treated plantlets/shoots had enlarged leaf epidermal cells, stomata, 
nuclei, and root hairs relative to untreated controls. Candidate polyploid lines also showed alterations in pigment contents 
and produced flowers with more intense purple coloration and color patches. Karyotyping confirmed high proportions 
of polyploid cells (66.19–84.48%) in candidate lines. These results demonstrate that colchicine-induced polyploidization 
holds promise for the aesthetic improvement of D. anosmum through subsequent selection of stable polyploid lines.
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The first study for polyploidy induction in Dendrobium anosmum by colchicine treatments
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(D. anosmum Lindl.) is the most popular species in Viet-
nam’s orchid market (Nguyen et al. 2022). Known for its 
large, fragrant flowers, this species has been overexploited 
from the forests of Lam Dong and other northern provinces 
(Nguyen et al. 2022). Therefore, genetic conservation and 
improvement efforts for D. anosmum are essential not only 
to preserve its presence in the wild but also to develop 
diverse genetic resources for commercial breeding.

There are various methods of plant breeding, including 
hybridization, radiation breeding, and polyploidy induc-
tion (Chen et al. 2021; Wang et al. 2023). Despite being 
widely used, hybridization-based breeding efforts are often 
hindered by infertility and incompatibility in interspecific 
and intergeneric crosses (Vilcherrez-Atoche et al. 2022; 
Wang et al. 2023). Polyploidy induction serves as an effec-
tive alternative, overcoming the challenges associated with 
crossbreeding (Wang et al. 2023). Polyploid plants exhibit 
several advantageous traits compared to their diploid coun-
terparts, including enhanced vigor, increased organ size, 
higher yield, improved product quality, greater resistance to 
biotic and abiotic stresses, the potential for seedless prod-
uct production, and protection against deleterious mutations 
(Yenchon and Te-Chato 2014; Sattler et al. 2016; Huy et al. 
2019; Zakizadeh et al. 2020). In orchid breeding, polyploidy 
induction plays a crucial role in hybridization, genetic 
improvement, and the development of premium species 
(Miguel and Leonhardt 2011; Huy et al. 2019; Zakizadeh et 
al. 2020). Polyploid orchids are highly valued in the com-
mercial market due to their large flowers, intensified col-
oration, thick vegetative organs, high fertility, and superior 
adaptability (Miguel and Leonhardt 2011; Zakizadeh et al. 
2020; Bolaños-Villegas and Chen 2022; Vilcherrez-Atoche 
et al. 2022; Wang et al. 2023). Colchicine is the most com-
monly used antimitotic agent for plant polyploidy induction 
(Zhang and Gao 2021). In orchids, colchicine treatment con-
centrations range from 0.01% to 1.00% (w/v), depending on 
the species (Silva et al. 2000; Sarathum et al. 2010; Vichiato 
et al. 2014; Zakizadeh et al. 2020). Colchicine-based poly-
ploidy induction has been successfully applied to numerous 
species within the genus Dendrobium (Sarathum et al. 2010; 
Yenchon and Te-Chato 2014; Vichiato et al. 2014; Zakiza-
deh et al. 2020; Zhang and Gao 2021, Revathi and Thomas 
2022; Liu et al. 2023; Wang et al. 2023). However, to date, 
no study has been conducted on the in vitro induction of 
polyploid D. anosmum using colchicine.

Considering the significant potential of polyploidization 
in orchid breeding and the lack of scientific research on this 
topic in D. anosmum, this study was conducted to establish 
the first in vitro protocol for polyploidy induction in this spe-
cies. Our candidate polyploid D. anosmum lines regenerated 
from colchicine-treated callus exhibited not only increased 
size in micromorphological traits but also enhanced color 

intensity. These findings hold great promise for commercial 
breeding programs.

Materials and methods

Plant materials

Primary calli (0.3–0.5 cm in diameter) were used as the 
starting material for the establishment of in vitro polyploid 
lines. The calli were originally induced from stem segments 
containing dormant buds of D. anosmum under in vitro con-
ditions. Callus induction was carried out on Murashige and 
Skoog (MS) medium (Murashige and Skoog 1962) supple-
mented with 7 g/L agar, 30 g/L sucrose, 0.5 g/L activated char-
coal, 60 g/L finely ground potato, 100 mL/L coconut water, 
1.5 mg/L thidiazuron, and 0.5 mg/L α-naphthaleneacetic 
acid (NAA) (Nguyen Huu et al. 2024). For proliferation, 
calli were subcultured on the same medium formulation. 
All callus cultures were maintained and propagated in the 
Laboratory of Cytology, Institute of Biotechnology, Hue 
University. Only healthy and vigorously growing calli were 
selected for subsequent colchicine treatments.

