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TÓM T@T 

Dendrobium thyrsiflorum là m.t loài lan có giá tr*, &ang &<Zc khai thác nhi1u L Vi9t Nam cho 
mVc &ích d<Zc li9u và c#nh quan. Vi9c phân lsp và &ánh giá #nh h<Lng cGa n7m n.i sinh trên D. 
thyrsiflorum cho phép tìm hi5u sâu h=n v1 sh t<=ng tác gima lan và n7m trong môi tr<`ng. Btng 
b,n cách phân lsp khác nhau, nghiên cAu &ã thu &<Zc 14 chGng n7m gi,ng vKi Rhizoctonia tQ r% 
cây con và protocorm cGa D. thyrsiflorum tQ V<`n Qu,c gia Cát Tiên. Trong &ó, 5 chGng n7m có 
#nh h<Lng tích chc &,n n#y mam cGa h(t khi &<Zc &8ng nuôi c7y trên môi tr<`ng OMA. Sau 30 
ngày, h(t &ã phát tri5n tKi giai &o(n 2 cGa quá trình n#y mam vKi tà l9 protocorm tQ 50,84 - 91,89%. 
Trên môi tr<`ng ½ MS, h(t &ã phát tri5n &,n giai &o(n 3. N8ng &. khoáng th7p trong môi tr<`ng 
OMA có th5 là nguyên nhân c#n trL quá trình n#y mam. Vi9c bk sung khoáng btng cách thêm 
1/10 MS vào OMA &ã giúp h(t phát tri5n &,n giai &o(n 3 sau 30 ngày &8ng nuôi c7y vKi chGng 
n7m TTP1C3 và F7C1, vKi tà l9 protocorm lan l<Zt là 1,61 và 2,67%. Sh phát tri5n cGa protocorm 
&,n giai &o(n 4 và 5 cÖng &<Zc quan sát th7y, sau 90 ngày &8ng nuôi c7y. Bên c(nh &ó, sh xu7t 
hi9n cGa peloton trong r% cây con &8ng nuôi c7y vKi TTP1C3 và F7C1 &ã &<Zc ghi nhsn. K,t qu# 
&*nh danh phân tu dha trên trình th vùng gen nhân (ITS-DNA) cho th7y, hai chGng n7m có quan 
h9 gan vKi các loài thu.c chi Hypoxylon và Daldinia. +ây là nhmng chi n7m n.i sinh lan &au tiên 
&<Zc báo cáo xu7t hi9n trên chi Dendrobium. MDc dù chúng ch<a th5 &<Zc xem là n7m n.i c.ng 
sinh &Dc hi9u, hai chGng này cho th7y ti1m n\ng kích thích n#y mam và phát tri5n phôi, &8ng th`i 
góp phan làm phong phú h9 n7m n.i sinh cGa Dendrobium và hÄ trZ b#o t8n ngu8n gen lan d<Zc 
li9u quý hi,m này. 

TQ khoá: N7m gi,ng vKi Rhizoctonia, n7m n.i c.ng sinh, b#o t8n, tái du nhsp loài, công ngh9 sinh 
h)c, h) Lan. 

 
1. $%T V(N $* 

Dendrobium thyrsiflorum Reichb.f. in Andre, 
&<Zc bi,t &,n vKi tên th<`ng g)i là Thuà tiên mñ 
gà, là m.t loài lan d<Zc li9u có giá tr* sinh h)c cao. 
Loài này chAa các hZp ch7t coumarin và 
scoparone, có tác dVng th< giãn c=, mL r.ng khí 
huy,t m(ch, ho(t &.ng nh< m.t ch7t ch,ng &ông 
máu [1]. Chi,t xu7t tQ thân còn th5 hi9n ti1m n\ng 

ch,ng ung th< [2, 3]. Tuy nhiên, t<=ng th nh< 
nhi1u loài lan d<Zc li9u khác, vi9c khai thác quá 
mAc &ã làm gi#m s, l<Zng quan th5 D. 
thyrsiflorum trong th nhiên. 

