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TÓM TẮT 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi trình bày kết quả nhân giống in vitro cây gừng đen (Distichochlamys orlowii). Nguyên liệu cho nuôi cấy là cây gừng đen giâm hom 3 tháng tuổi có nguồn gốc từ Vườn Quốc gia Bạch Mã. Kết quả cho thấy khử trùng đỉnh chồi (1-2 cm) cây gừng đen với 3% NaClO trong 25 phút cho tỷ lệ mẫu sống sạch cao nhất đạt 55,6% sau 4 tuần nuôi cấy. Môi trường thích hợp nhất cho tái sinh chồi là môi trường MS bổ sung 1,5 mg/L BAP với 100% mẫu tái sinh, đạt 2,46 chồi/mẫu sau 8 tuần nuôi cấy. Nhân nhanh chồi tốt nhất là trên môi trường MS bổ sung 1,0 mg/L BAP và 40 g/L khoai tây nghiền (MP) với số chồi/mẫu đạt 5,56 chồi, chiều cao chồi là 3,61 cm sau 8 tuần nuôi cấy. Chồi in vitro khỏe mạnh, cao 3 - 4 cm được chuyển sang môi trường MS bổ sung 0,5 mg/L IBA cho 100% mẫu tạo rễ, với 3,32 rễ/chồi sau 8 tuần nuôi cấy. Sau 3 tháng trồng ra chậu, tỷ lệ sống của cây khoảng 80%, cây ra 1-2 lá mới, chiều cao cây đạt 15-20 cm. 
Từ khóa: Cây con, Distichochlamys orlowii, nhân giống in vitro, nhân chồi, tái sinh chồi, cây con
1. MỞ ĐẦU
Chi Gừng đen (Distichochlamys) thuộc họ Gừng (Zingiberaceae) là chi thực vật đặc hữu của Việt Nam, với loài Distichochlamys citrea được miêu tả lần đầu tiên bởi M.F. Newman vào năm 1995 [8]. Ba loài Gừng đen khác được khác được phát hiện sau này cũng được phát hiện là D. orlowii (2001) [5], D. rubrostriata (2003) [10] và D. benenica (2011) [9]. 
Loài D. orlowii K. Larsen & M. F. Newman hay còn được biết đến với tên gọi Gừng Orlow, được phát hiện lần lần đầu tiên ở An Khê, Gia Lai vào năm 2001. Về đặc điểm thực vật, gừng đen D. orlowii là cây thân rễ nhỏ, có đường kính 8-10 mm. lá vảy dài 5-9 cm, có màng, màu đỏ, chuyển sang màu nâu khi khô. Lá mọc từ thân rễ, bẹ lá dài 4-7 cm, mỏng, màu đỏ nhạt, đỉnh nhọn; cuống lá dài 15-20 cm, màu xanh lục, có rãnh; phiến lá hình trái xoan rộng, nhẵn ở cả 2 mặt; gân lá hình lông chim, với 12-18 gân ở mỗi bên, nổi rõ ở mặt trên và hơi lõm ở mặt dưới. Cụm hoa mọc ở bên của bẹ lá thấp nhất; cuống cụm hoa dài đến 1 cm; lá bắc lớn, dày đặc, màu xanh lục viền đỏ, dài 3-4 cm, rộng 8-10 mm, mỗi lá bắc bao một cụm nhỏ (cincinnus) gồm 2-3 hoa màu vàng; các lá bắc con hình ống, cỡ 2,5-3,0 × 0,8-1,0 cm, dạng màng. Đài hoa dạng ống, dài 8-10 mm, đầu chia thành 3 răng nhỏ. Tràng màu vàng; phần dưới dạng ống, dài 2,8-3,0 cm, phía đầu rộng đến 3 mm; phần trên chia thành 3 thùy, dài 8-10 mm, thùy giữa dạng mũ, có mũi nhọn nhỏ ở đầu; 2 thùy bên hình bầu dục, đầu tròn. Cánh môi gần như hình tam giác ngược, dài 1,3-1,5 × 0,8-1,0 cm, màu vàng, dải giữa vàng sẫm, có các vân đỏ nhạt mảnh tỏa lên trên, đầu xẻ sâu xuống 4-5 mm tạo thành 2 thùy, đầu các thùy rách mép. Nhị có chỉ nhị dài 3-4 mm, màu vàng; bao phấn 2 ô, màu vàng, dài bằng chỉ nhị, không có mào. Nhị lép bên dạng trái xoan, dài 1,2-1,3 cm, rộng 4-5 mm, màu vàng đỏ. Bầu 3-4 mm. Quả và hạt chưa có thông tin [5].
