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Tóm tắt - Khôi nhung (Ardisia silvestris Pit.) là loài cây thuốc có 

giá trị cao. Do đó, nghiên cứu các phương thức nuôi cấy in vitro 

khác nhau nhằm bảo tồn và phát triển bền vững loài cây này là 

cần thiết. Mục tiêu nghiên cứu là thiết lập quy trình nhân giống in 

vitro thông qua phát sinh cơ quan từ mô sẹo dựa vào kết quả khảo 

sát ảnh hưởng của các điều kiện nuôi cấy. Kết quả cho thấy các 

chất điều hòa sinh trưởng TDZ, BAP, NAA, IBA có ảnh hưởng 

tích cực đến mẫu nuôi cấy. Một quy trình nuôi cấy đã được thiết 

lập với các điều kiện như sau: (1) Cảm ứng mô sẹo từ đoạn thân 

non trên môi trường MS cơ bản; (2) tái sinh chồi từ mô sẹo trên 

môi trường với 0,25 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA; (3) nhân nhanh 

chồi với1,0 mg/L BAP; (4) tạo rễ trên môi trường với 0,75 mg/L 

IBA; (5) cây con in vitro có thể được huấn luyện ở điều kiện vườn 

ươm với giá thể là hỗn hợp đất sét: đất cát: bột xơ dừa: phân hoai 

mục (1:1:1:1). 

 Abstract - Ardisia silvestris Pit. is a high-value medicinal plant. 

Therefore, it is necessary to establish various methods in vitro 

culture for conserving and cultivating this species. The present 

research aims to establish an in vitro propagation protocol through 

organogenesis from callus, based on evaluating effects of different 

culture conditions. The results showed that the plant growth 

regulators (TDZ, BAP, NAA, and IBA) had a positive effect on the 

cultured samples. A culture protocol was established under the 

following conditions: (1) Callus induction from young stem 

segments on basic MS medium; (2) Shoot regeneration from callus 

on MS with 0.25 mg/L TDZ + 0.5 mg/L IBA; (3) Shoot 

multiplication on MS with 1.0 mg/L BAP; (4) Root induction on MS 

with 0.75 mg/L IBA; (5) In vitro plantlets can be acclimatized under 

nursery conditions using a substrate mixture of clay soil, sandy soil, 

coconut fiber powder, and decomposed organic fertilizer (1:1:1:1). 

Từ khóa - Khôi nhung; nhân giống in vitro; phát sinh cơ quan từ 

mô sẹo; nuôi cấy in vitro 

 Key words - Ardisia silvestris; in vitro propagation; callus-

mediated organogenesis; in vitro culture 

1. Đặt vấn đề 

Khôi nhung (A. silvestris), còn có các tên gọi khác như 

Khôi tía, Cơm nguội rừng, Đơn tướng quân, là một loài cây 

bụi, thân gỗ, sống lâu năm thuộc chi Ardisia, họ Đơn nem 

(Primulaceae). Loài này được ghi nhận phân bố ở Việt Nam 

và Trung Quốc (Đảo Hải Nam). Ở nước ta, cây phân bố rải 

rác ở các tỉnh như Lào Cai, Lạng Sơn, Quảng Ninh, Vĩnh 

Phúc, Hà Tây, Hòa Bình, Ninh Bình, Thanh Hóa, Nghệ An, 

Quảng Nam, Đà Nẵng [1, 2]. Trong y học cổ truyền, Khôi 

nhung được đánh giá là vị thuốc quý. Các bộ phận của cây, 

thường lá và rễ, được sử dụng để điều trị chứng bệnh đau dạ 

dày do viêm, chống viêm, giảm đau [1]. Nhiều nhóm hợp 

chất có hoạt tính sinh học như alkaloids, flavonoids, 

coumarins, tannins, anthocyanoids, carotenoids, 

proanthocyanidins, saponins và anthraquinones đã được 

phát hiện trong dịch chiết từ lá cây [3]. Hoạt tính kháng oxy 

hóa, kháng khuẩn, chống lõa hóa và bảo vệ tế bào 

keratinocytes ở người cũng đã được quan sát qua các nghiên 

cứu gần đây [4]. Một số sản phẩm nghiên cứu dạng viên nén 

làm từ cao chiết cũng đã cho thấy tác dụng bảo vệ dạ dạy [5]. 