Các kx thust nhân gi,ng in vitro &ã góp phan 
gi#m nguy c= tuy9t chGng cho các loài quý [4]. 
Trong &ó, vi9c k,t hZp su dVng n7m c.ng sinh 
vKi nhân gi,ng in vitro là h<Kng &i hi9u qu#, giúp 
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t\ng to l9 s,ng sót khi cây &<Zc chuy5n ra môi 
tr<`ng th nhiên. Các nghiên cAu cho th7y, cây lan 
nuôi c7y in vitro khi &<Zc chuy5n ra ngoài môi 
tr<`ng có to l9 ch,t cao (trên 90%), nh<ng k,t qu# 
&<Zc c#i thi9n rõ r9t khi &8ng nuôi c7y vKi n7m 
Rhizoctonia [5]. 

Không cho giúp cây con thích nghi t,t h=n 
khi ra môi tr<`ng, n7m c.ng sinh còn &óng vai 
trò quan tr)ng ngay tQ giai &o(n n#y mam cGa 
h(t. Gi,ng nh< các loài lan khác, h(t D. 
thyrsiflorum trong th nhiên cÖng can sh hÄ trZ 
n#y mam cGa n7m, còn g)i là sh n#y mam h(t 
c.ng sinh [6]. H(t cGa các loài thu.c h) lan r7t 
nhd, phôi ch<a phát tri5n hoàn chonh và cho chAa 
lipid, do &ó phV thu.c vào n7m &5 h7p thu n<Kc, 
khoáng thi,t y,u và ch7t dinh d<ñng khác nh<: 
+<`ng, thiamine và axit pholic giúp thúc &7y sh 
n#y mam và phát tri5n protocorm [7 - 10].  

T(i Vi9t Nam, hi9n ch<a có công b, nào v1 sh 
c.ng sinh cGa n7m trên D. thyrsiflorum. Vi9c 
sàng l)c các chGng n7m n.i sinh (endophyte) và 
xác &*nh vai trò cGa chúng trong quá trình n#y 
mam h(t vün ch<a &<Zc tri5n khai r.ng rãi. Do 
&ó, nghiên cAu này nhtm phân lsp và &*nh danh 
các chGng n7m n.i sinh tQ r% D. thyrsiflorum, 
&8ng th`i &ánh giá kh# n\ng thúc &7y n#y mam 
h(t cGa chúng. K,t qu# só góp phan cung c7p c= 
sL khoa h)c cho vi9c Ang dVng n7m c.ng sinh 
trong nhân gi,ng và b#o t8n loài lan d<Zc li9u 
quý này. 

2. V,T LI/U VÀ PH45NG PHÁP NGHIÊN C:U 

2.1. Vst li9u 
Qu# (capsules ch<a nAt), protocorm và cây 

con D. thyrsiflorum bám trên thân cây gÄ lKn 
&<Zc thu thsp tQ V<`n Qu,c gia Cát Tiên. Trong 
&ó, các müu r% và protocorm &<Zc su dVng cho 
phân lsp n7m n.i sinh. Qu# lan &<Zc khu trùng 
b1 mDt btng dung d*ch NaClO 5% trong 15 phút, 
r8i &,t cháy hai lan vKi ethanol 96˚. Cu,i cùng, 
h(t &<Zc thu btng cách r(ch trái, sau &ó &<Zc s7y 
khô 24 gi` trong l) thuà tinh btng h(t silica và 
b#o qu#n L nhi9t &. 4˚C [11]. 

2.2. Ph<=ng pháp nghiên cAu 
2.2.1. Phân lsp n7m gi,ng Rhizoctonia 
Các müu r% lan &<Zc tách r`i khdi thân cây 

gÄ btng dao vô trùng, sau &ó rua d<Ki vòi n<Kc 
ch#y và ti,n hành khu trùng b1 mDt btng dung 
d*ch javel và ethanol 96˚ trong 2 phút. Müu r% 
&<Zc rua l(i 4 lan vKi n<Kc khu ion vô trùng, sau 

&ó c7y lên môi tr<`ng Potato Dextrose Agar 
(PDA) có bk sung 100 µg/ml Streptomycin &5 
ng\n vi khu7n [12, 13]. B,n ph<=ng pháp phân 
lsp &<Zc tham kh#o và hi9u chonh tQ các nghiên 
cAu tr<Kc: +Dt trhc ti,p r% trên &2a môi tr<`ng 
[12], &k &2a [14], tr#i d*ch ngâm cGa r% &<Zc cUt 
nhuy%n &ã G qua &êm vKi Streptomycin [13] và 
không G vKi streptomycin lên &2a PDA chAa 
kháng sinh. Các &2a &<Zc G trong t,i L 27˚C. Sau 
khi phân lsp và làm thuan, sZi n7m &<Zc nhu.m 
&Dc hi9u cho thành t, bào btng lactophenol 
cotton blue và quan sát hình thái d<Ki kính hi5n 
vi. Nhmng chGng có hình thái sZi n7m gi,ng vKi 
Rhizoctonia só &<Zc ch)n l)c và l<u gim &5 thu 
nghi9m ti,p theo [15].  