Colchicine stock solution preparation

Ten grams of colchicine powder (Duchefa Biochemie, the 
Netherlands) was dissolved in 25 mL of 90% ethanol. Auto-
claved distilled water was then added to the solution to reach 
a total volume of 1 L, resulting in a colchicine concentration 
of approximately 10,000 mg/L. The prepared colchicine 
stock solution was subsequently filtered (pore size: 0.22 μm) 
and stored in dark conditions, at 20–25 °C until use.

Colchicine treatment

Various colchicine concentrations (0, 50, 100, 200, 400, and 
800 mg/L) were added to liquid MS medium supplemented 
with 30 g/L sucrose. Undifferentiated green calli were then 
cultured in different colchicine-supplemented MS media for 
different durations (2, 4, 6, 8, and 10 hours) on an orbital 
shaker at 120 rpm (GFL, Germany) to determine the opti-
mal treatment time and concentrations.

Following treatment, the calli were washed three times 
with autoclaved distilled water and dried on autoclaved 
paper towels in a laminar airflow cabinet. The treated calli 
were subsequently cultured on basal MS medium contain-
ing 30 g/L sucrose and 8 g/L agar for eight weeks. After 
the culture period, the calli were dissected into 2–10 parts, 
depending on their size, to determine the proportion of 
colchicine-induced phenotypic alterations (from this point, 
these alterations will be referred as “mutant phenotypes” 
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for brevity). Calli that exhibited mutant phenotypes across 
their entire surface were considered to have a 100% mutant 
proportion. Dead or non-growing calli were considered to 
have 0% of mutant phenotypes. There were 90 calli (30 
calli × 3 replicates) in each time treatment, totaling 450 calli 
observed in each colchicine concentration treatment. Ninety 
calli were also observed in the control group.

Colchicine-treated calli (putative mutant calli) were 
characterized by a brittle and porous structure with irregu-
larly sized cell blocks and heterogeneous coloration, rang-
ing from dark green and light yellow to whitish-green and 
brown. In contrast, untreated calli (controls) were uniformly 
green, exhibited a compact texture, and were characterized 
by smooth surfaces with numerous bud formations. More-
over, control calli displayed relatively homogeneous size 
and morphology.

Shoot regeneration

Surviving colchicine-treated calli were subcultured on MS 
medium (containing 30 g/L sucrose and 8 g/L agar) supple-
mented with various combinations of 6-benzylaminopurine 
(BA) and NAA for eight weeks to determine the optimal 
conditions for shoot regeneration. BA and NAA concen-
trations ranged from 0 to 2 mg/L and 0 to 1 mg/L, respec-
tively. 675 callus samples were observed in total (5 BA 
treatments × 3 NAA treatments × 3 replicates × 15 calli). The 
most effective culture medium for shoot regeneration was 
identified based on the number of shoots per callus, shoot 
height (cm), and the number of leaves per shoot.

Microscopic anatomical observations

Fifteen in vitro plantlets or 3-month-old shoots were ran-
domly sampled from both colchicine-treated and untreated 
groups. Micromorphological features were observed from 
organs, including leaves, the main stem, and the roots. Leaf 
blade thickness (mm), cell length (µm), cell width (µm), and 
nucleus diameter (µm) were observed from in vitro leaves 
and their epidermal tissues. Vascular bundle number and 
vascular bundle diameter (µm) were observed from main 
stems. Root hair number per mm2 and root hair length (µm) 
were recorded from in vitro roots for each sample. Addi-
tionally, stomatal characteristics, such as length (µm), width 
(µm), area (µm2), and density (cell number/mm2), were also 
observed. Microscopic observations were conducted using 
an Olympus CX43 microscope (Olympus, Japan). The 
recorded micromorphological features for each sample were 
mean values calculated from five microscopic fields.

