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ABSTRACT 

The study was conducted to establish a micro-propagation process of black 
ginger (Kaempferia parviflora). Some experiments were carried out over the 
three stages, including multiplication of shoots, rooting, and domestication of 
seedlings. The findings showed that shoots were multiplied on MS medium 
supplemented by 1.5 mg/L BA and 0,5 mg/L NAA, reaching 4.2 shoots/sample 
after 8 weeks. The optimal medium for in vitro rooting was MS medium 
containing 1.0 mg/L NAA or 1.5 mg/L NAA that could lead to 100% of rooting, 
with a mean of 19.71 – 20.57 roots/sample and 2.71 – 2.86 leaf/sample after 6 
weeks. Nursing black ginger by shoot proliferation together with coconut coir 
soil mixture (1:1) has pushed the process to achieve the best results. 

TÓM TẮT  

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm mục đích thiết lập quy trình vi nhân giống 
cây gừng đen (Kaempferia parviflora). Các thí nghiệm được thực hiện với giai  
đoạn: nhân chồi, tạo cây hoàn chỉnh và thuần dưỡng cây con. Kết quả cho thấy, 
chồi cây gừng đen nhân nhanh trong môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L BA kết 
hợp 0,5 mg/L TDZ đạt 4,2 chồi/mẫu cấy sau 8 tuần nuôi cấy. Môi trường ra rễ 
thích hợp nhất là môi trường MS có bổ sung 1,0 mg/L NAA hoặc 1,5 mg/L NAA, 
cho tỷ lệ chồi ra rễ đạt 100%, 19,71 – 20,57 rễ/mẫu cấy, 2,71 – 2,86 lá/mẫu cấy 
sau 6 tuần nuôi cấy. Thuần dưỡng cây gừng đen nuôi cấy mô với giá thể đất kết 
hợp mụn dừa (1:1) đạt kết quả tốt nhất. 

1. GIỚI THIỆU 

Gừng đen (Kaempferia parviflora) còn được gọi 
là ngải đen, sâm thái, địa liền đen thuộc họ gừng 
(Zingiberaceae). Đây là một trong những loài cây 
thuốc quý, có trong kế hoạch “Triển khai thực 
hiện quy hoạch bảo tồn và phát triển cây dược liệu 
ứng dụng công nghệ cao tỉnh An Giang năm 2015 
– 2016” căn cứ theo Quyết định số 1434/QĐ-
UBND ngày 22/07/2015 (Uỷ ban Nhân dân tỉnh 
An Giang, 2015). 

Gừng đen đã được sử dụng như một loại thuốc 
dân gian có tác dụng như: kích thích tiêu hóa, cải 
thiện lưu lượng máu và tăng cường sức khỏe. Các 
chiết xuất hoạt chất sinh học trong củ gừng đen có 
tác dụng kháng khuẩn rất mạnh giúp điều trị bệnh 
dị ứng (Tewtrakul và cs., 2007), chống loét dạ dày 
(Rujjanawate và cs., 2005), chống viêm (Panthong 
và cs., 1989), kháng ký sinh trùng sốt rét và kháng 
nấm (Yenjai và cs., 2004),... Ngoài ra, theo 
Trisomboon (2009), củ gừng đen còn được xem 
như là nhân sâm Thái, có khả năng tăng cường 
sinh lực, tăng mật độ tinh trùng và tăng cường sức 
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đề kháng của cơ thể đối với stress, làm giảm 
triglycerides, ngăn ngừa bệnh tiểu đường. 

Trên thế giới, cây gừng đen vẫn chưa được trồng 
với quy mô lớn và chưa có nhiều nghiên cứu về 
nuôi cấy mô. Dheeranupattana và cs., (2003) đã 
nghiên cứu về sự cảm ứng tạo chồi Kaempferia 
parviflora in vitro, kết quả số chồi thu được tương 
đối thấp, đạt 2,4 chồi/mẫu cấy. Alveno (2012) 
cũng tiến hành nhân giống in vitro cây K. 
parviflora, nhưng kết quả vẫn còn hạn chế. Ở Việt 
Nam chưa có công trình công bố kết quả nghiên 
cứu nuôi cấy in vitro cây gừng đen. Do đó, nghiên 
cứu này được thực hiện nhằm bước đầu xây dựng 
quy trình nhân giống in vitro cây gừng đen và tạo 
ra số lượng cây giống lớn, sạch bệnh, đồng đều phục 
vụ cho sản xuất. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1 Phương tiện  
2.1.1  Địa điểm và thời gian thực hiện 

Thí nghiệm được thực hiện tại phòng thí nghiệm 
nuôi cấy mô của Bộ môn Khoa học Cây trồng, 
Khoa Nông nghiệp & Tài nguyên Thiên nhiên, 
Trường Đại học An Giang, từ tháng 11 năm 2015 
đến tháng 11 năm 2016. 