2.2.2. Gieo h(t in vitro và &8ng nuôi c7y vKi n7m 
H(t lan D. thyrsiflorum &<Zc huy1n phù vKi 2 

mL n<Kc. Sau &ó 50 µl d*ch huy1n phù (trung bình 
50 - 100 h(t) &<Zc gieo lên t7m gi7y l)c 1 x 4 cm 
&Dt sön trên &2a môi tr<`ng th(ch y,n m(ch 
(OMA: 4 g/L rolled oats, 8 g/L agar). Th(ch chAa 
sZi n7m cÖng &<Zc &Dt lên &2a trên &5 kh#o sát #nh 
h<Lng cGa n7m lên sh n#y mam cGa h(t lan. Các 
&2a &8ng nuôi c7y &<Zc G L 27˚C vKi quang kì 
sáng/t,i là 16/8 gi` trong 30 ngày. Các chGng 
n7m gi,ng Rhizoctonia &ã phân lsp &<Zc thu 
nghi9m nhtm ch)n ra chGng có #nh h<Lng tích 
chc lên sh n#y mam cGa h(t lan. +,i chAng là h(t 
lan &<Zc gieo t<=ng th lên &2a môi tr<`ng 
Murashige và Skoog n8ng &. m.t nua (1/2 MS) 
(chAng d<=ng) và OMA (chAng âm) không &8ng 
nuôi c7y vKi n7m. MÄi nghi9m thAc bao g8m 5 lan 
lDp (n = 5). 

Các chGng n7m có #nh h<Lng tích chc lên sh 
n#y mam cGa h(t sau &ó &<Zc &8ng nuôi c7y t<=ng 
th vKi h(t lan trên môi tr<`ng OMA và OMS 
(OMA bk sung 1/10 MS) nhtm ki5m tra #nh 
h<Lng cGa khoáng lên sh n#y mam cGa h(t lan. 
+,i chAng gieo h(t không &8ng nuôi c7y vKi n7m 
vün su dVng &2a môi tr<`ng 1/2 MS (chAng 
d<=ng), OMA và OMS (chAng âm). MÄi nghi9m 
thAc &8ng nuôi c7y có 2 lan lDp (n = 2). 

Sau 30 ngày &8ng nuôi c7y, sh n#y mam và các 
giai &o(n cGa protocorm &<Zc xác &*nh theo mô t# 
t(i b#ng 1, &<Zc sua &ki tQ các mô t# cGa Arditti 
(1967) [16] và thhc t, quan sát t(i hình 1. To l9 
protocorm L các giai &o(n &<Zc tính btng cách 
chia s, protocorm L mÄi giai &o(n phát tri5n còn 
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s,ng (không b* ng# vàng hoDc &en) sau khi G cho 
tkng s, h(t ban &au. 

B#ng 1. Các giai &o(n n#y mam cGa h(t 
Dendrobium thyrsiflorum 

Giai 
&o(n 

Mô t# &Dc &i5m 

0 H(t không n#y mam 

1 
Phôi màu xanh phát tri5n lKn nh<ng 
vün &<Zc bao b)c bLi vd h(t (hình 

thành protocorm) 

2 
Phôi phát tri5n lKn vKi vd h(t b* vñ, 

hình thành r% gi# (rhizoids) 

3 
Phôi &ang bi9t hoá vKi sh xu7t hi9n 

cGa ti1n mô phân sinh 
(protomeristem) 

4 
Cây con vKi sh xu7t hi9n cGa sinh mô 

lá (leaf primordia) &au tiên 

5 
Sh kéo dài cGa lá &au tiên, bUt &au 

xu7t hi9n lá thA hai 

 

Hình 1. Sh n#y mam không c.ng sinh cGa h(t  
D. thyrsiflorum sau 30 ngày gieo trên  

môi tr<`ng 1/2 MS 
Ghi chú: p là phôi, r là rễ giả (rhizoid), v là 

vỏ, d là đỉnh sinh trưởng (còn gọi là tiền mô phân 
sinh promeristem), bar = 100 µm. 