Dẫn xuất oxy hóa của monoterpene được xác định là nhóm chất chính của các mẫu tinh dầu gừng đen, trong đó, 1,8-cineole là cấu tử chính với hàm lượng dao động trong khoảng 30,71%43,67%. Theo nghiên cứu của Moteki và cs (2002) đã chứng minh 1,8-cineole có tác dụng ức chế dòng tế bào ung thư máu HL-60 ở người [6], điều trị ho, đau cơ bắp, chứng loạn thần kinh chức năng, bệnh thấp khớp, hen suyễn... [2]. Ngoài ra, trong thành phần tinh dâu, các cấu tử có hàm lượng lớn có thể kể đến là β-linalool, borneol, terpinen-4-ol, α-terpineol, β-citral, cis-geraniol, α-citral, bornyl acetate và neryl acetate, cho thấy hoạt tính chống oxy hóa cao của loài dược liệu này. Trong tinh dầu lá gừng đen có thành phần chính β-sesquiphellandrene (6,53%54,95%) và β-pinene (18,26%35,35%). β-sesquiphellandrene có khả năng ức chế mạnh đối với Rhinovirus IB trên mô hình thử nghiệm in vitro [3]. 
Trong những năm gần đây, công nghệ nuôi cấy mô và tế bào thực vật đã phát triển và có nhiều ứng dụng. Đây được coi là phương án có triển vọng nhất để nhân nhanh, bảo tồn và phát triển nhiều nguồn gen cây thuốc quý hiếm. Nuôi cấy mô tế bào thực vật cho phép tạo ra một số lượng lớn cây con sạch bệnh, đồng nhất về mặt di truyền, đồng thời mang lại hiệu quả kinh tế cao, có thể tạo ra một số lượng lớn cây trong một thời gian ngắn với chi phí tương đối. Nhờ đó mà chủ động trong sản xuất và cung cấp nguồn giống quanh năm mà không bị lệ thuộc vào thời vụ và các điều kiện khác. Kỹ thuật nuôi cấy mô tế bào thực vật đã khắc phục được những nhược điểm của các kỹ thuật nhân giống truyền thống
Trên thế giới chưa có bất kỳ công bố nào về nhân giống in vitro 4 loài gừng đen của chi Distichochlamys. Ở Việt Nam, Phạm Thị Kim Hạnh và cs. (2020) đã có công bố nghiên cứu nhân giống in vitro cây gừng đen thuộc loài D. citrea [1]. Tuy nhiên, phương pháp khử trùng của nhóm nghiên cứu khá phức tạp, chất bổ sung vào môi trường có giá thành cao, khó có thể áp dụng vào sản xuất số lượng lớn. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành nghiên cứu nhân giống in vitro cây gừng đen D. orlowii, với phương pháp khử trùng đơn giản, chất bổ sung rẻ tiền nhưng vẫn đạt hiệu quả cao. Việc nhân giống thành công cây gừng đen D. orlowii sẽ tạo cơ sở cho sản xuất cây giống số lượng lớn, góp phần vào việc bảo tồn cũng như phát triển nguồn nguyên liệu cho loài dược liệu quý này.
2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
2.1. Nguyên liệu
Cây gừng đen được dùng trong nghiên cứu, được xác định thuộc loài Distichochlamys orlowii, được giâm hom từ mẫu củ (3 tháng tuổi tính từ khi nảy mầm), thu ở Vườn Quốc gia Bạch Mã, Thừa Thiên Huế; ở độ cao 200-800 m so với mực nước biển. 