2.1.2 Nguyên vật liệu 

Đối tượng nghiên cứu là củ gừng đen 
(Kaempferia parviflora) được thu thập tại Hội 
Đông y huyện Tịnh Biện, An Giang và được đem 
về ươm tại khu thực nghiệm, Khoa Nông Nghiệp 
và Tài nguyên Thiên nhiên, Trường Đại học An 
Giang.

 

 
(A) (B) 

Hình 1. (A) Cây gừng đen; (B) Chồi non của cây gừng đen được ươm từ củ 

Chuẩn bị vật liệu nghiên cứu: Chọn củ gừng đen 
đã già, không bị nhiễm bệnh. Xử lý củ với thuốc 
trừ bệnh Antracol 70WP trong 120 phút. Sau đó, ủ 
củ trong tro trấu đã được xử lý bệnh. Thời gian ủ 
khoảng 20 ngày.  

Tạo nguồn nguyên liệu cho các thí nghiệm: thu 
hoạch các chồi mầm được ươm từ củ gừng đen, 
sau đó làm sạch bề mặt mẫu cấy bằng vòi nước 
chảy mạnh để loại bỏ tro trấu bám vào. Chồi được  
ngâm trong nước xà phòng loãng 15 phút; rồi rửa 

sạch dưới vòi nước chảy trong 15 phút. Các chồi 
này  sẽ được ngâm trong dung dịch Ca(OCl)2 20% 
trong 15 phút, rửa sạch lại mẫu 3 lần với nước cất 
vô trùng. Các chồi sau khi được khử trùng tách bỏ 
các lớp bẹ lá, các vảy còn bao quanh củ, tách  lấy 
đỉnh chồi và cấy vào các keo chứa môi trường MS 
không bổ sung chất điều hòa sinh trưởng. 

2.1.3 Môi trường và điều kiện nuôi cấy 

Môi trường nền là môi trường MS (Murashige & 
Skoog, 1962) có thêm agar (8 g/L), đường sucrose 
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(30 g/L), agar (8 g/L), nước dừa tươi (100 mL/L), 
chất điều hoà sinh trưởng (CĐHST) như BA (loại 
chứa 99% hoạt chất của Merck), TDZ (loại chứa 
99% hoạt chất của Sigma - Aldrich), NAA (loại 
chứa 99% hoạt chất của Merck). Tùy thuộc vào 
các thí nghiệm mà có hoặc không có bổ sung các 
CĐHST ở các nồng độ khác nhau. pH môi trường 
là 5,7 - 5,8.  

Điều kiện nuôi cấy: thời gian chiếu sáng 16 
giờ/ngày,  nhiệt độ 25 0C – 26 0C. Các cây con in 
vitro được chuyển ra vườn ươm trong điều kiện 
không quá 32 0C, ẩm độ trung bình 80% và sử 
dụng ánh sáng tự nhiên. 

2.1.4 Chuẩn bị giá thể 

Giá thể bao gồm đất thịt pha cát, tro trấu và mụn 
dừa, được xử lý với thuốc trừ nấm Dithane M - 45 
80 WP. Tùy theo từng nghiệm thức mà phối trộn 
các loại giá thể với nhau theo tỷ lệ nhất định. Các 
giá thể trước khi tiến hành thí nghiệm cần: 

• Đất: xử lý với vôi bột 10%  
• Tro trấu: xả với nước sạch nhiều lần (4 lần).  
• Mụn dừa được trộn với vôi bột 10% và ngâm 

trong 3 ngày, sau đó xả lại 3 lần bằng nước 
sạch.  

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1 Thí nghiệm 1: Ảnh hưởng của BA, TDZ và 
NAA đến sự nhân chồi gừng đen  

Các chồi gừng đen in vitro được cắt bỏ rễ, lá, 
khoảng 15 mm cấy vào môi trường nền có bổ 
sung BA (0,5 - 3 mg/L) với TDZ (0,5 mg/L); BA 
hoặc TDZ (0,5 - 3 mg/L) phối hợp NAA (1,0 
mg/L). Thí nghiệm được bố trí theo thể thức hoàn 
toàn ngẫu nhiên, mỗi nghiệm thức lặp lại 5 lần, 
mỗi lần lặp lại là 2 keo tương đương với 2 mẫu 
cấy. Chỉ tiêu theo dõi: Thời gian xuất hiện chồi 
(ngày), số chồi/mẫu, số rễ/mẫu, số lá/mẫu. Thời 
gian lấy chỉ tiêu  2, 4, 6 và 8 tuần sau khi cấy 
(TSKC). 

2.2.2 Thí nghiệm 2: Ảnh hưởng của NAA đến sự 
hình thành rễ của cây gừng đen  

Các chồi gừng đen in vitro (20 – 25 mm ) được 
cấy trên môi trường MS có 30 g/L đường, 8 g/L 

agar, 0,5 g/L than hoạt tính và bổ sung NAA (0,5 
– 3 mg/L). Thí nghiệm được bố trí theo thể thức 
hoàn toàn ngẫu nhiên, mỗi nghiệm thức lặp lại 5 
lần, mỗi lần lặp lại là 2 keo tương đương với 2 
mẫu cấy. Chỉ tiêu theo dõi: Thời gian xuất hiện rễ 
(ngày), tỷ lệ chồi ra rễ (%), số rễ/mẫu cấy, số 
lá/mẫu cấy. Thời gian lấy chỉ tiêu 1, 2, 3, 4, 5 và 6 
TSKC. 