2.2.3. +8ng nuôi c7y cây con và n7m &5 quan 
sát sh xâm nhi%m trên r% 

Cây D. thyrsiflorum 2 tháng tuki gieo tQ h(t 
(cao 1 - 2 cm, có ít nh7t 2 r%) &<Zc &8ng nuôi c7y 
trên môi tr<`ng OMA vKi các chGng n7m. Theo 
&ó, 3 cây &<Zc c7y cách &1u nhau kho#ng 2 cm 
trong l) môi tr<`ng r8i &Dt th(ch n7m 0,5 x 0,5 cm 

vào chính gima. Quá trình &8ng nuôi c7y di%n ra L 
27˚C trong 30 ngày (quang kì sáng t,i 16/8, 600 
lux). MÄi nghi9m thAc có 5 lan lDp (n = 5). +,i 
chAng không &8ng nuôi c7y su dVng ba môi 
tr<`ng 1/2 MS (chAng d<=ng), OMA và OMS 
(chAng âm). 

Sh xâm nhi%m &<Zc quan sát d<Ki kính hi5n vi 
btng cách cUt lát mdng r% theo chi1u ngang và 
nhu.m vKi toluidin blue. Sh xâm l7n cGa n7m &<Zc 
quan sát dha vào ph<=ng pháp sua &ki tQ m.t công 
b, tr<Kc &ây [17]. Theo &ó, müu r% sau khi &8ng 
nuôi c7y &<Zc ngâm trong dung d*ch KOH 10% và 
h7p L 121˚C trong 15 phút r8i &<Zc nhu.m btng 
trypan blue 0,05% và khu nhu.m vKi dung d*ch 
glycerol axetic trong 20 phút. Cu,i cùng, r% &<Zc 
quan sát d<Ki kính hi5n vi. +,i chAng âm su dVng 
cây con không &8ng nuôi c7y vKi n7m. 

2.2.4. +*nh danh phân tu 
Sau 14 ngày nuôi c7y trên môi tr<`ng PDA, sZi 

n7m &<Zc nghi1n btng nit= ldng và tách ADN tkng 
s, theo ph<=ng pháp R-kit [18]. Vùng ITS &<Zc 
khu,ch &(i btng PCR vKi cDp m8i ITS1 
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) và ITS4 (TCCT 
CCGCTTATTGATATGC) [19]. Ph#n Ang PCR vKi 
th5 tích 20 µl chAa 2 µl ADN khuôn, 2 µl mÄi m8i 4 
µM, 10 µl Mastermix 2X (Phù Sa Genomic) và 4 µl 
n<Kc khu DEPC. Các ph#n Ang &<Zc bi,n tính ban 
&au L 95˚C trong 3 phút; theo sau bLi 30 chu kì: 
Tách m(ch 60 giây L 94˚C, bUt cDp m8i 50 giây L 
52˚C và kéo dài 60 giây L 72˚C; cu,i cùng là kéo 
dài 7 phút L 72˚C. S#n ph7m PCR &<Zc tinh s(ch 
và gi#i trình th Sanger hai chi1u (Công ty 
VNDAT). Trình th ITS cGa chGng n7m mVc tiêu 
&<Zc phân tích btng công cV nucleotide BLAST 
(NCBI) &5 &*nh danh chi n7m.  

2.2.5. Phân tích th,ng kê 
V* trí cGa các b#n sao trong bu8ng t\ng tr<Lng 

&ã &<Zc phân bk ngüu nhiên btng phan m1m 
Microsoft Excel. Phân tích th,ng kê &<Zc thhc 
hi9n btng phan m1m R (phiên b#n 4.2.2) [20], vKi 
ki5m &*nh Chi-square test &<Zc áp dVng cho dm 
li9u tà l9 protocorm t(i các giai &o(n phát tri5n cGa 
h(t &5 xác &*nh sh khác bi9t có ý ngh2a th,ng kê. 

