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Orchid species of genus Paphiopedilum are greatly attractant due to their
colour variety and special flower structures. To protect them, it is essential to
develop methods to identify and distinguish their characteristics, especially
this genus has many species with high morphological similarities. Research
on methods to identify and distinguish them is extremely necessary,
especially genus Paphiopedilum with many similar species in characteristics
of leaf morphology. This work focus to investigate on the morphological
analysis in combination with trnH-psbA gene sequence to identify of species
P. gratrixianum from Lao Cai province. The results of sequencing the trnH-
psbA gene isolated from the species P. gratrixianum samples indicated a
gene fragment of 691 bp in size. When comparing to the sequences on the
NCBI gene bank, the trnH-psbA gene sequence of species P. gratrixianum is
similar to the same species isolated in China up to 99.32% (code
MV284890.1). On the taxonomy tree basing on the trnH-psbA gene
sequence, species P. gratrixianum was shown close relationship with the
Vietnamese species (P. tranlianianu - MW794124.1), India endemic species
(P. spicerianum - NC_502702.1) and the first recorded species in China (P.
barbigerum - MN153814.1, NC_050870.1).
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Lao Cai

Chi lan hai (Paphiopedilum) 1a chi lan dac biét dugc yéu thich béi mau sac
da dang va céu trac hoa doc dao. Dé bao vé nhitng loai lan nay, viéc phat
trién cac phuong phap nhan dién, phan biét chiing 1a vé cing can thiét, dac
biét Paphiopedilum la chi mang nhiéu loai ¢c6 do tuong dong cao vé hinh
thai than 14. Bai béo trinh bay két qua phan tich chi tiét hinh thai lan hai
Puodi cong (P. gratrixianum) c6 ngudn goc tai Lao Cai, két hop vai viéc xéac
dinh trinh ty gen trnH-psbA dé nhan dién loai nay. Két qua giai trinh tu gen
trnH-psbA phén lap tr mau P. gratrixianum nghién ciru da thu duge doan
gen co kich thugc 691 bp. Khi so sanh véi céc trinh ty trén ngén hang gen
NCBI cho thdy trinh ty doan gen trnH-psbA caa P. gratrixianum nghién cau
c6 d6 twong dong 1én dén 99,32% vai gen trnH-psbA cua P. gratrixianum
phan 1ap tai Trung Quéc (ma s MV284890.1). Trén so dd phan loai hinh
cy thiét 1ap dya vao trinh tu gen trnH-psbA, P. gratrixianum nghién ciru c6
quan hé ho hang gan giii véi hai Tran lién cia Viét Nam (P. tranlienianu -
MW?794124.1), P. spicerianum (loai dac hiru cuia An B - NC_502702.1) va
P. barbigerum (loai hai dwoc tim thay lan dau ¢ Trung Qudc - MN153814.1,
NC_050870.1).
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1. Mé dau

Chi lan hai (Paphiopedilum) Ia mét chi dac biét trong ho Lan (Orchidaceae), dugc goi la lan
hai vi hoa mang mot canh mdi ¢ gitra c6 hinh cai tUi giong nhu chiéc hai. Chi nay chtra khoang
80 loai da duoc cong nhan, trong d6 c6 mot sb 1a loai lai tu nhién, phan bé cha yéu ¢ cac khu vuc
Hoa Nam, An DP9, Pong Nam A va cac dao trén Thai Binh Duong, ching tao thanh phén tong
goi la Paphiopedilinae chi chira 1 chi nay. Viét Nam 1a nu6c co sy da dang vé lan hai 16n nhét thé
gidi véi 22 loai, trong d6 ¢ nhiéu loai dac hiru va ca loai lai ty nhién [1]. Hién nay, hau hét cac
loai lan Hai cua Viét Nam dang bi de doa nghiém trong, trong d6 mét sé loai dac biét nguy cip
nhu hai Viét (P. vietnamense), hai Méc vang (P. armeniacum), hai Méc hong (P. micranthum) do
viing phan bé hep va khai thac khéng kiém soét [2].