2.2.3 Thí nghiệm 3: Ảnh hưởng của các loại giá 
thể lên sự sinh trưởng của cây gừng đen in 
vitro ở giai đoạn vườn ươm. 

Các cây con in vitro tái sinh hoàn chỉnh (đạt chiều 
cao trung bình từ 60 - 65 mm, có từ 2 - 3 lá) được 
huấn luyện thích nghi bằng cách chuyển bình nuôi 
cấy ra vườn ươm trong khoảng 7 ngày. Sau đó, 
lấy cây ra khỏi môi trường, rửa sạch agar và trồng 
trực tiếp trên giá thể đất + tro trấu (1:1), đất + tro 
trấu + mụn dừa (1:1:1), mụn dừa + đất (1:1), mụn 
dừa + tro trấu (1:1). Thí nghiệm được bố trí theo 
thể thức hoàn toàn ngẫu nhiên, 1 nhân tố với 4 
nghiệm thức, 5 lần lặp lại, mỗi lần lặp lại quan sát 
5 cây. Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ cây sống (%), biến 
động về chiều cao và số lá/cây (giá trị sau cùng – 
giá trị ban đầu), đặc điểm của cây,... Thời gian lấy 
chỉ tiêu: 4 tuần sau khi trồng. 

2.3 Phân tích dữ liệu  

Các số liệu phân tích được nhập vào máy và dùng 
phần mềm Excel để xử lý số liệu. Phân tích thống 
kê các số liệu bằng phần mềm SPSS phiên bản 
16.0 và dùng phép thử Duncan để so sánh sự khác 
biệt giữa các nghiệm thức. 

3. Kết quả và thảo luận 
3.1 Ảnh hưởng của BA, TDZ, NAA lên quá 

trình nhân chồi gừng đen 
3.1.1 Sự gia tăng số chồi gừng đen 

Kết quả thu được ở Bảng 1 cho thấy, vào thời 
điểm 10 ngày sau khi cấy, tất cả các nghiệm thức 
đều xuất hiện chồi. Thời gian hình thành chồi sớm 
nhất khi các chồi được nuôi cấy trên môi trường  
MS có bổ sung BA kết hợp TDZ (vào ngày thứ 5 
và 6 sau khi cấy). Số chồi thu được ở thời điểm 2, 
4, 6 và 8 TSKC giữa các nghiệm thức có sự gia 
tăng và khác biệt có ý nghĩa thống kê.
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Bảng 1. Hiệu quả của  BA, TDZ, NAA lên sự gia tăng số chồi ở 2, 4, 6 và 8 tuần sau khi cấy 

Nồng độ (mg/L) Thời gian 
xuất hiện 

chồi (ngày) 

Số chồi/mẫu cấy 
BA TDZ NAA 2 TSKC 4 TSKC 6 TSKC 8 TSKC 

0 0 0 10 1,0     d 1,0       e 1,0       e 1,0         f 
0,5 0,5 0 6 1,4   cd 1,6    cde 2,0  bcde 2,0    cdef 
1,0 0,5 0 6 2,0  bc 2,4 abc 2,6 abc 3,0  bc 
1,5 0,5 0 5 2,8 a 3,0 ab 3,4 a 4,2 a 
2,0 0,5 0 5 1,4   cd 2,0   bcde 2,6 abc 3,0  bc 
2,5 0,5 0 5 2,4 ab 3,2 a 3,4 a 3,6 ab 
3,0 0,5 0 5 1,4    cd 1,8     cde 2,8 ab 2,8   bcd 
0,5 0 1,0 7 1,6  bcd 2,2 abcd 2,2 abcde 2,6  bcde 
1,0 0 1,0 9 1,6  bcd 2,2 abcd 2,4 abcd 2,6  bcde 
1,5 0 1,0 7 1,4    cd 2,0   bcde 2,2 abcde 2,4  bcde 
2,0 0 1,0 7 1,4    cd 1,6     cde 1,8   bcde 2,0    cdef 
2,5 0 1,0 7 1,4    cd 2,0   bcde 2,4 abcd 2,8   bcd 
3,0 0 1,0 7 1,0      d 1,6     cde 2,2 abcde 2,2    cdef 
0 0,5 1,0 7 1,4    cd 1,8     cde 2,2 abcde 2,4   bcde 
0 1,0 1,0 9 1,0      d 1,2      de 1,6   bcde 1,6      def 
0 1,5 1,0 8 1,0      d 1,4    cde 1,8   bcde 1,8    cdef 
0 2,0 1,0 9 1,2    cd 1,2     de 1,2      de 1,4        ef 
0 2,5 1,0 7 1,0      d 1,2     de 1,6   bcde 1,6      def 
0 3,0 1,0 7 1,4    cd 1,4    cde 1,4     cde 1,6      def 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau 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); TSKC = Tuần sau khi cấy; BA = 6-benzyl adenine; TDZ = Thidiazuron; NAA = Naphthalene acetic 
acid. 