3. K=T QU? NGHIÊN C:U VÀ TH?O LU,N  

3.1. K,t qu# phân lsp n7m gi,ng Rhizoctonia 
Các müu r% D. thyrsiflorum &ã &<Zc phân lsp 

btng 4 ph<=ng pháp khác nhau nhtm tìm ra 
nhmng chGng n7m gi,ng vKi Rhizoctonia tQ nhi1u 
phan khác nhau cGa r%. K,t qu# thu &<Zc 14 chGng 
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n7m có &Dc &i5m hình thái &Dc tr<ng: SZi n7m 
phân nhánh vuông góc, có eo thUt và vách gan v* 
trí phân nhánh, t<=ng th nh< mô t# cGa Suryantini 
và cs (2015) [21] (Hình 2). Nhmng &Dc &i5m này 
phù hZp vKi &Dc tr<ng cGa nhóm n7m Rhizoctonia, 
do &ó 14 chGng này &<Zc gim l(i cho các thí 
nghi9m &ánh giá kh# n\ng kích thích n#y mam 
cGa h(t lan trong các b<Kc ti,p theo. 

 
Hình 2. +Dc &i5m hình thái cGa chGng n7m 

TTP1C3 (a, c, d) và chGng F7C1 (b, e, f) 

Ghi chú: (a), (b): Khu7n l(c cGa n7m trên &2a 
môi tr<`ng PDA sau khi G 2 tuan L 25˚C; (c), (e): 
Phân nhánh vuông góc cGa sZi n7m vKi vách ng\n 
gan v* trí phân nhánh; (d): Hình thái sZi n7m cGa 
chGng TTP1C3; (f) t, bào conidiogenous vKi bào 
tu hình trAng cGa chGng F7C1; bar = 10 µm. 

3.2. õnh h<Lng cGa các chGng n7m gi,ng 
Rhizoctonia lên các giai &o(n n#y mam cGa h(t D. 
thyrsiflorum  

Sau 30 ngày &8ng nuôi c7y, 14 chGng n7m 
&<Zc &ánh giá v1 kh# n\ng #nh h<Lng &,n sh n#y 
mam cGa h(t D. thyrsiflorum. Trên &,i chAng 1/2 
MS, h(t &(t tà l9 n#y mam > 96%, trong &ó 85,28% 
protocorm phát tri5n &,n giai &o(n 3. Trong khi 
&ó, t7t c# các nghi9m thAc còn l(i, bao g8m &,i 
chAng OMA (nghèo dinh d<ñng) và &8ng nuôi c7y 
vKi n7m &1u cho dQng L giai &o(n 2 (Hình 3). 
Trong s, 14 nghi9m thAc &8ng nuôi c7y vKi chGng 
n7m, &a s, chGng th5 hi9n kh# n\ng Ac ch, n#y 
mam rõ r9t L h(t D. thyrsiflorum, nh7t là chGng 
F7C13 vKi 100% h(t không n#y mam (giai &o(n 0) 
(Hình 3). Ng<Zc l(i, 5 nghi9m thAc &8ng nuôi c7y 
vKi chGng F4PC8, F4X, F7C1, TTP1C3 và TTP2C1 

cho to l9 h(t n#y mam và tà l9 protocorm giai &o(n 
2 cao nh7t. Trong &ó, chGng F4PC8 có kh# n\ng 
thúc &7y rõ r9t sh n#y mam cGa h(t, vì nghi9m 
thAc &8ng nuôi c7y vKi chGng n7m này cho tà l9 
protocorm giai &o(n 2 cao h=n &áng k5 so vKi &,i 
chAng trên môi tr<`ng OMA. Tuy nhiên, h(t L t7t 
c# nghi9m thAc &8ng nuôi c7y &1u cho &(t &,n giai 
&o(n 2 sau 30 ngày gieo trên môi tr<`ng OMA. 
+i1u này cho th7y, dinh d<ñng khoáng có th5 can 
thi,t &5 ti,p tVc hoàn thành quá trình phát tri5n 
cGa protocorm. Nhi1u nghiên cAu tr<Kc &ây &ã báo 
cáo rtng, các giai &o(n phát tri5n cGa h(t lan &òi 
hdi hàm l<Zng dinh d<ñng phù hZp trong môi 
tr<`ng cÖng nh< lo(i n7m thích hZp [22 - 24]. Do 
&ó, bk sung khoáng vào môi tr<`ng OMA &<Zc &1 
xu7t nhtm t\ng kh# n\ng phát tri5n protocorm. 

 
Hình 3. õnh h<Lng cGa 14 chGng n7m gi,ng  
vKi Rhizoctonia lên sh n#y mam cGa h(t D. 

thyrsiflorum trên môi tr<`ng OMA  
sau 30 ngày gieo 

Ghi chú: Các d7u “*” &(i di9n cho sh khác bi9t 
có ý ngh2a bLi chi-square test gima các nghi9m 
thAc so vKi &,i chAng OMA (0,00001 ‘****’ 0,0001 
‘***’ 0,001 ‘**’ 0,01 ‘*’ 0,05). 