Tuy có vùng phân bố rộng nhưng số lượng cây Khôi nhung 

trong tự nhiên hiện nay vẫn còn hạn chế do khả năng tái sinh 
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thấp vì tác động của việc khai thác quá mức và các điều kiện 

môi trường bất lợi [6]. Nó đã được xếp vào danh mục Sách 

đỏ Việt Nam (2007) với mức độ sẽ nguy cấp và khuyến cáo 

“chỉ khai thác có mức độ hạn chế”. Trước yêu cầu bảo tồn 

và phát triển bền vững loài cây thuốc này, trong những năm 

gần đây đã có một số nghiên cứu tái sinh và nhân giống bằng 

kỹ thuật nuôi cấy mô với những kết quả thành công bước 

đầu [7, 8, 13]. Các nghiên cứu này chủ yếu tái sinh cây in 

vitro thông qua hình thức phát sinh chồi trực tiếp từ mẫu cấy 

ban đầu là đoạn thân mang chồi ngủ. Cụ thể, nghiên cứu của 

Nguyễn Văn Việt và cộng sự đã cho thấy khả năng tái sinh 

và nhân chồi trong môi trường có bổ sung BA và tạo rễ của 

chồi với sự có mặt của NAA và IBA [13]. Sau đó, Đoàn Thị 

Thu Hương và cộng sự [7] và Nguyễn Văn Toàn và cộng sự 

[8] đã thiết lập các điều kiện nuôi cấy ở các mức nồng độ và 

chất điều hòa sinh trưởng khác nhau (ví dụ TDZ) để nâng 

cao hiệu quả nhân chồi, tạo rễ và hoàn thiện quy trình nhân 

giống in vitro [7, 8]. Bên cạnh chồi ngủ, các phôi soma hoặc 

mô sẹo có khả năng phát sinh phôi là những nguồn vật liệu 

có giá trị để tái sinh chồi in vitro nhằm nâng cao hiệu quả 

nhân chồi, được áp dụng thành công ở nhiều loài cây thực 

vật. Tuy nhiên, ở loài Khôi nhung, khả năng nhân giống theo 
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các phương thức tái sinh này vẫn chưa được nghiên cứu đầy 

đủ. Lần đầu tiên, nghiên cứu của Minh và cộng sự đã cho 

thấy, khả năng tái sinh chồi của mô sẹo cảm ứng từ mẫu lá 

Khôi nhung trên môi trường nuôi cấy bổ sung TDZ kết hợp 

với NAA và IAA, nhưng vẫn chưa đánh giá khả năng nhân 

chồi và tạo rễ của chồi tái sinh [9]. Ở một loài khác cùng chi, 

Hua và cộng sự đã thiết lập được quy trình tái sinh và nhân 

chồi thông qua mô sẹo loài A. mamillata với nguồn mẫu ban 

đầu là chồi đỉnh [14]. Những điều này thể hiện tiềm năng 

của phương thức nhân giống thông qua mô sẹo của loài Khôi 

nhung. Do đó, mục tiêu của nghiên cứu này là thiết lập một 

quy trình nhân giống thông qua phương thức tái sinh chồi từ 

mô sẹo với nguồn mẫu là đoạn thân. Quy trình được thiết lập 

dựa vào kết quả nghiên cứu ảnh hưởng các điều kiện nuôi 

cấy, tập trung vào ảnh hưởng của các chất điều hòa sinh 

trưởng (TDZ, BAP, NAA, IBA) ở các bước tái sinh chồi, 

nhân chồi, tạo rễ và huấn luyện cây con. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Vật liệu là phần đoạn thân non, khỏe mạnh có chiều dài 

khoảng 20-30 cm tính từ chồi đỉnh (Hình 1A) được thu thập 

từ các cây Khôi nhung phân bố tại Khu bảo tồn thiên nhiên 

Sơn Trà – Đà Nẵng. Sau khi thu, mẫu được bảo quản cẩn 

thận và vận chuyển về phòng thí nghiệm để xử lý ở bước 

tiếp theo. 