Khi bổ sung BA kết hợp NAA vào môi trường 
nuôi cấy có khả năng kích thích tạo chồi gừng 
đen. Hiệu quả tạo chồi của tổ hợp BA và NAA 
sau 4 tuần nuôi cấy đạt 2,2 chồi/mẫu cấy trên môi 
trường MS bổ sung 0,5 mg/L BA kết hợp 1,0 
mg/L NAA. Đến 8 TSKC, số chồi thu được trên 
các môi trường có BA với NAA vẫn không tăng 
cao chỉ đạt 2,8 chồi/mẫu cấy trên môi trường 2,5 
mg/L BA kết hợp 1,0 mg/L NAA. Theo các kết 
quả nghiên cứu trên đối tượng một số cây thuộc 
họ gừng như cây gừng (Huỳnh Trường Huê, 
2009), cây Hedychium coronarium J. Koenig  
(Pritam Mohanty và cs., 2013), cây Kaempferia 
galanga (Anbazhagan và cs., 2015),... cho thấy 
việc kết hợp BA và NAA vào môi trường nuôi 
cấy ở nồng độ thích hợp sẽ kích thích sự phát sinh 
chồi và nhân chồi. Trong thí nghiệm này thì hiệu 
quả tạo chồi của tổ hợp BA với NAA còn thấp, có 

thể do môi trường nuôi cấy đã sử dụng NAA ở 
nồng độ cao (1,0 mg/L) nên gây ức chế hiệu quả 
tạo chồi của BA hoặc môi trường nuôi cấy ở các 
nghiệm thức này chưa đạt tỷ lệ BA/NAA thích 
hợp để có tỷ lệ nhân chồi cao.  

Tương tự, trường hợp bổ sung TDZ với NAA vào 
môi trường nuôi cấy, không những số chồi không 
cao mà có xu hướng giảm khi tăng nồng độ TDZ 
từ 1,0 – 3,0 mg/L. Số chồi cao nhất trong tổ hợp 
TDZ với NAA chỉ đạt 2,4 chồi/mẫu cấy trên môi 
trường có 0,5 mg/L TDZ kết hợp với 1,0 mg/L 
NAA. Có thể thấy rằng, nồng độ TDZ cao đã gây 
ức chế quá trình tái sinh chồi từ mẫu cấy của cây 
gừng đen. Điều này cũng phù hợp với nhận định 
của Khawar và cs. (2004), ở nồng độ TDZ thấp sẽ 
kích thích quá trình tái sinh chồi tốt hơn nồng độ 
cao.  
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Trên môi trường bổ sung TDZ kết hợp BA đã làm 
gia tăng số chồi gừng đen. Trong tổ hợp với 0,5 
mg/L TDZ, khi tăng nồng độ BA từ 0,5 – 1,5 
mg/L thì số chồi thu được tăng. Môi trường bổ 
sung 1,5 mg/L BA kết hợp 0,5 mg/L TDZ cho số 
chồi phát sinh nhiều nhất, đạt 4,2 chồi/mẫu cấy 
(Hình 1A). Khi tiếp tục tăng nồng độ BA lên 2,0 – 
3,0 mg/L thì sự gia tăng số chồi có xu hướng 
giảm. 

Qua kết quả thí nghiệm cho thấy, ở 8 TSKC, hiệu 
quả tạo chồi trên môi trường có bổ sung BA kết 
hợp với TDZ cao hơn môi trường bổ sung BA với 
NAA và TDZ với NAA. Khi bổ sung BA hoặc 
TDZ kết hợp 1,0 mg/L NAA vào môi trường nuôi 
cấy cho thấy không những số lượng chồi thu được 
không nhiều, mà các chồi được tạo thành trên 
những môi trường này sinh trưởng phát triển 
chậm và rất nhỏ. Đa số các chồi này không thể sử 
dụng làm vật liệu chuyển sang môi trường ra rễ 
tạo cây hoàn chỉnh. Trong khi đó chồi trên môi 
trường bổ sung BA và TDZ, sinh trưởng và phát 
triển tốt hơn, cây cao, mập, lá màu xanh đậm. 

Theo Zhang và cs. (2011), sự có mặt của TDZ và 
BA trong môi trường nuôi cấy có tác dụng thúc 
đẩy quá trình nhân chồi cây Curcuma soloensis, 
nhưng nếu bổ sung TDZ kết hợp với NAA thêm 
vào môi trường nuôi cấy cho thấy không cải thiện 
được số lượng chồi. Kết quả này cũng phù hợp 
với các kết quả nghiên cứu trên cây Kaempferia 
marginata của Saensouk và cs. (2016); cây gừng 
của Huỳnh Trường Huê và Nguyễn Thị Thúy 
Diễm (2013); cây tam thất gừng của Hoàng Kim 
Thành (2014), việc bổ sung TDZ kết hợp với BA 
vào môi trường nuôi cấy cho hiệu quả nhân chồi 
cao và chất lượng chồi tốt. Do đó, môi trường 
thích hợp để nhân chồi gừng đen là MS bổ sung 
1,5 mg/l BA kết hợp 0,5 mg/l TDZ. 