Nham bao vé lan hai khoi su tuyét chung, tat ca cac loai lan hai ¢ Viét Nam déu da duoc dua
vao nhém IA trong Nghi dinh 32/2006/ND-CP cua Chinh phi ngay 30/3/2006, dugc bao vé
ngang hang vai nhiing loai cay gd qui nhat va cac loai dong vat hoang da tiéu biéu nhat. Bé thyuc
hién tot viéc bao vé cac loai dong thuc vat quy hiém thi ngoai viéc thiét 1ap cac khu vuc béo ton
va xay dung ra cac quy dinh nghiém ngat dé cam khai thac budn ban bat hop phap thi viéc trang
bi nhiing kién thirc dé lam cin cir cho cac nha quan Iy khi thyc thi nhiém vu la rat can thiét.
Trong chi lan hai c6 kha nhiéu loai trong ddng vé hinh thai, chiing phan bé o tit ca cac ving
mién dat nudce, thoi diém no hoa lai rai rac trong ndm, viéc phan biét dwoc céc loai lan hai khi
ciy chua c6 hoa gip nhiéu han ché.

Hai Puoi cong (P. gratrixianum) la loai hai c6 14 va hoa c& trung binh I6n trong danh sach lan
hai tai Viét Nam, ddy 1a loai cho hoa dep, mau sac noi bat véi mau vang wu thé va mang cac dém
tim bat mat. Hoa no khoang thang 9, 10, 11 duong lich. Trong ty nhién, hai Puéi cong thudng
moc thanh nhitng bui I6n nén khi tré hoa nhin v6 cing dep mat. Hai dudi cong 1a loai ¢6 khu
phan b hep, noi cu tra bi chia cat rai rac véi s luong ca thé it. Hai Pudi cong 1a loai dic hitu
Poéng Duong, moc & Lao, Trung Qudc va Bic Viét Nam, nhimg noi ¢6 d6 cao tir 900-1900 m. O
Viét Nam, hai Pudi cong thuong bét gap & mot s6 noi nhu Lao Cai, Vinh Phiic, Thai Nguyén [3].

Hién nay, viéc nhan dién, phan loai loai thuong dwoc thuc hién thong qua su két hop giira
phuong phap truyén thong duwa vao cac dic diém hinh théi hoc [4] véi cac phuong phap tién tién
théng qua dinh danh phan tir (md vach DNA — DNA barcode). DNA barcode la mét trong nhitng
phuong phap phuc vu dinh danh loai chinh xac, nhanh chéng, tu dong hoa bang cach théng qua
mot ving DNA dic hiéu. DNA barcode dugc biét dén lan dau véi cong b cua Hebert va cong sy
nam 2003 [5]. Bé thic ddy viéc st dung DNA barcode cho céc sinh vét nhan chuan, CBOL
(Consortium for the Barcode of Life) di dwoc thanh 1ap gém hon 120 té chic tir 45 quéc gia.
CBOL chira mét co s dir liéu tham khao cong khai, dwoc quan ly tot vé ma vach DNA. Véi su
hd tro cia CBOL, DNA barcode ngay cang phét trién va tro thanh mot phuong phap hitu hiéu
phan loai va dinh danh loai mai [6]. Viéc lua chon sir dung cac trinh tu phu hop sé tang hiéu qua
vé kha ning nhan dién céc loai thuc vat. Hau hét cac ma vach DNA thuc vat déu nam trong bo
gen luc lap, c6 thé 1a cAc trinh ty ma hoa (nhu rbcl va matK) hoic trong cac ving lién gen (nhur
trnH-psbA) [7], ciing c6 mot sé locus DNA nhan duoc sir dung 1d3m ma vach DNA (vi du ma
dugc phién ma bén trong bo dém ciia DNA ribosome (ITS)) [8]. Trong thuc té, viéc két hop nhiéu
chi thi dé nhan dién phan loai loai thuong dugc ap dung [9]. Tuy nhién, viéc phan tich nhiéu trinh
tu DNA dé nhan dién 1 cé thé c6 thé khong kha thi vé mat k§y thuat (trong cai dit thong luong cao
hon, dac biét 1a khi phan tich cac mau han hop loai) va gay ton kém.