 

Hình 1. Chồi cây Khôi nhung với đoạn thân non (A) và mô sẹo 

cảm ứng từ mẫu đoạn thân (B). Thanh kích thước = 2,0 cm 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Khử trùng mẫu ban đầu và cảm ứng mô sẹo 

Đoạn thân non được cắt thành các đoạn ngắn và rửa 

sạch dưới vòi nước chảy trong 60 phút, sau đó ngâm trong 

dung dịch xà phòng loãng khoảng 25-30 phút và rửa sạch 

lại dưới vòi nước chảy khoảng 15 phút, cắt thành các đoạn 

mẫu ngắn (dài khoảng 5 cm) rồi chuyển vào trong tủ cấy 

vô trùng. Khử trùng đoạn thân bằng ethanol 70% trong  

01 phút; sau đó khử trùng bằng dung dịch NaOCl 5% ở các 

khoảng thời gian 4-10 phút; sau đó mẫu được rửa sạch lại 

bằng nước cất vô trùng 03 lần, cắt lát dày 1 mm và cấy trên 

môi trường MS [10] có bổ sung 30 g/L sucrose và 3 g/L 

agar để cảm ứng mô sẹo. Ảnh hưởng của thời gian xử lý 

đến hiệu quả khử trùng và cảm ứng mô sẹo đã được xác 

định qua các chỉ tiêu: tỷ lệ mẫu sạch, tỷ lệ mẫu cảm ứng 

mô sẹo, thời gian cảm ứng sau 4 tuần nuôi cấy. 

2.2.2. Tái sinh chồi từ mô sẹo 

Mô sẹo cảm ứng từ đoạn thân được tách thành các khối 

có đường kính khoảng 3 mm và nuôi cấy trên môi trường 

MS có bổ sung TDZ (0,1; 0,25; 0,5 và 1,0 mg/L) phối hợp 

với IBA (0,3; 0,5; 0,7 và 1,0 mg/L). Ảnh hưởng của TDZ 

và IBA đến khả năng tái sinh chồi từ mô sẹo được xác định 

thông qua các thông số: thời gian và tỷ lệ mẫu phát sinh 

chồi (%), đặc điểm hình thái của chồi sau 6 tuần nuôi cấy. 

2.2.3. Nhân nhanh chồi in vitro 

Cụm chồi tái sinh từ mô sẹo sau 6 tuần nuôi cấy được 

tách ra thành các mẫu (3 mm) và nuôi cấy trên môi trường 

MS có bổ sung 0,5-2,0 mg/L BAP để nhân nhanh chồi. Ảnh 

hưởng của BAP đến năng nhân nhanh chồi được xác định 

thông qua các chỉ tiêu: số chồi/mẫu, chiều cao chồi, số 

lá/chồi sau 4 tháng nuôi cấy. 

2.2.4. Tạo rễ 

Các chồi tái sinh khỏe có chiều cao từ 3-4 cm, 4-5 lá 

được tách ra từ cụm chồi và nuôi cấy trên môi trường MS 

có bổ sung riêng rẽ IBA (0,1; 0,25; 0,5 và 0,75 mg/L) và 

NAA (0,1; 0,25; 0,5 và 0,75 mg/L để cảm ứng rễ. Ngoài ra, 

chồi cũng được nuôi cấy trên môi trường MS có bổ sung 

than hoạt tính với các mức 0,5; 1,0; 1,5 và 2,0 g/L; và môi 

trường ½ MS và ¼ MS để khảo sát khả năng tạo rễ. Ảnh 

hưởng của IBA, NAA, MS và than hoạt tính đến khả năng 

tạo rễ được đánh giá thông qua các chỉ tiêu: thời gian chồi 

bắt đầu hình thành rễ, tỷ lệ chồi ra rễ, số rễ/chồi, chiều dài 

rễ sau 4 tuần nuôi cấy. 