Hình 1. Cây gừng đen giâm hom 3 tháng tuổi 
2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Điều kiện thí nghiệm in vitro
Cây gừng đen được nuôi cấy in vitro trong điều kiện đồng nhất về nhiệt độ (25 ± 2oC), cường độ chiếu sáng (2000 – 3000 lux), thời gian chiếu sáng (16 giờ/ngày).
2.2.2. Chuẩn bị và khử trùng mẫu
Đoạn gốc cây mang đỉnh chồi (1 – 2 cm) của cây gừng đen 3 tháng tuổi tính từ khi củ nảy chồi (Hình 1) được rửa nhiều lần dưới vòi nước chảy, sau đó rửa lại với nước xà phòng 3 lần, mỗi lần 15 phút. Tiếp đến rửa lại bằng nước cất vô trùng 3 lần, mỗi lần 10 phút trước khi đưa vào tủ cấy.
Mẫu được khử trùng sơ bộ với 70 % EtOH trong 1 phút 30 giây. Sau đó được khử trùng bằng các công thức khử trùng khác nhau: 
- 3% NaClO (5; 10; 15; 20; 25; 30; 35 phút)
- 3% H2O2 (60; 90; 120; 150; 180 phút)
Các công thức khử trùng khác nhau được khảo sát để xác định thời gian khử trùng thích hợp cho từng công thức và xác định công thức khử trùng tối ưu. Sau khi khử trùng, rửa sạch mẫu lại với nước cất vô trùng 8 lần, mỗi lần 5 phút trước khi cấy để loại bỏ hết dư lượng chất khử trùng còn bám trên mẫu.
Mẫu sau khi khử trùng được cắt bỏ phần mô bị tổn thương, được cấy lên môi trường dinh dưỡng cơ bản Murashige và Skoog (MS) có 3,0% saccharose, 0,8% agar để thăm dò khả năng khử trùng.
 Hiệu quả của thời gian và hóa chất khử trùng được đánh giá thông qua tỷ lệ mẫu nhiễm, tỷ lệ mẫu sống và tỉ lệ mẫu chết sau 4 tuần nuôi cấy.
Quy ước: mẫu nhiễm là mẫu cấy bị nhiễm nấm hoặc vi sinh khác có thể nhìn thấy bằng mắt thường trên mẫu hoặc trên môi trường ngay vị trí cấy mẫu; mẫu chết là mẫu cấy bị chết một phần hoặc toàn bộ mẫu không có khả năng nảy chồi, có thể quan sát bằng mắt thường qua bịch cấy; mẫu sống là mẫu cấy còn tươi, không nhiễm nấm hoặc vi sinh khác, có thể quan sát bằng mắt thường qua bịch cấy.
2.2.3. Tái sinh chồi 
Những mẫu sống và không nhiễm bệnh được cấy lên môi trường cơ bản MS có 3,0% saccharose; 0,8% agar bổ sung chất kích thích sinh trưởng (KTST) 6-benzylaminopurine (BAP) và 6-furfurylaminopurine (KIN) nồng độ khác nhau để thăm dò khả năng tái sinh chồi của mẫu.
Đánh giá ảnh hưởng của chất KTST đến khả năng tái sinh chồi từ mẫu dựa trên kết quả tỷ lệ tái sinh chồi, số chồi/mẫu và hình thái chồi sau 8 tuần nuôi cấy.
2.2.4. Nhân chồi
Chồi in vitro riêng lẻ (1 cm) được cấy lên môi trường cơ bản MS có 3,0.% saccharose; 0,8 % agar và bổ sung riêng lẻ BAP và KIN nồng độ khác nhau, hoặc kết hợp BAP/KIN với khoai tây nghiền (MP) để xác định điều kiện nuôi cấy tối ưu cho hiệu quả nhân chồi tốt nhất. Thu số liệu số chồi/mẫu, chiều cao chồi và hình thái chồi sau 8 tuần nuôi cấy.
2.2.5. Tạo rễ
Chồi in vitro (2,0-3,0 cm) khỏe mạnh (thân mập, đốt ngắn, lá xòe) được cấy lên môi trường cơ bản MS có 3,0 % saccharose; 0,8 % agar bổ sung riêng lẻ 1-naphthaleneacetic acid (NAA) và indole-3-butyric acid (IBA) nồng độ khác nhau để thăm dò khả năng tạo rễ. Thu số liệu số rễ/chồi và hình thái rễ sau 8 tuần nuôi cấy.
2.2.6. Chuyển cây ra vườn ươm
Cây in vitro được nuôi cấy thời gian dài trong điều kiện nhân tạo với dinh dưỡng, ánh sáng và nhiệt độ tối ưu, nên trước khi đưa cây ra trồng cần có thời gian huấn luyện để tránh trường hợp cây bị sốc do không kịp thích nghi với điều kiện bên ngoài. Cây trong bình được để trong nhà 3-5 ngày, sau đó đưa ra vườn 3-5 ngày để huấn luyện thích nghi. Chọn thời điểm ra cây không quá nóng hoặc không quá lạnh, nhiệt độ khoảng 25-30oC để tăng khả năng sống và tạo điều kiện để cây sinh trưởng tốt hơn. Cây in vitro hoàn chỉnh sau khi huấn luyện được trồng vào bầu có kích thước 8×10 cm. Giá thể sử dụng là đất sạch Tribat. Vườn ươm được che sáng 70%, cây gừng đen in vitro được tưới phun sương 2-3 lần/ngày tùy điều kiện thời tiết.
2.2.7. Xử lý số liệu
Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần, mỗi lần lặp quan sát tối thiểu 30 mẫu. Kết quả thí nghiệm được phân tích Duncan's test bằng phần mềm SPSS 22.0 với mức xác suất có ý nghĩa p<0,05.
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Vô trùng mẫu cấy
Khử trùng đoạn gốc kèm đỉnh chồi cây gừng đen D. orlowii bằng 3% NaClO, 3% H2O2 ở các thời gian khác nhau ảnh hưởng đến tỷ lệ mẫu nhiễm, tỷ lệ mẫu chết và tỷ lệ mẫu sống cây gừng đen. Kết quả được trình bày ở bảng 1.
Bảng 1. Ảnh hưởng của điều kiện khử trùng đến khả năng vô trùng mẫu gừng đen sau 4 tuần nuôi cấy
	Chất khử trùng
	Thời gian khử trùng (phút)
	Tỉ lệ mẫu nhiễm
(%)
	Tỉ lệ mẫu chết
(%)
	Tỉ lệ mẫu sống
(%)