N\m chGng n7m có tác &.ng tích chc nh7t tQ 
thí nghi9m &au tiên &ã &<Zc &8ng nuôi c7y 30 
ngày vKi h(t trên môi tr<`ng OMS. Trong &i1u 
ki9n không có n7m, tà l9 n#y mam cGa h(t trên 
môi tr<`ng OMS cao h=n lan l<Zt 10,02% và 11,56% 
so vKi môi tr<`ng 1/2 MS và OMA. K,t qu# này 
cho th7y, sh n#y mam cGa h(t D. thyrsiflorum 
không phV thu.c hoàn toàn vào mAc &. giàu dinh 
d<ñng cGa môi tr<`ng. Trên môi tr<`ng OMS, 
protocorm giai &o(n 3 xu7t hi9n L F7C1 (2,67%) và 
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TTP1C3 (1,61%) (Hình 4), song không khác bi9t 
&áng k5 so vKi &,i chAng OMS, và th7p h=n rõ r9t 
so vKi 1/2 MS (22,28%). Ngoài ra, tà l9 protocorm 
giai &o(n 2 không t\ng mà còn gi#m nhT so vKi &,i 
chAng (Hình 4). +áng chú ý, tà l9 h(t không n#y 
mam (protocorm giai &o(n 0) L hau h,t nghi9m 
thAc F4PC8, F4X, F7C1, TTP2C1 trên môi tr<`ng 
OMS &1u t\ng so vKi môi tr<`ng OMA, &i5n hình 
L nghi9m thAc F4X t\ng h=n 42% (Hình 4). Do &ó, 
vi9c bk sung các chGng n7m này không cho th7y 
có tác dVng trong vi9c hÄ trZ sh phát tri5n cGa cây 
con L giai &o(n sKm (giai &o(n 1 - 2) và thsm chí 
Ac ch, sh n#y mam trong &i1u ki9n dinh d<ñng 
cao h=n có th5 do sh phát tri5n quá mAc cGa n7m. 
+i1u này cÖng có th5 ngV ý rtng h(t D. 
thyrsiflorum &ã tích trm &G ch7t dinh d<ñng hoDc 
có th5 chuy5n hóa ch7t dh trm sön cho sh n#y mam 
cGa h(t và sh phát tri5n cGa protocorm giai &o(n 
sKm nh< &ã báo cáo trên D. crystallinum [25]. 

 
Hình 4. õnh h<Lng cGa vi9c bk sung khoáng vào 

môi tr<`ng &8ng nuôi c7y vKi n7m lên sh n#y mam 
cGa h(t D. thyrsiflorum sau 30 ngày gieo 

Ghi chú: Các d7u “*” &(i di9n cho sh khác bi9t 
có ý ngh2a bLi chi-square test gima các nghi9m 
thAc so vKi &,i chAng MS (0,00001 ‘****’ 0,0001 
‘***’ 0,001 ‘**’ 0,01 ‘*’ 0,05). 

Sau 90 ngày &8ng nuôi c7y, t(i các nghi9m 
thAc F7C1 và TTP1C3, protocorm phát tri5n &,n 
giai &o(n 4 và 5 (Hình 5). +i1u này cho th7y, hai 
chGng n7m F7C1 và TTP1C3 không #nh h<Lng 
hoDc có th5 #nh h<Lng tích chc lên sh phát tri5n 
cGa cây lan con L các giai &o(n sau, khi cây can 

nhi1u dinh d<ñng h=n. +i1u này có th5 lý gi#i, vì 
các chGng n7m này &1u &<Zc phân lsp tQ r% cây 
con. Trên thhc t,, các lo(i n7m n.i sinh không 
ph#i n7m c.ng sinh th<`ng &<Zc báo cáo trong r% 
lan và các nhóm n7m này &ã cho th7y vai trò tích 
chc trong sh phát tri5n cGa cây lan tQ khi n#y mam 
h(t &,n khi sinh tr<Lng [26 - 28]. 