2.2.5. Huấn luyện thích nghi ở vườn ươm 

Cây hoàn chỉnh sau tạo rễ ở trong bình nuôi cấy được 

cho thích nghi 15 ngày ở vườn ươm, sau đó chuyển sang 

các túi bầu ươm có kích thước (8x12 cm) có có chứa hỗn 

hợp các hỗn hợp cơ chất với tỉ lệ: đất sét:đất cát (3:1); đất 

sét: đất cát (2:1); đất sét: đất cát (1:1); đất sét: đất cát: phân 

chuồng mục (1:1:1); đất sét: đất cát: xơ dừa: phân chuồng 

mục (1:1:1:1). Đất sét sử dụng là loại đất sét thu thập ở Khu 

Bảo tồn thiên nhiên Sơn Trà-Đà Nẵng. Các túi bầu ươm 

được phủ bằng ly nhựa trong suốt có lỗ thông khí trong các 

khoảng thời gian 7-20 ngày để giữ ẩm giai đoạn đầu, sau 

đó loại bỏ khỏi túi bầu ươm. Các bầu ươm được tưới phun 

để giữ ẩm hàng ngày. Ảnh hưởng của giá thể đến khả năng 

thích nghi và sinh trưởng của cây được đánh giá thông qua 

tỷ lệ cây sống, chiều cao chồi, số lá/cây, đặc điểm chồi sau 

03 tháng ươm trồng. Quá trình huấn luyện được thực hiện 

ở điều kiện vườn ươm tại Khu Bảo tồn thiên nhiên Sơn Trà-

Đà Nẵng ở độ cao 150 m so với mặt nước biển, nhiệt độ 

khoảng 25-32oC, độ ẩm không khí 70-80%. 

2.2.6. Chuẩn bị môi trường và điều kiện nuôi cấy in vitro 

Sau khi phối trộn đầy đủ các thành phần dinh dưỡng 

[10] (hóa chất xuất xứ từ Trung Quốc) và chất điều hòa 

sinh trưởng (hóa chất xuất xứ từ Ấn Độ), môi trường nuôi 

cấy được điều chỉnh giá trị pH=5,8 trước khi phân phối vào 

bình nuôi và hấp khử trùng ở điều kiện: 121°C, áp suất  

1,0 atm và 20 phút. Các mẫu sau khi cấy trên môi trường 

được duy trì ở nhiệt độ 25 ± 2°C, chiếu sáng bằng đèn 

huỳnh quang với cường độ 3.000 lux và thời gian chiếu 

sáng 12 giờ/ngày. 

2.2.7. Bố trí thí nghiệm và xử lý số liệu 

Ở mỗi thí nghiệm nuôi cấy in vitro, mỗi nghiệm thức 

bao gồm 10-15 mẫu cấy với 3-5 mẫu/bình nuôi. Mỗi 

nghiệm thức được thực hiện lặp lại 03 lần. Riêng thí 

nghiệm khảo sát khả năng tái sinh chồi từ mô sẹo sử dụng 

A B
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30 mẫu/lần lặp lại. Các giá trị thống kê mô tả (giá trị trung 

bình±độ lệch chuẩn) của các chỉ tiêu quan sát và sự khác 

biệt có ý nghĩa giữa các nghiệm thức (theo phép phân tích 

hậu định Ducan’s test) được thực hiện bằng phần mềm SAS 

với mức ý nghĩa α=0,05. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Ảnh hưởng của thời gian xử lý Javen đến hiệu quả 

khử trùng và khả năg tái sinh chồi 

Xử lý để loại bỏ các vi sinh vật bám ở mẫu vật ban đầu 

là bước quan trọng để tạo nguồn mẫu nuôi cấy vô trùng. Ở 

nghiên cứu này, nhóm tác giả lựa chọn mẫu đoạn thân non 

vì mẫu ít bị tạp nhiễm và khả năng cảm ứng phát sinh mô 

sẹo của phần mô non thường tốt hơn so với các phần khác 

(Hình 1A). Một số nghiên cứu trước đây đã sử dụng Javen 

3% (w/w) hoặc HgCl2 0,1% (w/w) để khử trùng mẫu cấy 

ban đầu [7, 8]. Việc lựa chọn các tác nhân tùy thuộc vào 

tính chất môi trường cây mẹ và loại mẫu sủ dụng. Trong 

nghiên này đã sử dụng Javen 5% với các khoảng thời gian 

xử lý khác nhau. Kết quả cho thấy, khi thời gian xử lý tăng 

dần trong khoảng 4-10 phút thì tỷ lệ mẫu sạch có xu hướng 

tăng lên với tỷ lệ cao nhất (83,33%) ở 10 phút (Bảng 1). 