Chi thj trnH-psbA 1a chi thi kha phd bién, n6 dugc danh gia 1a dac hiéu voi nhiéu loai thyuc vat
[8] nhung mot s6 nghién cau lai cho rang khé khan khi st dung chi thi ndy Ia viéc nhan ban
khong dac hiéu [10]. Muc tiéu cua nghién ctu nay la nhan dién lan hai Bubi cong (P.
gratrixianum) trén co sé két hgp nghién ciu phan tich trinh ty DNA ma vach trnH-psbA véi cac
ddc diém mo ta hinh thai.

2. Vit li¢u va phwong phap nghién ctru
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2.1. Vat ligu

Mau lan hai Puéi cong (P. gratrixianum) thu thap tai tinh Lao Cai dugc trong va tr hoa tai
Thai Nguyén; Cip mdi nhan gen trnH-psbA (E,5’-GTTATGCATGAACGTAATTGCTC-3"/5’-
CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3); Hoa chat thiét bi dung trong nghién ciru duoc cung
cap bai Phong thi nghiém Cong nghé Té bao Thyc vat - Vién Céng nghé sinh hoc, Vién Han 1am
khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

2.2. Phwong phap nghién curu
2.2.1. Phurong phdp nghién civu ddc diém hinh thai

Str dung phuong phap quan sat mé ta truc tiép déi tuong nghién ciru két hop véi phuong phap
dbi chiéu, so sanh véi céc tai lidu, khoa dinh loai da c6 [11]. Pay 1a phuong phép thong dung
duoc dung trong nghién cau phan loai thuc vat. Dung cu va thiét bi hd trg: may anh, thudc day,
thudc kep (palme), dao lam, dao mé, kim miii méc.

2.2.2. Phuong phap sinh hoc phan ti

Téch chiét DNA tong s6 theo phuong phap ding CTAB (Collins & Symons, 1992) [12] c6 cai
tién cho phi hop véi diéu kién thi nghiém tai Viét Nam. Mau 14 duoc nghién trong nito 1ong, bo
sung dém tach va u 65°C trong 2 gio. Dung chloroform: isoamylalchohol (24:1) dé loai bo tap
chat va dung isopropanol dé tia DNA. Poan gen trnH-pshA duoc khuéch dai voi cap moi dic
hiéu. Thanh phan phan ung PCR bao gom 12 pl H20; 2 pl dém 10x; 2pul MgCI2 25 mM, 1,6 pl
dNTPs 2,5 mM; 0,8 pl mdi 10 pmol mdi loai; 3 pul DNA téng s6 va 0,4 pl Tagq DNA polymerase
1u/pl. Phan tng duoc tién hanh trong may PCR vai chu trinh nhiét bao gdm cac budc: 94°C/5
phat; 30 chu ky (94°C/1 phdt; 52°C/1 phut; 72°C/1 phat); két thic ¢ 72°C/10 phat. San pham
PCR dugc tinh sach va st dung dé xac dinh trinh tu trén may xac dinh trinh tu nucleotid ty dong
ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer. C4c trinh tu dwoc so sénh bang Blast trong NCBI, xu
Iy bang cac phan mém Snapgene, BioEdit, cAy phan loai dua trén trinh tu gen trnH-psbA dugc
dung bang phan mém MegaX.

3. Két qua nghién ciru va thao luan
3.1. Dic diém thuc vt hoc ciia lan hai Puéi cong

Than I4: hai Pudi cong 1a mot loai thuc vat dugce xép vao nhém cay co 1au nam, than mang 6
- 10 14 xép thanh 2 ddy, céac 14 c6 xu huéng hep lai phia cé 14 1am cho than cay c6 hinh det, c4c l4
xép chong hoi 10ng 1éo va c6 xu hudng ra sang ngang khi cam theo chiéu thang dung. L4 ¢ hinh
thuén dai dau 14 hoi nhon. Chiéu dai 14 15 d&én 20 cm va rong tir 1,5 dén 2,5 cm. Mt trén 14 c6
mau xanh ddm dong nhit, mat duéi mau xanh nhat (hinh 1A,B). L4 bic hinh mili mac hoi bau,
dai 4 cm, rong 1 cm phia ngoai mau xanh luc c6 chdm nau ban phia cung chiém %2 dién tich, mat
trong mau lyc nhat pha tring tron bong mang cdc gan xanh dam hon (hinh 1D).