	3% NaClO
	5
	92,2
	2,2
	5,6

	
	10
	77,8
	8,9
	13,3

	
	15
	56,7
	14,4
	28,9

	
	20
	38,9
	21,1
	40,0

	
	25
	17,8
	26,7
	55,6

	
	30
	14,4
	35,6
	50,0

	
	35
	10,0
	51,1
	38,9

	3% H2O2
	60
	87,8
	7,8
	4,4

	
	90
	71,1
	13,3
	15,6

	
	120
	45,6
	22,2
	32,2

	
	150
	30,0
	28,9
	41,1

	
	180
	17,8
	51,1
	31,1


Kết quả bảng 1 cho thấy, khử trùng mẫu gừng đen bằng 3% NaClO với thời gian 25 phút cho tỷ lệ mẫu sống, không nhiễm cao nhất, đạt 55,6%.
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho tỷ lệ mẫu cấy vô trùng cao hơn so với nghiên cứu khử trùng các chồi bật từ củ cây gừng đen D. citrea bằng 20% NaClO và 20% H2O2 của nhóm tác giả Phạm Thị Kim Hạnh và cs (2020) với 53% mẫu sống không nhiễm khi sử dụng riêng lẻ chất khử trùng trong 5 phút [1].
3.2. Tái sinh chồi 
Sau 4 tuần, thu mẫu sạch từ thí nghiệm khử trùng, cấy mẫu lên môi trường MS cơ bản có 3,0% saccharose, 0,8% agar, bổ sung BAP hoặc KIN (0,5-2,5 mg/L) để tái sinh chồi. Kết quả cho thấy, bổ sung BAP hoặc KIN ở nồng độ thích hợp có hiệu quả tích cực đến khả năng tái sinh chồi in vitro.
Bảng 2. Ảnh hưởng của chất KTST đến khả năng tái sinh chồi gừng đen sau 8 tuần nuôi cấy
	Chất KTST
	Nồng độ (mg/L) 
	Tỉ lệ tái sinh (%) 
	Số chồi/mẫu
	Hình thái chồi