Bên cạnh đó, thời gian xử lý cũng ảnh hưởng đến khả năng 

tái sinh mô sẹo. Thời gian xử lý 8-10 phút đã cho hiệu quả 

cảm ứng mô sẹo tốt hơn so với các mức còn lại. Như vậy, 

xử lý mẫu bằng Javen 5% trong khoảng 8-10 phút có thể 

giúp đạt được cả mục tiêu khử trùng và tái sinh mô sẹo. 

Hình thái và cấu trúc mô sẹo (màu xanh đậm, các khối cầu 

nhỏ) phát triển trên môi trường nuôi cấy MS cho thấy có 

khả năng phát sinh cơ quan, từ đó hình thành cây hoàn 

chỉnh (Hình 1B). 

Bảng 1. Hiệu quả khử trùng với Javen ở  

các mức thời gian xử lý khác nhau 

Thời gian 

xử lý 

(phút) 

Hiệu quả khử trùng 

Tỷ lệ mẫu không 

nhiễm (%) 

Tỷ lệ mẫu tái 

sinh (%) 

Thời gian cảm 

ứng (ngày) 

4  50,33 46,67 15 

6  60,67 56,67 17 

8  66,67 63,33 20 

10 83,33 60,67 20 

* Giá trị tỷ lệ là trung bình của ba lần lặp lại (n=3). 