Photosynthetic pigment quantification

Six leaf samples from the control in vitro plantlets and five 
candidate polyploid lines, surviving the colchicine treat-
ments and exhibiting clear mutant phenotypes on leaf and 
main stems, were collected to quantify photosynthetic pig-
ment content. The putative mutant lines were named L2, L5, 
L6, L16, and L17.

Briefly, 0.25 g of fresh leaf tissue, excluding veins, was 
cut and placed in a mortar containing 0.2 g of CaCO3. The 
leaf samples were then homogenized and transferred to test 
tubes containing 10 mL of 80% (v/v) acetone for five min-
utes. The mixtures were subsequently filtered through cot-
ton in a funnel, yielding green solutions, which were then 
transferred to a UV-1800 UV/VIS spectrophotometer (Ray-
leigh Instruments, China) for absorbance measurements at 
470, 645, and 663 nm. The measurements were technically 
replicated three times for each sample. Photosynthetic pig-
ment contents (chlorophyll a – chla, chlorophyll b – chlb, 
and carotenoids) were determined using the following equa-
tions, which were mentioned in a previous study (Hưng et 
al. 2022). 

CChla = V × (12.7 × A663 − 2.69 × A645)
m

(mg/g)

CChlb = V × (22.9 × A645 − 4.64 × A663)
m

(mg/g)

Ccarotenoid =
V ×

[
1000 × A470 − 1.82 × (12.25 × A663 − 2.97 × A645)

−85.02 × (21.5 × A645 − 5.1 × A663)

]

198 × m
(mg/g)

Where A470, A645, and A663 are absorbance levels at 470, 
645, and 663 nm, respectively; m is sample mass (g); and V 
is 80% acetone volume (mL).

Total chlorophyll (Cchla + Cchlb) and carotenoid contents 
were used in comparisons among the lines.

Karyotyping

Karyotyping for ploidy level determination of the five can-
didate mutant lines (L2, L5, L6, L16, and L17) was con-
ducted following previously established protocols (Manton 
1950; Rahayu et al. 2015).

Root apices (5 mm) of candidate lines were excised, 
placed in 1.5-mL Eppendorf tubes containing 100 µL of 
0.1% colchicine to prevent the polymerization of tubulin 
(Kamath et al. 2008), facilitating observation and image 
acquisition. The samples were incubated for 30 minutes at 
28–30 °C. The colchicine solution was then discarded, and 
200 µL of 0.5% sodium acetate was added, followed by a 
30-minute incubation at room temperature. The samples 
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the `emmeans` package (​h​t​t​p​​s​:​/​​/​r​v​l​​e​n​​t​h​.​​g​i​t​h​​u​b​.​​i​o​/​​e​m​m​e​a​
n​s​/) or Games-Howell’s post hoc test (Games and ​H​o​w​e​l​l 
1976) when the `emmeans` package did not function prop-
erly with the models.

To compare microscopic anatomical features between 
the control and colchicine-treated groups, a two-sample 
independent t-test (Student 1908) was performed using the 
`t.test()` function in R. The `var.equal` argument was set to 
`TRUE` or `FALSE` depending on the results of F-tests for 
variance homogeneity, conducted using the ̀ var.test()` func-
tion. If the normality assumption of the t-test was not met, as 
assessed by the `shapiro.test()` function (Shapiro and Wilk 
1965), the Wilcoxon rank sum test (`wilcox.test()` function) 
was used as an alternative (Bauer 1972; Hollander et al. 
2014) to compare the two groups. All statistical functions 
used were part of the `stats` package in R.

To compare pigment content and polyploid cell per-
centage among the five candidate mutant lines, analysis of 
variance (ANOVA) or Welch’s test was performed using 
the `aov()` or `oneway.test()` functions in R (Welch 1951; 
Chambers et al. 1992). Post hoc comparisons were con-
ducted using Tukey’s HSD or Games-Howell tests (Tukey 
1949; Games and Howell 1976) with the `tukey_hsd()` and 
`games_howell_test()` functions from the `rstatix` package 
(​h​t​t​p​​s​:​/​​/​r​p​k​​g​s​​.​d​a​​t​a​n​o​​v​i​a​​.​c​o​​m​/​r​s​t​a​t​i​x​/). The choices of ​f​u​n​c​t​
i​o​n​s for ANOVA and post hoc tests were based on variance 
homogeneity assessed by Bartlett’s test (Bartlett 1937) with 
the `bartlett.test()` function from the `stats` package in R. 
Residual normality was evaluated using the `ols_test_nor-
mality()` function (​h​t​t​p​​s​:​/​​/​o​l​s​​r​r​​.​r​s​​q​u​a​r​​e​d​a​​c​a​d​​e​m​y​.​c​o​m​/), 
based on different tests (Kolmogorov 1933; Smirnov 1948; 
Anderson and Darling 1954; Shapiro and Wilk 1965; Ste-
phens 1986).