3.1.2 Sự gia tăng số lá của chồi gừng đen 

Kết quả Bảng 2 cho thấy, sự gia tăng số lá ở các 
TSKC có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 
các nghiệm thức. Môi trường có 1,5 mg/L BA kết 
hợp 0,5 mg/L TDZ có khả năng tạo ra lá nhiều 
nhất so với các môi trường khác đạt 5,4 lá/mẫu 
cấy qua 8 TSKC. 

Bảng 2. Hiệu quả của  BA, TDZ, NAA lên sự gia tăng số lá ở 2, 4, 6 và 8 tuần sau khi cấy 

Nồng độ (mg/L) Số lá/mẫu cấy 
2 TSKC 

Số lá/mẫu 
cấy 4 TSKC 

Số lá/mẫu cấy 6 
TSKC 

Số lá/mẫu cấy  

8 TSKC BA TDZ NAA 

0 0 0 1,0 abc 1,2     cd 1,6     cde 2,0     cdefg 

0,5 0,5 0 1,2 ab 2,0 abc 2,4 abcde 3,4   bcd 

1,0 0,5 0 1,0 abc 1,8   bcd 3,0 abc 3,0   bcdef 

1,5 0,5 0 1,4 a 2,6 a 3,6 a 5,4 a 

2,0 0,5 0 1,4 a 2, 0abc 3,0 abc 3,6   bc 

2,5 0,5 0 1,0 abc 2,4 ab 2,8 abcd 3,4   bcd 

3,0 0,5 0 1,0 abc 1,8   bcd 3,2 ab 4,0 ab 

0,5 0 1,0 0,8 abcd 1,4     cd 1,8   bcde 3,2   bcde 

1,0 0 1,0 1,0 abc 1,6     cd 2,0   bcde 3,0   bcdef 

1,5 0 1,0 1,2 ab 1,8   bcd 2,0   bcde 2,4   bcdefg 

2,0 0 1,0 0,6   bcde 1,0       d 1,4       de 2,0     cdefg 

2,5 0 1,0 0,8 abcd 1,4     cd 1,8   bcde 2,0     cdefg 

3,0 0 1,0 0,0         e 1,0       d 1,2         e 1,8       defg 

0 0,5 1,0 0,4     cde 1,0       d 1,0         e 1,4           fg 



An Giang University Journal of Science – 2017, Vol. 16 (4), 1 – 12 
  

 
6 

Nồng độ (mg/L) Số lá/mẫu cấy 
2 TSKC 

Số lá/mẫu 
cấy 4 TSKC 

Số lá/mẫu cấy 6 
TSKC 

Số lá/mẫu cấy  

8 TSKC BA TDZ NAA 

0 1,0 1,0 0,2       de 1,0       d 1,2         e 1,6         efg 

0 1,5 1,0 0,6   bcde 1,0       d 1,0         e 1,0            g 

0 2,0 1,0 0,6   bcde 1,0       d 1,0         e 1,0            g 

0 2,5 1,0 0,0         e 1,0       d 1,6     cde 1,6         efg 

0 3,0 1,0 0,4     cde 1,0       d 1,2         e 1,4           fg 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau 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); TSKC = Tuần sau khi cấy; BA = 6-benzyl adenine; TDZ = Thidiazuron; NAA = Naphthalene acetic 
acid. 

Qua kết quả ở các tuần nuôi cấy cho thấy, số lá ở 
hầu hết các môi trường BA kết hợp TDZ có khả 
năng tạo thành nhiều hơn so với môi trường có bổ 
sung BA với  NAA, TDZ với NAA. Sự gia tăng 
số lá trên môi trường bổ sung TDZ kết hợp NAA 
cho kết quả thấp nhất trong 3 nhóm tổ hợp và thấp 
hơn so với môi trường không bổ sung CĐHST. 
Do đó, có thể thấy rằng, việc bổ sung TDZ và 
NAA vào môi trường nuôi cấy không làm gia tăng 
số lá trên chồi gừng đen.  

Trong tổ hợp với 1,0 mg/L NAA khi tăng nồng độ 
BA từ 0,5 - 2,5 mg/L, số lá tạo thành có xu  
hướng giảm từ 3,2 lá xuống còn 2,0 lá. Khi tiếp 
tục tăng nồng độ BA lên 3,0 mg/L thì số lá có 
khuynh hướng tiếp tục giảm hơn so với nghiệm 
thức đối chứng. Điều này cho thấy, sự kết hợp BA 
và NAA ở nồng độ cao có biểu hiện ức chế sự gia 
tăng số lá ở cây gừng đen. Kết quả này cũng khá 
phù hợp với nghiên cứu trên cây gừng của Huỳnh 
Trường Huê (2009), khi sử dụng BA và NAA ở 
nồng độ cao (3 mg/L và 1 mg/L) cho thấy số lá 
tạo thành thấp hơn so với môi trường có 1 mg/L 
BA và 1 mg/L NAA. Theo Alveno (2012), sự gia 
tăng số lá của cây Kaempferia parviflora trên môi 
trường MS bổ sung BAP ở nồng độ 5 ppm thấp 
hơn so với môi trường bổ sung BAP ở nồng độ 
1,25 ppm.   