3.2. Ảnh hưởng của TDZ và IBA đến khả năng tái sinh 

chồi từ mô sẹo 

Các khối mô sẹo cảm ứng từ đoạn thân (Hình 1B) đã có 

những phản ứng khác nhau khi nuôi trên môi trường MS có 

bổ sung TDZ kết hợp với IBA (Bảng 2). Hầu hết các môi 

trường bổ sung TDZ và IBA các mô sẹo đều có phát sinh 

chồi sau 6 tuần nuôi cấy; tuy nhiên mức độ phát sinh là khác 

nhau giữa các nghiệm thức. Nghiên cứu trước đây cho thấy 

TDZ chỉ thể hiện khả năng cảm ứng chồi khi kết hợp với 

auxin [9]. Kết quả nghiên cứu, chứng tỏ khi kết hợp với một 

mức nồng độ IBA nhất định, nếu tăng nồng độ TDZ từ 0,25 

đến 1,0 mg/L thì tỷ lệ mô sẹo tạo chồi có xu hướng giảm dần 

từ 44,44-55,55% đến 2,22-6,66%. Tỷ lệ tạo chồi cao nhất ở 

nồng độ 0,25 mg/L TDZ và giảm rõ rệt khi nồng độ TDZ từ 

0,5 mg/L trở lên, các chồi hình thành chuyển từ màu xanh 

đậm sang màu hồng nhạt (Bảng 2). Tuy nhiên, ảnh hưởng 

tạo chồi của TDZ chỉ thể hiện khi kết hợp với auxin [9]. Một 

xu hướng tương tự cũng được quan sát khi thay đổi nồng độ 

IBA ở cùng một nồng độ TDZ, tỷ lệ mẫu tạo chồi có xu 

hướng giảm dần khi tăng dần nồng độ IBA trong môi trường 

nuôi cấy. Điển hình ở 0,25 mg/L TDZ, tỷ lệ mẫu tạo chồi 

giảm 55,55% đến 44,44% khi tăng nồng độ IBA từ 0,5 đến 

2,0 mg/L, tuy nhiên mức độ giảm không lớn so với trường 

hợp thay đổi nồng độ TDZ. Điều này cho thấy vai trò quan 

trọng của TDZ trong cảm ứng chồi ở cây Khôi nhung. Vai 

trò của TDZ trong việc cảm ứng chồi cũng đã được khẳng 

định thông qua nghiên cứu của Trần Đức Minh và cộng sự 

với các mô sẹo từ lá; nồng độ 1,0 mg/L TDZ đã được sử 

dụng để cảm ứng chồi từ dòng mô sẹo này [9]. Bên cạnh ảnh 

hưởng riêng lẻ, sự kết hợp TDZ và IBA cũng mang lại tác 

động đáng kể đến cảm ứng chồi từ mô sẹo. Khả năng cảm 

ứng chồi có xu hướng giảm dần (từ 55,55% đến 2,22%) khi 

tăng dần nồng độ TDZ và IBA. Trong đó, mô sẹo thể hiện tỷ 

cảm ứng chồi tốt nhất ở 0,25 mg/L TDZ + 0,5-1,0 mg/L IBA 

(Bảng 2). Mặc dù phân tích thống kê không thể hiện sự khác 

biệt có ý nghĩa giữa môi trường bổ sung 0,25 mg/L TDZ + 

0,5 mg/L IBA và 0,25 mg/L TDZ + 1,0 mg/L IBA nhưng 

với giá trị tỷ lệ cao hơn và trạng thái chồi tái sinh cho thấy 

môi trường đầu tiên có hiệu quả tạo chồi tốt hơn. Các chồi 

hình thành trên các môi trường này có màu xanh đậm, chồi 

khỏe mạnh (Hình 2A). Trong nghiên cứu trước đây, Trần 

Đức Minh và cộng sự đã kết hợp TDZ với IAA hoặc NAA 

ở các nồng độ khác nhau để tạo chồi từ mô sẹo của lá cây 

Khôi nhung, với tỷ lệ cảm ứng tăng cao khi IAA/NAA ở 

mức 0,3-0,5 mg/L [9]. Kết quả nghiên cứu cho thấy, ngoài 

IAA và NAA thì IBA cũng có ảnh hưởng đến khả năng tái 

sinh chồi từ mô sẹo ở loài cây này với mức nồng độ tương 

đương; đồng thời khẳng định vai trò của nóm auxin này đối 

với cảm ứng chồi. Ở loài A. mamillata, 0,2 mg/L NAA cũng 

đã được sử dụng để tăng hiệu quả cảm ứng chồi từ mô sẹo 

khi kết hợp với 0,4 mg/L forchlorfenuron [14]. 

Bảng 2. Ảnh hưởng của TDZ và IBA đến khả năng tái sinh chồi 

từ mô sẹo sau 6 tuần nuôi cấy 

Chất điều hòa sinh trưởng (mg/L) Tỷ lệ mẫu tái 

sinh chồi (%) 

Hình thái 

chồi TDZ IBA 

0,25 

0,5 55,55±3,84a Xanh đậm 

1,0 48,88±5,09ab Xanh đậm 

2,0 44,44±1,92b Xanh nhạt 

0,5 

0,5 11,10±5,09c Xanh nhạt 

1,0 8,88±1,92c Hồng nhạt 

2,0 6,66±3,33cd Hồng nhạt 

1,0 

0,5 4,44±1,93d Hồng nhạt 

1,0 6,66±3,33cd Hồng nhạt 

2,0 2,22±1,92d Hồng nhạt 

* Các chữ cái khác nhau (a, b,…) trong cùng một cột thể hiện sự 

sai khác có ý nghĩa thống kê với giá trị p < 0,05 (n=3).  

3.3. Ảnh hưởng của BAP đến khả năng nhân nhanh chồi 

Việc xác định được môi trường tối ưu để nuôi cấy nhân 

nhanh chồi, làm tăng số lượng chồi/mẫu, đồng thời các chồi 

đều đạt chất lượng tốt trước khi chuyển sang môi trường 

tạo rễ và cây hoàn chỉnh là một yêu cầu cần thiết trong quy 

trình nhân giống in vitro [11]. Căn cứ các nghiên cứu trước 

đây, nhóm tác giả đã sử dụng BAP, một cytokinin điển 

hình, với các mức nồng độ 0,5-2,0 mg/L để đánh giá ảnh 
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hưởng của nó đến khả năng nhân chồi từ các chồi tái sinh. 