Results

Colchicine treatment

As presented in Supplementary File S1, the interaction 
between colchicine concentration and treatment duration 
did not have a significant effect on the mutant proportion 
(p > 0.05), whereas their individual effects were significant 
(p < 0.05). Therefore, colchicine concentration and treat-
ment duration are independent factors, and the optimal pro-
tocol for colchicine-based polyploidization in D. anosmum 
can be determined by selecting the concentration and dura-
tion that result in the highest mutant proportions.

In general, increasing colchicine concentrations and 
prolonged exposure to the chemical had negative effects 
on the detected mean mutant proportion since dead calli 
were considered to have 0% of mutant phenotypes (Fig. 

were subsequently fixed in Carnoy’s solution for four hours, 
followed by washing steps using 70% ethanol. Staining was 
performed using 1% methylene blue or carmine red at room 
temperature for five minutes. The stained samples were then 
divided into 1–2 mm segments, placed on glass slides, and 
gently pressed under coverslips (Kirov et al. 2014). Based 
on chromosome number, the quantities of diploid and poly-
ploid cells were recorded in ten microscopic fields for each 
sample.

Culture conditions

In vitro cultures were incubated in a closed room with air 
filtering and ventilation, at the temperature of 25 ± 2 °C 
and the humidity of 50–60%, under white fluorescent light 
bulbs, with the light intensity from 13.5–27 µmol/m2s and 
the light regime of 8 h/day.

Acclimatization

The untreated and candidate mutant plantlets were acclima-
tized in a nursery. Light intensity was reduced by 50% using 
black shading nets. The irradiance level was monitored with 
a portable light intensity meter (LT300, Extech Instruments, 
USA). The temperature was maintained within the range of 
25–30 °C by misting. The plantlets were watered once daily 
in the morning when the temperature was below 30 °C and 
twice daily, in the morning and afternoon, when the temper-
ature exceeded 30 °C. The plantlets were grown on a sub-
strate mixture of coconut coir and rice husk ash (1:1, w/w) 
(Nguyen Huu et al. 2023). One gram of NPK fertilizer with 
an N:P:K:Mg ratio of 6:40:6:15 was applied to each plantlet 
monthly. The acclimatization period lasted three months.

Data analysis

In the colchicine treatment and shoot regeneration experi-
ments, a two-way analysis of deviance based on generalized 
linear models was conducted (Hastie and Pregibon 1992; 
Chambers and Hastie 1997; Venables and Ripley 2002; 
Dobson and Barnett 2018; McCullagh and Nelder 2018). 
Colchicine concentration and treatment duration were 
used as independent variables for the colchicine treatment 
experiment, while BA and NAA concentrations were used 
as independent variables for the shoot regeneration experi-
ment. The dependent variables were the mutant proportion 
(%) for the colchicine treatment experiment and the num-
ber of shoots per callus, shoot height (cm), and the number 
of leaves per shoot for the shoot regeneration experiment. 
Statistical analyses were performed using the `anova()` and 
`glm()` functions from the `stats` package in R ​(​​​h​t​t​p​:​/​/​w​w​w​
.​R​-​p​r​o​j​e​c​t​.​o​r​g​/​​​​​)​. Mean comparisons were conducted using 

1 3

   36   Page 4 of 15

https://rvlenth.github.io/emmeans/
https://rvlenth.github.io/emmeans/
https://rpkgs.datanovia.com/rstatix/
https://olsrr.rsquaredacademy.com/
http://www.R-project.org/
http://www.R-project.org/


Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC)          (2026) 165:36 

growth. Specifically, although a two-hour treatment was 
the optimal duration for polyploidization in D. anosmum, 
increasing colchicine concentrations from 50 to 800 mg/L 
resulted in a noticeable reduction in callus size. A similar 
trend was observed in calli exposed to the optimal colchi-
cine concentration (50 mg/L) for varying durations, ranging 
from two to ten hours (Fig. 1A–J). Additionally, necrotic 
brown or growth inhibited calli were observed in treatments 

1K). Specifically, the mean mutant proportion decreased 
substantially from its peak values of 20.28% and 15.73% 
at the optimal colchicine concentration of 50 mg/L and an 
exposure duration of two hours, respectively, to 0.22% and 
3.13% at 800 mg/L colchicine and a treatment duration of 
10 hours (Fig. 1K).