Như vậy, việc bổ sung tổ hợp BA hoặc TDZ kết 
hợp NAA thêm vào môi trường nuôi cấy không 
ảnh hưởng đến sự gia tăng số lá. Ngược lại, các 
chồi gừng đen được nuôi trên môi trường có bổ 
sung BA kết hợp TDZ có khả năng tạo số lá 
nhiều. Điều này cho thấy ảnh hưởng tích cực của 
BA và TDZ trong quá trình tạo lá.  

3.1.3 Sự hình thành rễ của chồi gừng đen 

Kết quả Bảng 3 cho thấy, số rễ/mẫu cấy ở các môi 
trường đều tăng theo thời gian và sự khác biệt 
giữa các nghiệm thức có ý nghĩa thống kê. Sau 8 
tuần nuôi cấy, đa số chồi được nuôi trên các môi 
trường đều gia tăng số rễ, trừ môi trường bổ sung 
2,5 mg/L TDZ với 1,0 mg/L NAA là không xuất 
hiện rễ. Môi trường bổ sung 1,5 mg/L BA với 0,5 
mg/L TDZ cho số rễ nhiều nhất đạt 11,6 rễ/mẫu 
cấy. Sự hình thành rễ trên môi trường không bổ 
sung CĐHST có thể là do hàm lượng auxin nội 
sinh có trong mẫu cấy gây cảm ứng sự ra rễ. Kết 
quả này phù hợp với các nghiên cứu trên các cây 
họ gừng như cây sa nhân tím (Đặng Ngọc Phúc và 
cs., 2011), cây gừng  (Huỳnh Trường Huê & 
Nguyễn Thị Thúy Diễm, 2013); cây riềng nếp 
(Alpinia galanga) (Nongmaithem và cs., 2014)... 
các chồi con có thể ra rễ khi được nuôi cấy trên 
môi trường không có CĐHST. 
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Bảng 3. Hiệu quả của  BA, TDZ, NAA lên sự gia tăng số rễ ở 2, 4, 6 và 8 tuần sau khi cấy 

Nồng độ (mg/L) Số rễ/mẫu cấy 
2 TSKC 

Số rễ/mẫu 
cấy 4 TSKC 

Số rễ/mẫu cấy 6 
TSKC 

Số rễ/mẫu cấy  

8 TSKC BA TDZ NAA 

0 0 0 1,4   bcd 2,2     cde 3,2   bcde 3,8  bcdef 

0,5 0,5 0 3,6 a 6,2 ab 7,6 ab 10,8 ab 

1,0 0,5 0 2,8 abc 3,8 abc 5,8 abc 8,8 abcd 

1,5 0,5 0 3,0 ab 6,4 a 8,6 a 11,6 a 

2,0 0,5 0 1,4   bcd 2,4     cde 3,4   bcde 4,8 abcdef 

2,5 0,5 0 1,0   bcd 1,6     cde 3,8   bcde 6,2 abcdef 

3,0 0,5 0 0,4       d 1,8     cde 4,6 abcde 8,0 abcde 

0,5 0 1,0 0,0       d 2,2     cde 4,2 abcde 6,4 abcdef 

1,0 0 1,0 1,8 abcd 3,4   bcd 5,6 abc 10,2 abc 

1,5 0 1,0 0,8     cd 3,0     cde 5,0 abcd 9,8 abc 

2,0 0 1,0 0,2       d 1,2     cde 2,8   bcde 3,2     cdef 

2,5 0 1,0 0,8     cd 1,4     cde 2,6     cde 3,4     cdef 

3,0 0 1,0 0,2       d 1,0     cde  3,0   bcde 3,6     cdef 

0 0,5 1,0 0,2       d 0,6       de 1,6     cde 2,0      def 

0 1,0 1,0 0,2       d 0,2       de 0,2       de 0,2          f 

0 1,5 1,0 0,0       d 1,4     cde 1,6     cde 1,6        ef 

0 2,0 1,0 0,2       d 0,4       de 0,6      de 0,8          f 

0 2,5 1,0 0,0       d 0,0         e 0,0        e 0,0          f 

0 3,0 1,0 0,0       d 0,0         e 0,4      de 0,4          f 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau 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); TSKC = Tuần sau khi cấy; BA = 6-benzyl adenine; TDZ = Thidiazuron; NAA = Naphthalene acetic 
acid. 