Kết quả cho thấy BAP có ảnh hưởng rõ ràng đến khả năng 

nhân chồi với hiệu quả nhân cao nhất ở nồng độ 1,0 mg/L 

(Bảng 3). Các chỉ tiêu theo dõi đều đạt giá trị cao nhất ở 

nồng độ này; tỷ lệ mẫu cảm ứng 91,10%, số chồi/mẫu đạt 

8,2 chồi, chiều cao chồi đạt 5,42 cm, số lá/chồi đạt 8,86 sau 

4 tháng nuôi cấy (Hình 2B). Khi tăng hoặc giảm nồng độ 

BAP thì hiệu quả nhân chồi có xu hướng giảm xuống. Sự 

hình cụm chồi ở điều kiện môi trường có BAP hoặc 

BAP+NAA cũng đã được báo cáo ở một nghiên cứu gần 

đây của Nguyễn Văn Toàn và cộng sự. (2024); với tỷ lệ 

mẫu nhân chồi (89,22%) không khác biệt đáng kể so với 

kết quả nghiên cứu [8]. Ở một nghiên cứu khác, môi trường 

MS có bổ sung kết hợp 1,0 mg/L BAP, 0,3 mg/L kinetin và 

0,1 mg/L NAA đã cho tỷ lệ tái sinh cao hơn (99,31%) từ 

mẫu chồi bên [7]. Sự khác biệt này có thể do khác nhau về 

nguồn mẫu chồi tái sinh ban đầu. 

Bảng 3. Ảnh hưởng của BAP đến khả năng nhân nhanh chồi sau 

4 tháng nuôi cấy 

BAP 

(mg/L) 

Tỷ lệ mẫu 

tạo cụm 

chồi (%) 

Số 

chồi/mẫu 

Chiều cao 

chồi (cm) 
Số lá/chồi 

0,5 64,44 4,80±0,53c 2,15±0,26c 5,42±0,59b 

1,0 91,10 8,20±0,90a 5,42±0,65a 8,68±0,78a 

1,5 88,88 6,40±0,70b 3,84±0,46b 7,45±0,82ab 

2,0 68,88 3,40±0,37d 3,42±0,61b 5,54±0,61b 

* Các chữ cái khác nhau (a, b,…) trong cùng một cột thể hiện sự 

sai khác có ý nghĩa thống kê với giá trị p < 0,05 (n=30-45). 

3.4. Ảnh hưởng của các chất điều hòa sinh trưởng và môi 

trường nuôi cấy đến khả năng tạo rễ 

3.4.1. Ảnh hưởng của NAA và IBA đến khả năng tạo rễ 

Trong giai đoạn nhân chồi, hàm lượng cytokinin 

thường cao hơn so với auxin; tuy nhiên, trong giai đoạn ra 

rễ, việc sử dụng cytokinin trong một số trường hợp là 

không cần thiết, thay vào đó nồng độ auxin cao hơn cần 

được duy trì trong môi trường nuôi cấy. Các auxin có tác 

động thúc đẩy sự sinh trưởng và kéo giãn của tế bào, tăng 

cường các quá trình tổng hợp và trao đổi chất, kích thích 

hình thành rễ [12]. Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả đã 

khảo sát ảnh hưởng của 2 loại auxin (IBA và NAA) ở mức 

nồng độ thấp đến khả năng tạo rễ của chồi cây Khôi nhung.  

Ở điều kiện có IBA, kết quả cho thấy tỷ lệ 100% chồi 

đã cảm ứng rễ sau khoảng 14-15 ngày nuôi cấy trên các 

môi trường khảo sát (Bảng 4). Khi nồng độ IBA tăng từ 0,1 

đến 0,75 mg/L thì khả năng tạo rễ có xu hướng tăng dần. 

Số lượng rễ từ 2,5 đến 3,75 rễ/chồi, chiều dài rễ 1,69-2,22 

cm. Khả năng tạo rễ tốt nhất ở điều kiện 0,5-0,75 mg/L IBA 

với số rễ đạt 3,75 rễ/chồi, chiều dài rễ 2,22 cm sau 4 tuần 

nuôi cấy. Rễ khỏe, có màu trắng xanh, có nhiều rễ phụ, có 

độ bám gốc thân khá tốt (Hình 2C, F). 