	
	0,0
	100
	1,22f
	Chồi khoẻ, chưa mở lá

	
	0,5 
	100
	1,63e
	Chồi khoẻ, lá mở ít

	BAP
	1,0 
	100 
	1,92cd
	Chồi khoẻ, lá mở

	
	1,5
	100
	2,46a
	Chồi khoẻ, lá mở

	
	2,0 
	100
	2,10bc
	Chồi khoẻ, lá mở

	
	2,5 
	100
	1,54e
	Lá vảy xốp 

	
	0,5 
	100 
	1,29f
	Chồi khoẻ, chưa mở lá

	
	1,0 
	100
	1,70e
	Chồi khoẻ, chưa mở lá

	KIN
	1,5
	100
	1,96cd
	Chồi khoẻ, lá mở ít

	
	2,0 
	100
	2,27b
	Chồi khoẻ, lá mở ít

	
	2,5 
	100
	1,88d
	Chồi khoẻ, lá mở ít


Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng 1 cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình mẫu với p<0,05 (Duncan’s test)
	Kết quả bảng 2 cho thấy, 100% mẫu sống đều có khả năng bật chồi, hiệu quả của BAP đến khả năng tái sinh chồi tốt hơn KIN; số chồi tái sinh cao nhất ở môi trường bổ sung 1,5 mg/L BAP đạt 2,46 chồi/mẫu; chồi khoẻ, lá mở (Hình 2.a).
	Kết quả này cao hơn so với nghiên cứu của Phạm Thị Kim Hạnh và cs (2020), khả năng tái sinh chồi của loài D. citrea với 50% mẫu tái sinh; 1,8 chồi/mẫu sau 45 ngày nuôi cấy trên môi trường bổ sung 2,0 mg/L BAP [1].
3.3. Nhân chồi
Chồi in vitro (1 cm) riêng lẻ được sử dụng làm nguyên liệu cho quá trình nhân chồi. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của BAP hoặc ảnh hưởng của kết hợp BAP với khoai tây nghiền đến khả năng nhân chồi in vitro được trình bày ở bảng 3.


Bảng 3. Ảnh hưởng của BAP đến khả năng nhân chồi gừng đen sau 8 tuần nuôi cấy
	Nồng độ BAP (mg/L) 
	Số chồi/ mẫu 
	Chiều cao chồi (cm) 
	Hình thái chồi 

	0,0
	1,48e
	1,17e
	Chồi khoẻ, mập, ra rễ

	0,5
	3,02b
	1,75c
	Chồi khoẻ, mập, ra rễ

	1,0
	3,89a
	2,56a
	Chồi khoẻ, lá mở, màu xanh tím, ra rễ

	1,5
	3,17b
	2,38b
	Chồi khoẻ, lá mở, màu xanh tím, ra rễ

	2,0
	2,40c
	1,72c
	Sinh trưởng kém, lá vảy xốp, phiến lá nhạt màu

	2,5
	2,08d
	1,44d
	Sinh trưởng kém, lá vảy xốp, lá đóng


Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng 1 cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình mẫu với p<0,05 (Duncan’s test)
Kết quả bảng 3 cho thấy, bổ sung BAP ở nồng độ 1,0 mg/L cho hiệu quả nhân chồi cao nhất, đạt 3,89 chồi/mẫu; chiều cao trung bình 2,56 cm; chồi khoẻ, lá mở màu xanh tím. Ở các nồng độ thí nghiệm đều nhận thấy có sự hình thành rễ, số lượng 1-2 rễ/chồi, rễ ngắn, màu xanh (Hình 2.b).
Bảng 4. Ảnh hưởng của 1,0 mg/L BAP kết hợp khoai tây nghiền đến khả năng nhân chồi gừng đen sau 8 tuần nuôi cấy
	Nồng độ 
khoai tây nghiền (g/L) 
	Số chồi/mẫu 
	Chiều cao chồi (cm) 
	Hình thái chồi