Hoa cua lan hai Dudi cong thudc hoa mau 3, hoa moc dimg trén phat hoa, kich thuéc khoang
5-6 cm, mau sic doc d4o, chii dao 12 mau vang dam, canh dai trén mau tring mang cc chim nau
tim kha dep mat.

Cénh dai trén (con goi 1a 14 dai sau) co hinh elip hoi bau, vién lugn séng nhe va vénh ra phia
sau, cOn toan b canh dai lai Gp vé phia trudc. Canh dai trén c6 chiéu dai 5 cm, rong 3 cm. Mt
truGC Mau trang bong hoi anh nhil, phia cuéng c6 lem mau vang hoi nau xen tim nhat, phia trén
6 céc cham mau tim nau kich thudc khoang 2 mm tap trung o glu’a 14 dai khong c6 16ng bao
phu (hinh 1E). Mat sau co mau sic uwu thé 14 trang phia goc cd mau xanh luc vang, duoc bao phu
bai 16p 16ng ngén. Séng gan néi rd, mang nhiéu 16ng hon cac viing xung quanh (hinh 1 E)

Cénh dai dudi (con goi 1a 1a dai két hop) hinh thuén dai, hoi nhon phia dau, dai 4 cm, rong 1,8
cm. Mit trong c6 mau vang nhat hoi xanh, nhin thdy anh nhii, mang cac dém thua va nhé hon
canh dai trén (kich thude khoang 1*0,5 mm), c6 it 16ng ngdn mau nau tim phia gc canh dai. Mt
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ngoai mau xanh nhat hoi vang, ¢6 cac 16ng ngan mau nau ban bao phu, tap trung khu vuc séng
lung. C6 2 dwong gan ndi rd, do 1a két qua cua su két hop 2 1a dai (hinh 1F).

Hinh 1. Hinh dnk déc diém hinh thai, cdu tric cdy, hoa ,lan hai Duéi cong (P. grat{fixianum)
AB,C. Hinh thai 14, phat hoa va hoa cua hai Buéi cong; D. Cau tric phat hoa, bau va la bac; E,F,G. Mdt
trwdC va mat sau Cua la dai trude, la dai sau va trang hoa; H. Moi; 1. Staminode mang bao phdan va nhuy
(Bar=2cm)

Cénh hoa (trang hoa) dai 5 cm, rong 1,5 cm c6 hinh thudn dai hoi tron phia d¢au, mép vénh ra
phia sau va luon séng nhe. Mit truée mau niu hoi pha vang, c6 2-5 chdm nhé mau nau tim ¢&
0,2 mm, phia gc ¢6 mang it 16ng ngan mau nau tim. Mat sau mau vang dam hoi ndu, anh nhi,
khong c6 16ng (hinh 1G).

Moi (canh hoa th ba bién dang) dai 5 cm rong 2 cm, tron béng, mau vang nhat Xen nau tim
nhat. Hai thuy bén nhon va vénh én, thiy giira 16m xuéng, mang cac gan tim nhat hai bén va
nhiéu 16ng ngan & mat trong, mat ngoai tron bong, khong co 16ng (hinh 1H). Staminode (khién
day try hoa) dai 2 cm, rong 1 cm hinh tim ngugce mau vang nhi rat dep, o gitra co mot dém nho
hinh hat mau vang dam noi 1én. Staminode c6 cudng hoi dai, mang cac 16ng ngin mau nau tim.
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Bao phan hinh cau, mau vang dam kich thuéc khoang 1 mm, nodn hinh tron mau trang bong kich
thudc 5x5 mm (hinh 11). Bau dai 4,5 cm rong ¢& 0,5 cm, hinh dai, dinh thu nho, dau td, ¢6 3 mat.
Mau xanh luc nhat dwgc phu kin bai 16p 16ng ngan mau nau tim (hinh 1C).