 
Hình 5. õnh h<Lng cGa hai chGng n7m F7C1 và 

TTP1C3 lên sh phát tri5n protocorm  
cGa D. thyrsiflorum sau 90 ngày gieo  

trên môi tr<`ng OMS 
Ghi chú: Ký th “III”, “IV” và “V” cho các giai 

&o(n phát tri5n lKn h=n cGa protocorm (giai &o(n 
3, 4, 5 &<Zc quy &*nh trong B#ng 1), bar (trUng) = 
4 mm, bar (&en) =1 mm. 

3.3. Xác nhsn kh# n\ng xâm nhi%m cGa n7m 
vào r% D. thyrsiflorum 

Các lo(i n7m hÄ trZ sh n#y mam h(t c.ng sinh 
th<`ng hình thành c7u trúc cu.n n.i bào (peloton) 
trong t, bào vd r% cGa cây con [29]. Hai chGng 
n7m F7C1 và TTP1C3 &ã &<Zc &8ng nuôi c7y vKi 
cây con D. thyrsiflorum &5 ki5m tra sh xâm nhi%m 
cGa chúng vào r%. Sau 30 ngày, cây con &<Zc &8ng 
nuôi c7y vKi n7m vün phát tri5n t,t, trong khi &,i 
chAng trên môi tr<`ng OMA không &8ng nuôi c7y 
b* vàng lá và &en g,c. K,t qu# nhu.m toluidin blue 
cho th7y, có sh xu7t hi9n cGa c7u trúc gi,ng vKi 
peloton trong r% cGa cây lan &8ng nuôi c7y vKi n7m 
(Hình 6a và Hình 6b). +ây là c7u trúc th<`ng th7y 
cGa n7m n.i sinh trên h) lan (Orchidaceae) nhtm 
cung c7p ch7t dinh d<ñng cho nhóm cây này [30]. 
+8ng th`i, sZi n7m cÖng &<Zc quan sát th7y trong 
gian bào cGa r% &<Zc nhu.m vKi trypan blue (Hình 
6c). Các k,t qu# trên chAng minh rtng, hai chGng 
n7m F7C1 và TTP1C3 có kh# n\ng xâm nhi%m vào 
r% D. thyrsiflorum và t(o c7u trúc gi,ng peloton 
trong t, bào r%. 
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Hình 6. Sh xâm nhi%m cGa hai chGng n7m F7C1  

và TTP1C3 trong r% D. thyrsiflorum  
&<Zc &8ng nuôi c7y 

Ghi chú: (a) Lát cUt r% nhu.m btng toluidin 
blue; (b) C7u trúc gi,ng peloton t(o ra bLi sZi n7m 
trong t, bào r% &<Zc nhu.m btng toluidin blue; (c) 
SZi n7m xâm nhi%m bên trong gian bào và r% &<Zc 
nhu.m btng trypan blue. bar (a) = 100 µm, bar (b, 
c) = 50 µm. 

3.4. +*nh danh phân tu 

Vùng trình th ITS (600 - 750 bp) cGa hai chGng 
n7m F7C1 và TTP1C3 &ã &<Zc gi#i trình th Sanger 
và phân tích btng nucleotide BLAST nhtm xác &*nh 
chi hoDc loài cGa chúng. K,t qu# &*nh danh phân tu 
cho th7y, trình th ITS cGa chGng F7C1 (GenBank: 
PX459928) t<=ng &8ng 100% vKi chi Daldinia, trong 
khi chGng TTP1C3 (GenBank: PX459934) t<=ng 
&8ng cao (99,80%) vKi chi Hypoxylon, cV th5 là loài 
Hypoxylon anthochroum (B#ng 2). Do &ó, 2 chGng 
n7m phân lsp &<Zc có kh# n\ng thu.c chi Daldinia 
và chi Hypoxylon. Các ph<=ng pháp &*nh danh sâu 
h=n v1 sinh hoá hoDc k,t hZp vKi các trình th khác, 
chång h(n nh<: LSU, TUB2 và TEF1 là can thi,t &5 
phân lo(i chính xác h=n. 

N7m n.i sinh gi,ng Rhizoctonia, chG y,u là 
Tulasnellales, Sebacinales, Cantharellales &ã &<Zc 
báo cáo trên nhi1u loài Dendrobium [31, 32]. 
Trong khi chi n7m n.i sinh Daldinia cho &<Zc báo 
cáo r7t ít trên h) lan, cV th5 là D. eschscholtzii trên 
Paphiopedilum exul [33] và ch<a tQng &<Zc công 
b, trên Dendrobium. Riêng n7m Hypoxylon 
anthochroum tuy &ã &<Zc phân lsp tQ nhi1u &,i 
t<Zng thhc vst khác [34 - 36], nh<ng &ây là lan &au 
tiên &<Zc phát hi9n trên Orchidaceae. 