	0,0
	3,89d
	2,56c
	Chồi khoẻ, lá mở, màu xanh tím

	20
	4,60b
	3,43b
	Chồi khoẻ, mâp, lá mở, màu xanh tím

	40
	5,67a
	3,61a
	Chồi khoẻ, mập, lá mở, màu xanh tím

	60
	4,31c
	3,45b
	Chồi khoẻ, mập, lá mở, màu xanh tím

	80
	3,33e
	2,61c
	Sinh trưởng bình thường, lá mở ít

	100
	3,02f
	2,41d
	Sinh trưởng bình thường, lá đóng


Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng 1 cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình mẫu với p<0,05 (Duncan’s test)
Thành phần của khoai tây luộc tính trên 100 g khối lượng tươi gồm 1,8 g protein; 16,3 g tinh bột; 0,7 g đường; 0,1 g chất béo; 1,2 g chất xơ [11]. Chiết xuất khoai tây (PE) đã được chứng minh là có tác dụng thúc đẩy tích cực sự phát triển của phong lan [4]. 
Kết quả bảng 4 cho thấy, khi bổ sung vào môi trường 20-60 g/L MP, số lượng chồi và chiều cao chồi tăng. Nhưng nếu tiếp tục tăng nồng độ MP, số lượng chồi giảm, có thể là do sự dư thừa các chất dẫn đến sự ức chế nhân chồi và phát triển của chồi in vitro. Kết quả thu được tốt nhất ở môi trường MS bổ sung 1 mg/L BAP kết hợp 40 g/L MP. Chồi khoẻ, mập, lá mở, màu xanh tím, có 2-3 rễ/cụm chồi, chiều dài rễ khoảng 1-2 cm, rễ nhỏ và có màu xanh (Hình 2.c).
3.4. Tạo rễ
Cụm chồi in vitro (cao 2-3 cm) thu được từ các thí nghiệm trên được tách riêng rẽ, cắt bỏ rễ và cấy sang môi trường cảm ứng rễ bổ sung NAA hoặc IBA (0,25-1,25 mg/L). Kết quả khảo sát khả năng tạo rễ của chồi in vitro sau 8 tuần nuôi cấy được trình bày ở bảng 5.
Bảng 5. Ảnh hưởng chất KTST đến sự tạo rễ của chồi in vitro sau 8 tuần nuôi cấy
	Chất KTST
	Nồng độ (mg/L)
	Số rễ/chồi
	Hình thái rễ