Qua kết quả về sự hình thành rễ trên chồi gừng 
đen nhận thấy, các chồi được nuôi trên môi trường 
bổ sung BA kết hợp TDZ cho kết quả tốt nhất với 
bộ rễ to, khỏe và dài hơn so với các rễ hình thành 
trên môi trường BA hay TDZ kết hợp với NAA. 
Ở môi trường có bổ sung BA kết hợp với TDZ 
hoặc NAA thì khi tăng nồng độ BA từ 2 - 3,0 
mg/L thì số rễ/mẫu cấy hình thành ít hơn so với 
các môi trường bổ sung BA ở nồng độ thấp hơn 
(0,5; 1,0; 1,5 mg/L). Kết quả này phù hợp với 
nghiên cứu trên cây gừng, khi sử dụng BA ở nồng 
độ cao (2,0 – 3,0 mg/L) kết hợp 1,0 mg/L NAA 
(Huỳnh Trường Huê, 2009) hay BA ở nồng độ 

2,0; 2,5 mg/L kết hợp 0,5 mg/L TDZ (Huỳnh 
Trường Huê & Nguyễn Thị Thúy Diễm, 2013) có 
biểu hiện ức chế việc tạo rễ cây gừng. 

Việc bổ sung TDZ ở nồng độ 1,0 - 3,0 mg/L vào 
môi trường nuôi cấy cho thấy số rễ giảm rõ rệt. 
Trên môi trường MS có bổ sung 2,5 mg/L TDZ 
với 1,0 mg/L NAA không thấy có sự xuất hiện rễ, 
trong khi đó ở môi trường MS có bổ sung TDZ ở 
nồng độ 3,0 mg/L với 1,0 mg/L NAA lại có sự 
cảm ứng rễ ở 6 TSKC nhưng rễ hình thành rất ít 
và nhỏ chỉ đạt 0,4 rễ/mẫu cấy, có thể do việc thêm 
TDZ ở nồng độ cao đã làm giảm hoạt tính của 
NAA hay gây ức chế sự tạo rễ trên chồi gừng đen. 
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Kết quả nghiên cứu này cho thấy cũng phù hợp 
với nhận định của Mutui và cs. (2005); Suci 
Rahayu và Widiati Hadi Adil (2012), khi sử dụng 
môi trường có bổ sung TDZ không chỉ ảnh hưởng 
về số lượng, sự tăng trưởng của rễ mà còn có vai 
trò ức chế sự hình thành rễ. 

Tóm lại, qua kết quả khảo sát ảnh hưởng của BA, 
TDZ, NAA lên quá trình tạo chồi cây gừng đen 
trong 8 tuần nuôi cấy cho thấy, môi trường có bổ 
sung tổ hợp BA với TDZ đạt hiệu quả tạo chồi 
cao hơn so với các môi trường bổ sung BA kết 
hợp NAA và TDZ kết hợp NAA. Và để tạo ra các 
chồi đảm bảo cả về số lượng và chất lượng thì sử 
dụng môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L BA kết 
hợp 0,5 mg/L TDZ là hiệu quả nhất.  

3.2 Ảnh hưởng của NAA lên quá trình nhân 
chồi gừng đen 

Kết quả ở Bảng 4 cho thấy ở thời điểm 11 ngày 
sau khi cấy, các mẫu cấy đều có sự phản ứng và rễ 
xuất hiện ở tất cả các môi trường nuôi cấy. Vào 
thời điểm 4 TSKC, số rễ và số lá ở các nghiệm 
thức có sự gia tăng và không khác biệt có ý nghĩa 
thống kê giữa các nghiệm thức. Ở giai đoạn 6 
TSKC, số rễ thu được ở  môi trường MS bổ sung 
NAA nồng độ 1,0 và 1,5 mg/L cao nhất (đạt 19,71 
- 20,57 rễ với 2,71 - 2,86 lá) (Hình 1B). Rễ có 
nhiều lông hút, mập, màu xanh. Những cây in 
vitro này khi chuyển ra vườn ươm có khả năng 
sống rất cao. Kết quả này cũng tương tự với kết 
quả nghiên cứu của Mongkolchaipak và cs. 
(2006), môi trường bổ sung 1,0 mg/L NAA kích 
thích chồi K. parviflora tạo rễ tốt.

Bảng 4. Hiệu quả của NAA lên khả năng tạo rễ thời điểm 4 và 6 tuần sau khi cấy 

NAA 
(mg/L) 

Thời gian xuất 
hiện rễ (ngày) 

4 TSKC 
 

6 TSKC  

Số rễ Số lá Số rễ Số lá  

0 11 9,71 1,71 13,43 b 2,0    c 

0,5 10 8,14 2,00 16,29 ab 2,43     bc 

1,0 9 12,00 2,00 20,57 a 2,71 ab 

1,5 9 9,43 2,57 19,71 a 2,86 a 

2,0 9 9,29 1,86 14,00   b 2,14     c 

2,5 9 9,00 1,29 13,86   b 2,00     c 

3,0 9 9,18 1,86 12,29   b 2,14     c 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau 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); TSKC = Tuần sau khi cấy; NAA = Naphthalene acetic acid. 