Qud cua P. gratrixianum duoc phét trién tir bau, qua thuéc dang qua nang hinh tru dai, hep,
gan, c6 mo ngén, qua dai khoang 4 - 5 cm va rong 5 - 7 mm. L& béc dai 4 dén 5,5 cm, hinh miii
mac hoi bau, pha I6p 16ng ngian. Mit ngoai mau xanh sang phia gc ¢ xen cac cham nau tim
nho, mat trong mau trang.

H¢ ré: Gidng nhu cac gidng lan hai 14 xanh quanh nam, r& cta P. gratrixianum dugc bao phu
boi mot 16p vo lya mang nhiéu 16ng hat, 1am cho ré c6 kha ning hap thy dé am trong khong khi.
Dau ré non cua cdy P. gratrixianum c6 mau trang nga, con mau caa nhirng ré gia tré nén sam va
nhiéu 1ong hon. R& chinh xut phat tir than, chd bat ¢au phan 14, roi phan ra cac ré thir cap. Ré
cua P. gratrixianum rat dai, gap nhiéu lan chiéu dai 4.

Str dung dic diém hinh thai dé phan loai thuc vat 1a mot phuong phap truyén thong va rat phd
bién. Pa c6 nhiéu khoa dinh loai thyc vat da dugc xay dung va phat trién dya trén cau trac hinh
thai thuc vat nhu than, r&, 14, hoa nham phyc vu cho viéc phan loai dugc d& dang hon. DPi vai ho
Lan (Orchidaceae), hau hét nhiing céng b lodi mai déu dya trén cac md ta vé hinh thai thuc vat
[13], [14]. Ngoai ra, dic diém hinh thai con déng vai trd quan trong trong xac dinh méi quan hé
ho hang giita cac loai va hd tro nghién cau vé su sinh truéng, sinh san dé gidp bao ton céc loai
phong lan quy hiém. Khi phan tich méi lién quan giita hinh thai lan hai véi dic diém sinh truéng
cua chling, Gruss va cong su (2018) nhan thay, cac loai hai ¢6 14 dong mau thuong sinh truong
thich nghi vai viing khi hau lanh, con nhimg loai trén 14 ¢6 van thuong chiu nong tét hon va thich
nghi véi bién do nhiét do rong hon. Bac biét, hinh thai, ciu tao ré cd lién quan chit ch& véi diéu kién
moi truong séng [15].

Khi sir dung dic diém hinh thai & phan loai ho Lan néi chung va lan Hai néi riéng thi cau
truc hoa 14 tidu chi xac dinh loai chinh xé&c nhét [4], [16], [17] boi vi hoa cua cac loai lan co dac
diém rét riéng biét, co tinh dic trung lodi tir mau sic dén ciu tric, ‘ngay ca cac loai rat gan gii
trong chi [16]. Két qua phan tich ciia ching t6i dd mo ta chi tiét cau tric hoa cua lan hai Pudi
cong (P. gratrixianum). Tuy nhién, trong thuc té, hau hét cac loai lan hai cd thoi gian ra hoa rat
ngan, chi khoang 15 - 20 ngay/ndm, vi vay dé nhan dién nhanh va chinh xé4c céc loai lan khi con
nho hoac ltc khéng c6 hoa thi can tng dung cac phuong phap dinh loai phén tir. Do d6, ching toi
tiép tuc phan tich trinh ty gen trnH-psbA dé nhan dién lan hai Pubi cong.