As mentioned, high colchicine concentrations and treat-
ment durations could negatively affect callus vitality and 

Fig. 1  Phenotypic observations of untreated (A) and colchicine-treated 
(B-J) calli and optimization of colchicine treatment for D. anosmum 
polyploidization (K). Callus growth and vitality decreased following 
exposure to colchicine for 2 h at increasing concentration gradients: 
50 (B), 100 (C), 200 (D), 400 (E), and 800 (F) mg/L. A similar trend 

was observed in calli treated with 50 mg/L colchicine for varying dura-
tions: 4 h (G), 6 h (H), 8 h (I), and 10 h (J) (scale bars: 5 mm). In panel 
K, means sharing the same letters do not differ significantly (p > 0.05) 
according to Games–Howell’s post hoc test. Error bars represent stan-
dard deviations
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BA + 1.0 mg/L NAA, and 2 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA in 
terms of shoot height, and 1.5 mg/L BA + 1.0 mg/L NAA 
regarding leaf number. However, 1.5 mg/L BA + 0.5 mg/L 
NAA can still be considered the optimal combination, as 
it was significantly distinct from most other treatments, 
and the means of the other aforementioned combinations 
were not significantly different from lower mean values in 
emmeans-based pairwise comparisons (Fig. 2, Supplemen-
tary File S2).

We observed morphological modifications in shoots 
regenerated from colchicine-treated calli (colchicine-
derived shoots), such as thicker main stems compared to 
control shoots (Fig. 4). In several cases, swelling of the 
main stem was observed in colchicine-derived shoots (Fig. 
4B). In addition, the formation of many short internodes was 
observed in several colchicine-derived shoots (Fig. 4D).

Microscopic anatomical observations

The success of the colchicine treatments was additionally 
indicated by increases in the microscopic anatomical fea-
tures of treated shoots and plantlets compared with untreated 
controls. Specifically, stomata in colchicine-treated shoots 

with high colchicine concentrations and extended exposure 
durations (Fig. 1F, J).

Shoot regeneration

Different combinations of BA and NAA had minimal effects 
on shoot multiplication from D. anosmum callus exposed 
to colchicine. However, they significantly influenced shoot 
growth, as indicated by shoot height and leaf number in the 
deviance analysis results (Supplementary File S2).

Consistent with the deviance analysis, the mean shoot 
numbers across all BA+NAA treatments were low (ranging 
from 0.64 to 2.36 shoots per callus), exhibited high vari-
ance, and were generally not significantly different from 
one another (Fig. 2, Supplementary File S2). Therefore, no 
BA+NAA combination could be identified as optimal for 
shoot multiplication.

Regarding shoot height and leaf number, MS medium 
supplemented with 1.5 mg/L BA and 0.5 mg/L NAA pro-
duced the best-developed shoots, with an average height of 
2.34 cm and 3.33 leaves per shoot (Figs. 2, 3). This BA+NAA 
combination was not significantly different from several 
others, including 1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA, 1.5 mg/L 

Fig. 2  Optimization of BA-NAA concentrations for shoot multiplication of D. anosmum callus treated with colchicine. Data points represent mean 
values, and error bars indicate standard deviations (mean ± SD). Means sharing the same letters are not significantly different (p > 0.05)
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and 2.47 µm, respectively, between treated and untreated 
shoots (Fig. 7). Leaf epidermal cells from colchicine-treated 
plantlets and shoots exhibited greater variation in shape 
compared with those from the control group (Fig. 6E, F). 
Similar to stomata, root hairs in colchicine-treated shoots 
were longer but fewer in number than those in the controls 
(Fig. 7, Supplementary File S3, Figure S3-3). In contrast 
to other anatomical features, vascular bundles in the main 
stems of potential polyploid shoots showed an increase in 
number, with an almost threefold rise compared with the 

were, on average, approximately 3.5 times the area of those 
in the control group (Figs. 5, 6A, B). However, stomatal 
density in potential polyploid shoots was significantly lower 
than that in untreated shoots, showing a 33.33% reduction 
(Fig. 5).