	
	ĐC
	1,39f
	Rễ ngắn, mảnh, có rễ phụ

	
	0,25
	2,14d
	Rễ ngắn, mảnh, có rễ phụ

	
	0,50
	2,82b
	Rễ dài, lớn, nhiều rễ phụ

	NAA
	0,75
	2,27cd
	Rễ dài, lớn, nhiều rễ phụ

	
	1,0
	1,89e
	Rễ ngắn, mảnh, có rễ phụ

	
	1,25
	1,54f
	Rễ ngắn, mảnh, có rễ phụ

	
	0,25
	2,41c
	Rễ ngắn, lớn, có rễ phụ

	
	0,50
	3,32a
	Rễ dài, lớn, nhiều rễ phụ

	IBA
	0,75
	2,87b
	Rễ dài, lớn, nhiều rễ phụ

	
	1,00
	2,32cd
	Rễ ngắn, lớn, có rễ phụ

	
	1,25
	1,88e
	Rễ ngắn, mảnh, có rễ phụ


Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng 1 cột chỉ sự sai khác có ý nghĩa thống kê của trung bình mẫu với p<0,05 (Duncan’s test)
Trong quá trình nhân chồi, tất cả các chồi đều ra rễ; tuy nhiên, các rễ này thường ngắn và mảnh. Khi cấy các chồi in vitro vào môi trường có bổ sung chất KTST thuộc nhóm auxin (NAA, IBA), số lượng và chất lượng rễ được cải thiện.
Môi trường bổ sung 0,5 mg/L IBA cho kết quả tạo rễ tốt nhất sau 8 tuần nuôi cấy; với 3,32 rễ/chồi, rễ lớn, dài, có nhiều rễ phụ, cây khoẻ, lá mở, đậm màu (Hình 2.d).
3.5. Chuyển cây ra vườn ươm
 Trên cơ sở  nghiên cứu của Phạm Thị Kim Hạnh và cs. (2020), chúng tôi tiến hành lựa chọn cây in vitro sinh trưởng tốt, rễ dài, lá mở được để trong nhà 3-5 ngày, rồi đưa ra nhà lưới 3-5 ngày để huấn luyện thích nghi [1]. Sau đó, cây được đưa ra khỏi bình nuôi cấy, rửa sạch agar bám vào rễ, cấy vào chậu chứa giá thể đất sạch Tribat (Hình 2.e). 
Cây được trồng trong vườn ươm có mái che và có độ che nắng 70%, tưới phun sương nhẹ để giữ ẩm 2-3 lần/ngày tuỳ thuộc điều kiện thời tiết. Sau 3 tháng (12 tuần), cây đạt chiều cao khoảng 15-20 cm, có 1-2 lá mới, cây khoẻ mạnh, không sâu bệnh (Hình 2.f), tỷ lệ cây sống đạt khoảng 80%.
4. KẾT LUẬN
Kết quả nghiên cứu cho thấy khử trùng mẫu bằng 3% NaClO trong 25 phút cho hiệu quả tốt nhất, tỷ lệ mẫu sạch đạt 55,6% sau 4 tuần nuôi cấy. Môi trường cơ bản MS bổ sung 1,5 mg/L BAP thích hợp để tái sinh chồi gừng đen, đạt 2,46 chồi/mẫu sau 8 tuần nuôi cấy. Môi trường cơ bản MS bổ sung kết hợp 1, 0 mg/L BAP và 40 g/L MP cho kết quả nhân chồi tốt nhất, sau 8 tuần nuôi cấy, số chồi đạt 5,67 chồi/mẫu, chiều cao chồi trung bình đạt 3,61 cm; chồi khoẻ, lá mở, màu xanh tím. Môi trường cơ bản MS bổ sung 0,5 mg/L IBA thích hợp cho chồi in vitro ra rễ, sau 8 tuần nuôi cấy, 100% chồi tạo rễ, số rễ trung bình đạt 3,32 rễ/chồi, rễ dài, nhiều rễ phụ. Cây in vitro được huấn luyện 3-5 ngày ở điều kiện phòng, sau đó đưa ra nhà lưới 3-5 ngày để huấn luyện thích nghi. Cây con được trồng vào giá thể đất sạch Tribat cho tỷ lệ sống khoảng 80%. Sau 3 tháng, cây phát triển tốt, có 1-2 lá mới, chiều cao vút ngọn đạt 15-20 cm.
Lời cảm ơn: Đây là kết quả của đề tài khoa học và công nghệ cấp tỉnh được ngân sách nhà nước tỉnh Thừa Thiên Huế đầu tư, Mã số: …..
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Hình 2. Nhân giống in vitro cây gừng đen (Distichochlamys orlowii K. Larsen & M.F. Newman)
a. Chồi tái sinh trên môi trường MS + 1,5 mg/L BAP sau 8 tuần nuôi cấy
b. Cụm chồi trên môi trường MS + 1,0 mg/L BAP sau 8 tuần nuôi cấy
c. Cụm chồi trên môi trường MS + 1,0 mg/L BAP + 40 g/L MP sau 8 tuần nuôi cấy
d. Cây ra rễ trên môi trường MS + 0,5 mg/L IBA sau 8 tuần nuôi cấy
e. Cây vừa ra ngôi ở vườn ươm		
f. Cây 3 tháng tuổi ở vườn ươm
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STUDY ON IN VITRO PROPAGATION OF DISTICHOCHLAMYS ORLOWII
Truong Hong Ngoc1,2, Ho Anh Chi1, Ho Nhat Quang1, Tran Vu Ngoc Thi1, 
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ABSTRACT

This paper presents the results of in vitro propagation of Distichochlamys orlowii. The material used for culture is a 3-month-old black ginger cuttings originating from Bach Ma National Park. Sterilization of shoot tips (1-2 cm) with NaClO 3% for 25 min showed that the highest clean survival rate reached 55.6% after 4-week culture. The optimal medium for shoot regeneration was MS medium supplemented with 1,5 mg/l BAP, obtained 100% regenerated shoots with the shoots per explant of 2.64 after 8-week culture. The shoot multiplication results demonstrated that the MS medium supplemented with the combination of 1.0 mg/L BAP and 40 g/L mashed potato (MP) was the optimal multiplication medium, obtaining 5.56 shoots per explant and an shoot height of 3.61 cm after 8-week culture. The healthy shoots (height of 3- 4 cm) were transferred to MS medium supplemented with 0.5 mg/L IBA. After 8-week culture, 100% of shoots formed roots and the number of roots per shoot was 3.32 roots/shoot. Three months after transferring in pots, the plantlet survival rate was about 80%, the plants had with 1 -2 new leaves and height of 15-20 cm.
Keywords: Distichochlamys orlowii, in vitro propagation, shoot multiplication, shoot regeneration, plantlets
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