Qua kết quả trên nhận thấy, ở 6 TSKC, khi tăng 
nồng độ NAA từ 0,5 mg/L lên 1,5 mg/L thì số 
lượng rễ và số lá tăng lên cao, khi tăng tiếp nồng 
độ NAA lên 2,0 mg/L đến 3,0 mg/L số lượng rễ 
và số lá có xu hướng giảm. Khi sử dụng NAA ở 
nồng độ cao rễ bị ức chế nên tăng trưởng rất chậm 
(Rout và cs., 2001). Ngoài ra, các chồi gừng đen 

in vitro vẫn có thể ra rễ trên môi trường MS 
không có bổ sung NAA, nhưng đa số rễ cảm ứng 
trên môi trường này phát triển yếu và mảnh hơn 
so với rễ cảm ứng trên môi trường có bổ sung 
NAA. Những cây có bộ rễ như thế khi chuyển ra 
đất dễ bị chết. 
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                      (A)                                                                    (B) 
Hình 2. (A) Chồi gừng đen phát triển sau 8 tuần nuôi cấy trên các môi trường MS có bổ sung 1,5 mg/L BA kết hợp 

0,5 mg/L TDZ; (B) Chồi gừng đen hoàn chỉnh trên môi trường MS có bổ sung 1,0 và 1,5 mg/L NAA ở 6 TSKC 

3.3 Ảnh hưởng của các loại giá thể lên sự sinh trưởng của cây gừng đen in vitro ở giai đoạn vườn 
ươm 

Bảng 5.  Hiệu quả của các loại giá thể đến khả năng sinh trưởng và phát triển của cây gừng đen in vitro ngoài vườn 
ươm sau khi trồng 4 tuần 

Nghiệm thức Tỷ lệ sống 
(%) 

Chiều cao cây (cm) Số lá gia 
tăng/cây 

Đất + tro trấu (1:1) 95 32,4 1,1   b 

Đất + tro trấu + mụn dừa (1:1: 1) 90 36,7 1,4   a 

Mụn dừa + đất (1:1) 100 42,2 1,6   a 

Mụn dừa + tro trấu (1:1) 95 37,0 1,5   a 

Chú thích: Các chữ cái khác nhau 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). 

Cây con với bộ rễ hoàn chỉnh được ươm trên 4 
loại giá thể khác nhau. Kết quả ở Bảng 5 cho thấy, 
sau  4 tuần trồng tỷ lệ cây sống sót trên tất cả các 
giá thể khá cao đạt 90% - 100%. Điều này cho 
thấy, cây gừng đen có khả năng thích nghi cao với 
điều kiện vườn ươm. Trong 4 loại giá thể trồng 
thử nghiệm, giá thể mụn dừa kết hợp với đất (1:1) 
cho tỷ lệ sống cao nhất đạt 100%, cây cao, lá có 
màu xanh đậm, sinh trưởng và phát triển tốt (Hình 
2). Khi trồng cây trên các loại giá thể có tro trấu 
thì tỷ lệ sống giảm. Đặc biệt, cây lại sinh trưởng 
chậm trên giá thể đất kết hợp với tro trấu tỉ lệ 1:1. 

Điều này có thể lý giải là do hàm lượng dinh 
dưỡng khoáng trong tro trấu cao nhưng chủ yếu là 
Kali. Vì vậy, giai đoạn đầu khi cây từ bình nuôi 
được đưa ra ngoài rễ còn yếu, rất nhạy cảm nên 
nồng độ muối (K+) bên ngoài cao sẽ gây ngộ độc 
dẫn đết chết cây. Ngoài ra, có thể do giá thể đất và 
mụn dừa phối trộn với tỷ lệ 1:1 đã tạo độ tơi xốp, 
thông thoáng phù hợp với sự phát triển của bộ rễ 
cây gừng đen in vitro, khả năng giữ và thoát nước 
tốt, giúp hệ rễ cây phát triển mạnh, từ đó cây sinh 
trưởng và phát triển tốt.  
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(A) (B)  

Hình 3. Cây gừng đen in vitro phát triển ở vườn ươm sau 4 tuần trồng trên các loại giá thể: (A) mụn dừa: đất (1:1), 
(B) mụn dừa: tro trấu (1:1) 

4. KẾT LUẬN  

- Môi trường nhân chồi gừng đen tốt nhất là môi 
trường MS bổ sung 1,5 mg/L BA kết hợp 
0,5 mg/L TDZ cho kết quả là 4,2 chồi sau 8 
tuần nuôi cấy. 

- Môi trường thích hợp để tạo rễ cho chồi gừng 
đen là MS bổ sung 1,0 mg/L hoặc 1,5 mg/L 
NAA. 

- Giá thể thích hợp cho quá trình sinh trưởng 
của cây gừng đen ngoài vườn ươm là đất 
phối trộn với mụn dừa (1:1), đạt tỷ lệ cây 
sống 100%, cho chiều cao cây và số lá gia 
tăng tốt nhất (42,5 cm; 1,6 lá) sau 4 tuần 
trồng. 

Quy trình nhân giống in vitro cây gừng đen có thể 
tóm tắt như sau:  
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