The “giga” effect was also observed in various cell types, 
as evidenced by significant increases in leaf epidermal cell 
dimensions and leaf blade thickness (Fig. 6C–F). Neverthe-
less, mean epidermal cell length and width increased only 
slightly in potential polyploids, with differences of 4.45 µm 

Fig. 4  Morphological observa-
tions of shoots generated from 
untreated callus (A) and from 
calli exposed to colchicine (B, C, 
D). To illustrate morphological 
features of treated-callus-derived 
shoots, shoots from calli treated 
with 50 mg/L for 2 h (B), 50 mg/L 
for 6 h (C), and 200 mg/L for 
4 h (D) were taken as examples. 
Scale bars: 5 mm

 

Fig. 3  Observations of shoot 
clusters cultured on basal MS 
medium (A) and MS medium 
supplemented with 1.5 mg/L BA 
and 0.5 mg/L NAA (B). Scale 
bars: 10 mm
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variations in pigment contents, as indicated by the results 
of ANOVA and post-hoc tests (Supplementary File S4). 
Regarding chl contents, most selected candidate polyploid 
lines did not show higher levels of total chl compared to 
the control, except for line L17 (Fig. 8). Specifically, the 
highest observed value for total chl in L17 was 1.32 mg/g. 
In contrast to chl, carotenoid content was higher in three 
out of five candidate polyploid lines (lines L2, L5, and L17) 
compared to the control, ranging from 0.205 to 0.227 mg/g. 
Lines L6 and L16 exhibited the lowest values across all pig-
ment types (Fig. 8, Supplementary File S4).

controls, while the vascular bundle diameter in treated 
shoots was approximately half that of untreated shoots 
(Fig. 7). In the main stems of colchicine-treated plantlets 
and shoots, vascular bundles were scattered, whereas those 
in control main stems were arranged in concentric circles 
(Supplementary File S3, Figure S3-1). Additionally, the 
mean nucleus diameter of leaf epidermal cells in colchi-
cine-treated shoots increased by 51.71% compared with the 
controls, suggesting an increase in genetic material (Fig. 7; 
Supplementary File S3, Figure S3-2).

Photosynthetic pigment quantifications

Different candidate polyploid lines of D. anosmum gen-
erated from colchicine-treated calli exhibited significant 

Fig. 5  Observations of stomatal 
features in colchicine-untreated 
(1) and colchicine-treated (2) 
shoots. The values are presented 
as means ± standard deviations. 
Asterisks indicate statistically 
significant differences between 
the groups (*** p < 0.001)
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Discussion

Although colchicine is a commonly used agent for inducing 
polyploidy in plants, it is highly cytotoxic, as it blocks mito-
sis and alters cellular differentiation processes (Pintos et al. 
2007; Potenza and Tellez-Iñón 2015; Forkosh et al. 2020; 
Wang et al. 2023). Therefore, optimization of colchicine 
concentration and treatment duration is critical for effec-
tive polyploidy induction (Wang et al. 2023). The cytotoxic 
effects of colchicine were clearly observed in our study 
using D. anosmum callus as explants. Specifically, increas-
ing colchicine concentrations from 50 to 800 mg/L and 
extending exposure time from 2 to 10 h resulted in dead or 
growth-inhibited calli, leading to a reduction in the propor-
tion of observed mutant phenotypes. Our analysis indicated 
that colchicine concentrations of 50–100 mg/L and exposure 
times of 2–4 h are suitable for polyploidy induction in D. 
anosmum callus.