B#ng 2. K,t qu# &*nh danh phân tu dha trên vùng trình th ITS-rDNA  
cGa hai chGng n7m F7C1 và TTP1C3 

ChGng 
Chi/Loài  

t<=ng &8ng nh7t 
Mã s, GenBank +. t<=ng &8ng trình th 

F7C1 Daldinia MN153853.1 100,00% 

TTP1C3 Hypoxylon anthochroum KU204542.1 99,80% 

4. K=T LU,N 

Vi9c su dVng k,t hZp nhi1u ph<=ng pháp phân 
lsp &ã cho phép thu &<Zc nhi1u chGng n7m n.i sinh 
có &Dc &i5m gi,ng vKi Rhizoctonia tQ r% cGa cây con 
D. thyrsiflorum. Trong &ó, hai chGng n7m n.i sinh 
TTP1C3 và F7C1 có #nh h<Lng tích chc lên sh t\ng 
tr<Lng và phát tri5n cGa phôi. Tuy nhiên, hai lo(i 
n7m n.i sinh L tr(ng thái &=n lw trong &i1u ki9n thí 
nghi9m (có bk sung khoáng và không bk sung 
khoáng) không giúp phôi phát tri5n hoàn chonh nên 
ch<a th5 xem là n7m n.i c.ng sinh 
(endomycorrhizae). Vi9c phân lsp &<Zc hai chGng 
n7m ch<a tQng công b, trên Dendrobium và các 
thu nghi9m in vitro th5 hi9n sh phAc t(p và tính 
phong phú cGa h9 vi sinh vst n.i sinh trong quá 
trình phát tri5n cGa nhóm lan này. 

L$I C?M 5N  

Nghiên cAu này &<Zc tài trZ bLi +(i h)c Qu,c 
gia thành ph, H8 Chí Minh thông qua s, &1 tài 
C2020-18-02.  
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND EVALUATION OF THE INFLUENCE OF Rhizoctonia-LIKE 
ENDOPHYTIC FUNGI ASSOCIATED WITH ROOTS OF Dendrobium thyrsiflorum REICHB.F.  

IN ANDRE ORCHID ON THEIR SEED GERMINATION 
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Abstract 
Dendrobium thyrsiflorum is a valuable orchid species extensively exploited in Vietnam for 
medicinal and ornamental purposes. Isolating and evaluating the effects of endophytic fungi on D. 
thyrsiflorum could offer insights into the orchid-mycorrhizal fungus interactions. Using four 
isolation methods, this study obtained fourteen Rhizoctonia-like fungi from the roots of seedlings 
and protocorms of D. thyrsiflorum in Cat Tien National Park. Among these, five fungal isolates 
exhibited positive effects on seed germination when co-cultured on OMA medium. After 30 days, 
the seeds developed to stage 2 of the germination process, which was slower compared to the 
control seeds sown on 1/2 MS medium (stage 3). Mineral deficiency of the OMA medium may 
be the cause of hindered germination. Mineral supplementation by adding 1/10 MS to OMA 
medium facilitated seed development to stage 3 after 30 days, and stage 5 after 90 days of co-
cultivation with fungal isolates TTP1C3 and F7C1. Furthermore, the presence of pelotons in the 
roots of seedlings co-cultured with TTP1C3 and F7C1 was observed. Molecular identification 
based on the nuclear ribosomal Internal Transcribed Spacer (ITS-DNA) region sequence 
revealed that the two target fungal isolates belonged to genus Hypoxylon and Daldinia. This is 
the first time that these fungal genera have been reported in Dendrobium. Although they cannot 
yet be considered specific Endomycorrhizae, these two strains show the potential to stimulate 
seed germination and embryo development, while also contributing to the enrichment of the 
endophytic fungal system of Dendrobium and supporting the conservation of this rare medicinal 
orchid germplasm. 
Keywords: Rhizoctonia-like fungi, Endophytic fungi, conservation, reintroduction, biotechnology, 
Orchidaceae. 
Ngày nhsn bài: 19/5/2025 
Ngày chuy5n ph#n bi9n: 16/6/2025 
Ngày thông qua ph#n bi9n: 14/8/2025 
Ngày duy9t &\ng: 14/10/2025 

I 

M 