3.2. Phéan tich trinh tz vang gen trnH-psbA

Tach chiét DNA tong s6 tir mau 14 va kiém tra do tinh sach bang may do quang phd. Két qua
kiém tra ty s6 OD260 nm/OD280 nm nam trong khoang 1,86 — 2,0, dam bao yéu cau cho thi
nghiém nhan gen. Két qua dién di san phim PCR thu dugc mét phan doan DNA c6 kich thudc
khoang 600 bp rat dic hiéu, hoan toan pht hop vai tinh toén ly thuyét. Vi vay, phan doan nay dugc
sir dung dé xac dinh trinh ty nucleotide. Tién hanh xéac dinh trinh ty bang may xéac dinh trinh ty tu
dong ABI PRIMS®3100 Avant Genetic Analyzer, sau d6 sir dung BLAST ciia NCBI dé so sanh
cac trinh tu thu duoc. Két qua khiang dinh, phan doan DNA nhén ban dugc 12 trinh tu doan gen
trnH-psbA ciia lan hai Pudi cong (P. gratrixianum), do twong dong trinh tu nucleotide 1én dén
99,32% vai loai P. gratrixianum phan lap tai Trung Quéc (ma s6 MV284890.1) véi do dai phan
tich duoc la 591 nucleotid.

So db phan loai hinh cdy dwoc xay dung dya trén két qua so sanh trinh tu nucleotide caa doan
gen trnH-psbA cia mau nghién ctu véi 32 trinh ty ving gen trnH-psbA ctia cac loai thugc chi
Paphiopedilum, Phragmipedium, Selenipedilum d dwoc céng bé trén Genbank bing phian mém
MegaX. Phan tich tién hoa thong qua phuong phap Maximum Likelihood. Lich sir tién hoa duoc
dua ra dua trén viéc str dung phuong phap Maximum Likeihhood va mé hinh Tamura-Nei [18].
Cay phan loai dua trén hé s likelihood 16n nhat (-1102,40) dwoc lya chon trinh bay nhu hinh 2.
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MW284890.1 Paphiopedilum gratrixianum
MM153814.1 Paphiopedilum barbigerum
MWT794129 1 Paphiopedilum tranlienianum
NC_050870.1 Paphiopedilum barbigerum
NC_052702_1 Paphiopedilum spicerianum

=

Duoi cgng_trnH
EF155999.1 Paphiopedilum appletonianum
NC_050871.1 Paphiopedilum hirsutissimum

8 o] MW794130.1 Paphiopedilum hirsutissimum

MM153815.1 Paphiopedilum hirsutissimum

NC_045279 1 Paphiopedilum purpuratum
EF156052.1 Paphiopedilum purpuratum

67 MW528213.1 Paphiopedilum parishii
494{ MF983795.1 Paphiopedilum dianthum
EF156048.1 Paphiopedilum parishii
MW794133.1 Paphiopedilum victoria-mariae

KJ524105.1 Paphiopedilum niveumn
& i

EF156008.1 Paphiopedilum concalor
JFT796885.1 Paphiopedilum malipoense

96

EF156033.1 Paphiopedilum malipoense var. jackii
EF156024.1 Paphiopedilum hangianum
MNC_045278.1 Paphiopedilum micranthum
NC_053544 1 Paphiopedilum emersonii
83 | NC_041309.1 Paphiopedilum delenatii

0 | MK463585 1 Paphiopedilum delenatii

EF156073.1 Paphiopedilum vietnamense

a8

LC085347.1 Paphiopedilum armeniacum

KT388109.1 Paphiopedilum armeniacum
KJ566307.1 Paphiopedilum armeniacum

JFB25973.1 Selenipedium aequinactiale
MW794127 1 Phragmipedium besseae

a8 { KIM032625.1 Phragmipedium longifolium
P - -

FR851214.1 Phragmipedium exstaminodium

0.0050

Hinh 2. So dé phé}n logi hinh cdy dwoc xay dung dya trén trinh ti gen trnH-psbA ciia hdi’Duéi cong nghién
cieu voi mgt so loai thuge chi Paphiopedilum, Phragmipedium, Selenipedilum c6ng bo trén GenBank