Cytokinins and auxins are crucial phytohormones con-
trolling shoot and leaf formation and growth (Reinhardt 
et al. 2000; Duclercq et al. 2011; Hill and Schaller 2013; 
Novak et al. 2014; Wu et al. 2021). In orchids, cytokinins 
are combined with auxins to establish a high cytokinin-to-
auxin ratio, which is required for shoot formation (Hadley 
and Harvais 1968; Harvais 1982; Novak et al. 2014). The 
D. anosmum shoot regeneration results presented in Fig. 2 
are consistent with previous studies on cytokinin-to-auxin 
ratios in shoot and leaf development. Specifically, increases 
in shoot height and leaf number were observed as the 

Karyotying

As expected, polyploid cells (Supplementary File S5) were 
found only in the five candidate polyploid lines (L2, L5, L6, 
L16, and L17) (Fig. 9). The mean polyploid percentages of 
these candidate lines were generally not significantly dif-
ferent from one another. Specifically, only the mean per-
centages of L6 and L17 differed significantly (p < 0.05), as 
indicated by the post hoc test (Fig. 9, Supplementary File 
S6). L17 exhibited the highest mean proportion of polyploid 
cells (84.48%), followed closely by L5 and L16, with mean 
proportions of 76.22% and 72.60%, respectively (Fig. 9). 
Although the proportions of polyploid cells observed in the 
microscopic fields of the candidate polyploid lines were 
high, diploid cells were also present, indicating that the can-
didate lines were mixoploid (Fig. 9).

Observations of acclimatized plantlets’ flowers

After three months of acclimatization, we observed the 
flower phenotypes from the acclimatized control and can-
didate polyploid lines. The flowers of three candidate 
polyploid lines, L2, L6, and L16, exhibited a more intense 
purple coloration compared to the flowers of control plants. 
Flowers from the L5 and L6 lines also displayed purple dots 
on the petals (Fig. 10). L17 was the only candidate poly-
ploid line that showed no obvious difference in flower color 
compared to the control (Fig. 10F).

Fig. 6  Observations of microscopic leaf anatomical features, including stomatal size (A, B), leaf blade thickness (C, D), and leaf epidermal cell 
dimensions (E, F), were conducted for the control (A, C, E) and for shoots or plantlets regenerated from colchicine-treated calli (B, D, F)
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Fig. 7  Observations of various micro-
scopic anatomical features in colchicine-
untreated (1) and colchicine-treated 
(2) shoots. The values are presented as 
means ± standard deviations. Asterisks 
indicate statistically significant differ-
ences between the groups (* p < 0.05, *** 
p < 0.001)
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concentrations of BA in BA + NAA combinations increased, 
reaching peak values at 1.5 mg/L BA and 0.5 mg/L NAA. 
BA and NAA were previously used for shoot regeneration 
of D. anosmum by Nguyen et al. (2022), who reported that 
1.5 mg/L BA and 0.3 mg/L NAA was the most effective com-
bination among those tested for shoot regeneration from pro-
tocorms (Nguyen et al. 2022). Another study reported that 
MS medium supplemented with 1.5 mg/L BA and 0.5 mg/L 
IAA was optimal for the multiplication of shoots regener-
ated from D. anosmum nodal segments (Nguyen Huu et al. 
2023). Although the optimal BA + NAA combinations iden-
tified in previous studies are similar to those in our study, we 
did not observe strong effects of BA + NAA combinations 
on shoot multiplication. This discrepancy may be attributed 
to the tissue- and developmental stage-specific effects of 
plant growth regulators, particularly auxins, on shoot for-
mation (Novak et al. 2014).

One of the most important effects of polyploidy in plants 
is the increase in organ size, commonly referred to as the 
“gigas” effect (Sattler et al. 2016). Within the genus Den-
drobium, morphological differences between polyploid in 
vitro plantlets and their diploid counterparts have been doc-
umented in numerous species, including swollen or thicker 
stems, thicker, harder, or miniaturized leaves, shorter stems 
and internodes, and fewer roots (Sarathum et al. 2010; 
Zhang and Gao 2021, Revathi and Thomas 2022; Liu et 
al. 2023; Wang et al. 2023). Consistent with these previous 
studies, we also observed swollen shoot stems with thick, 
miniaturized leaves and a rough texture in callus-derived D. 
anosmum shoots following colchicine treatment.