Phan tich so d6 phan loai hinh cay (hinh 2) nhan thay, 33 loai nghién ctru dugc chia thanh 2
nhanh 16n, trong do6 4 loai thuoc chi Phragmipedium, Selenipedilum ding thanh mot nhanh riéng
biét va 28 loai chi Paphiopedilum dtng trong nhanh con lai. Didu d6 cho thdy, trinh ty trnH-psbA
phan anh rat rd mac do quan hé ho hang cua cac loai hai. Xét trong chi Paphiopedilum, 28 loai
lai duoc chia ra thanh 2 nhanh I6n. Nhanh tha nhat gom dai dién mot s6 loai dac hiu cua Viét
Nam nhu hai Hong (P. delenatl) hai Viét (P. vietnamense), hai Hang (P. hangianum) va mét s
loai khong dac htu nhung pho bién & Viét Nam nhu hai Rap (P. maliopense), hai Jacki (P.
maliopense var.jacki) véi hé so boothstrap rat cao Ién t&i 98%. Nhom thur hai dong ddo loai hon
bao gom chu yeu cac loai dac hiru hoac c6 ngudn gdc xuit xtr cia nudc ngoai. Hai Pudi cong
trong nghién cuau nam & nhém th hai, né cé quan hé ho hang chat ché vai hai Tran lién cua Viét
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Nam (P. tranlienianu) va 2 loi hai trén thé giéi 1a P. spicerianum (hai dac hitu cia An Do) va P.
barbigerum (dugc tim thiy lan dau ¢ Trung Québc) véi hé sé boothstrap 1a 61%.

Nhu vay, két qua phan tich dya vao cay phan loai 1ap trén trinh tu gen trnH-psbA di cho thay
rd su phan nhém trong quan hé ho hang cac loai cac 10ai lan hai khac nhau. Piéu d6 chung to day
1a chi thi rat tiém ning trong viéc str dung dé nhan dang lan hai bang ma4 vach DNA. Két hop
giita phan tich DNA mé vach va dic diém hinh thai s& cung cp thong tin chinh xac trong dinh
danh cling nhu danh gia da dang cua céc loai lan Hai.

Str dung ma vach DNA dé nhan dién céc loai thuc vat da tré nén phé bién va c6 vai trd quan trong
trong phan loai thyc vat ngay nay. Di véi ho Lan (Orchidaceae), ma vach DNA ciing da duoc &p
dung dé nhan dién nhiéu loai trong cac chi Dendrobium [19], [20], Phalaenopsis [4], [21],
Cypripedium [22], Grammatophyllum, Cymbidium [19], Vanda [23] va Spathoglottis [24]. Ddi véi
chi lan Hai, nghién ctu nhan dang cac loai dira vao ma vach lan dau duoc tién hanh vao nam 2012 boi
nhém tac gia Parveen va cong su. Thi nghiém da tién hanh trén tam loai Paphiopedilum cua An D6 va
sir dung nam ma vach tiém ning 1a rpoB, rpoC1, rbcL, matK, va ITS [25]. Khi nghién cttu vé DNA
barcode ¢ thuc vat, Hollingsworth va cong sy 2009 da xac nhan rbclL va matK co hiéu qua phan
biét t6t khi sir dung don 1é. rbcL c¢6 wu diém dé dang khuéch dai tuy nhién lai kha bao thu; trong
khi d6, matK c6 su bién doi rong nhung khuéch dai kém [9]. Tai Viét Nam, cac nghién cau ve s
dung ma vach DNA trong nhan dién lan Hai ciing d duoc tién hanh véi mét sb chi thi khac nhau
nhu ITS, LEAFY, ACO, matK, trnL, rpoB, rpoC1, trnH-psbA [26]. Trong nghién curu cua chlng
t6i, gen trnH-psbA trén mau hai Pudi cong duoc phan tich va cho thdy kha nang nhan dién lan
Hai rét tot cua chi thi nay. Két qua nghién ctru nay da dong gop thém vao co so dir lidu vé trinh
tu DNA ma vach trong nghién ctu cac loai lan Hai cuaa Viét Nam.

4. Két luan

Két hop giita dac diém hinh thai va sir dung chi thi gen trnH-psbA cd kha niang dinh danh
chinh x4c cy lan hai Pudi cong (P. gratrixianum) cua Viét Nam. Nghién ctru ciing cho thay tiém
nang st dung DNA ma vach nay trong viéc dinh danh lan hai, dong gép thém vao co s¢ dir liéu
vé trinh tw DNA ma vach trong c4c nghién ctu vé lan hai caa Viét Nam.
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