Colchicine treatment not only modifies overall plant-
let morphology but also alters the microscopic anatomical 

Fig. 9  Comparisons of polyploid percentages determined by karyotyp-
ing among five candidate polyploid (L2 to L17) and control (L1) lines. 
The values are means ± standard deviation. Means with a letter in com-
mon are not significantly different according to Games-Howell’s test 
(p > 0.05)

 

Fig. 8  Quantification of pho-
tosynthetic pigment contents 
in control (L1) and candidate 
polyploid (L2, L5, L6, L16, and 
L17) lines. Different letters show 
significant differences among 
the represented mean values 
(p < 0.05)
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Another set of morphological changes induced by col-
chicine involves modifications in pigment contents, includ-
ing chlorophyll and carotenoids, as well as alterations in 
flower coloration. With respect to carotenoid content, col-
chicine has been reported to increase the levels of this pig-
ment in polyploid plants across numerous species (Hias et 
al. 2017; Lv et al. 2024; Zhang et al. 2024; Nourozi et al. 
2025). In contrast, the effects of colchicine on chlorophyll 
content appear to be species specific. Colchicine treatment 
increased chlorophyll levels in Catharanthus roseus, Actin-
idia chinensis, Malus × domestica, and Dendrobium ‘Sonia’ 
(Hias et al. 2017; Zakizadeh et al. 2020; Lv et al. 2024; 
Nourozi et al. 2025), while it reduced chlorophyll content 
in Lycium chinense, Gladiolus grandiflorus, and Juncus 
effusus (Xu et al. 2010; Manzoor et al. 2018; Zhang et al. 
2024). Because of its ability to modify plant pigment con-
tents, colchicine can also induce changes in flower color. 
For example, flowers of Dendrobium ‘Transient White 
Rika’ and ‘Florenza’ derived from colchicine-treated plants 
exhibited reddish-purple patches compared with the origi-
nal pure white coloration (Sukamto et al. 2025). Studies on 
polyploidization of Gladiolus grandiflorus have similarly 
reported shifts from dark flowers to lighter and more highly 
saturated colors (Manzoor et al. 2018). Consistent with 
these reports, we observed pigment content modifications 
in D. anosmum, with three out of five candidate polyploid 
lines showing increased carotenoid content and four out of 

features of plantlets exposed to the chemical. Stomatal size 
is frequently used as an indicator of polyploidy in Dendro-
bium plantlets. In our study, larger stomata occurring at 
lower densities were observed in candidate polyploid plant-
lets/shoots, consistent with reports in other Dendrobium 
species (Zhang and Gao 2021, Revathi and Thomas 2022; 
Liu et al. 2023; Wang et al. 2023). In addition to increased 
stomatal size, thicker leaves were observed in candidate 
polyploids, as previously described for D. cariniferum and 
D. wardianum (Zhang and Gao 2021; Wang et al. 2023). 
Moreover, similar to D. cariniferum, D. anosmum plantlets 
regenerated from colchicine-treated callus exhibited larger 
leaf epidermal cells than the controls (Zhang and Gao 2021).

Unlike many previous studies on Dendrobium poly-
ploidization, we also detected changes in additional micro-
morphological features of candidate polyploid D. anosmum 
plantlets/shoots. First, polyploid plantlets exhibited an 
increased number of vascular bundles compared with dip-
loid plantlets, a feature also reported in other species such as 
Juncus effusus and Panax vietnamensis (Xu et al. 2010; Hieu 
et al. 2025). Second, roots of candidate polyploid plantlets 
had longer root hairs than those of control plantlets, a trait 
previously reported in Arabidopsis thaliana (Stetter et al. 
2015). Finally, D. anosmum plantlets derived from colchi-
cine treatments exhibited increased nuclear size, consistent 
with observations in other plant species (Tank and Thaker 
2014; Nezhad and Mansouri 2019; Chopkar et al. 2023).

Fig. 10  Flower color observations from acclimatized plants of the control (A) and candidate polyploid lines, including L2 (B), L5 (C), L6 (D), 
L16 (E), and L17 (F). Scale bars: 10 mm
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five lines showing decreased chlorophyll content. We also 
observed flowers with more saturated purple coloration and 
dark purple patches on light purple petals. These results 
demonstrate that colchicine-based polyploidization can be 
used to enhance the aesthetic value of D. anosmum.

Karyotyping of the five candidate polyploid D. anosmum 
lines revealed that, although the majority of cells were poly-
ploid, all five lines were mixoploid. This outcome may be 
attributed to the fact that the callus used in this study had 
entered a phase of rapid growth and formed multicellular 
meristematic masses prior to colchicine treatment, lead-
ing to the development of mixoploid buds (Xu et al. 2018). 
Based on these results, further propagation and selection of 
progeny from the five candidate lines are required to iden-
tify lines producing polyploid gametes capable of generat-
ing fully non-mixoploid plants.
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