Bảng 4. Ảnh hưởng của IBA đến khả năng tạo rễ sau  

4 tuần nuôi cấy 

IBA 

(mg/L) 

Khả năng tạo rễ 

Thời gian 

ra rễ (ngày) 
Số rễ/chồi 

Chiều dài 

rễ (cm) 

Tỷ lệ phát 

sinh rễ (%) 

0,10 14 2,50±0,38b 1,69±0,19b 100 

0,25 15 2,75±0,41b 1,93±0,21b 100 

0,50 15 3,30±0,50ab 2,51±0,28a 100 

0,75 14 3,75±0,56a 2,22±0,24a 100 

*Các chữ cái khác nhau (a, b,…) trong cùng một cột thể hiện sự sai 

khác có ý nghĩa thống kê với giá trị p < 0,05 (n=30-45). 

Ở điều kiện bổ sung NAA, các chồi đã cảm ứng tạo rễ 

sau khoảng 20-30 ngày nuôi cấy với và tỷ lệ cảm ứng 21-

100% sau 04 tuần (Bảng 5). Tương tự IBA, tăng dần nồng 

độ NAA trong môi trường nuôi cấy đã làm tăng hiệu quả 

cảm ứng rễ của chồi, tuy nhiên thời gian tạo rễ dài hơn và 

 

Hình 2. Hình thái của các mẫu nuôi cấy/cây ở các giai đoạn khác nhau. A, Tái sinh chồi từ mô sẹo trên môi trường MS có bổ sung 

0,25 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA; B, Nhân nhanh chồi trên môi trường MS có bổ sung 1,0 mg/L BAP; C-E, Chồi tạo rễ trên môi 

trường MS tương ứng có bổ sung 0,75 mg/L IBA (C), 0,75 mg/L NAA (D) và 1,5 g/L than hoạt tính (E); F, Cây in vitro trước khi vào 

bầu ươm; G, Cây in vitro trồng trong bầu ươm ở giai đoạn huấn luyện ở vườn ươm; H, Cây giống in vitro sau 6 tháng ươm trồng. 

Thanh kích thước = 1,0 cm 

A B C D

E F G H
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tỷ lệ tạo rễ thấp hơn so với IBA (Bảng 4; Bảng 5). Trong 

đó, khả năng tạo rễ tốt nhất ở điều kiện bổ sung 0,75 mg/L 

NAA với thời gian cảm ứng là 20 ngày; tỷ lệ mẫu cảm ứng 

100%, hình thành 4,85 rễ/chồi, chiều dài rễ 2,58 cm sau 4 

tuần nuôi cấy. Ở điều kiện này, rễ phình to, có màu trắng 

xanh, ít rễ phụ, rễ dễ đứt gãy, độ bám vào thân không chắc 

chắn (Hình 2D). Trong số các auxin, NAA là chất tổng hợp 

có hoạt tính mạnh so với IBA/IAA. Sự có mặt có của nó 

trong môi trường ở nồng độ cao có thể gây ra một số hiệu 

ứng khác thay vì kích thích sự kéo dài tế bào bình thường 

để tạo rễ, ví dụ như cảm ứng phân chia tế bào bất thường, 

gây ức chế lignin hóa, tăng hấp thu nước,… dẫn đến làm 

cho đường kính rễ tăng, giòn và dễ đứt gãy (hiện tượng 

thủy tính hóa). Hiện tượng tương tự đã được quan sát bởi 

Cui và cộng sự khi nuôi cấy tạo rễ cây Broussonetia 

papyrifera với nồng độ NAA lớn hơn 0,8 mg/L [15]. 

Bảng 5. Ảnh hưởng của NAA đến  

khả năng tạo rễ sau 4 tuần nuôi cấy 

NAA 

(mg/L) 

Khả năng tạo rễ in vitro 

Thời gian 

bắt đầu ra rễ 

(ngày) 

Số rễ/chồi 
Chiều dài 

rễ (cm) 

Tỷ lệ phát 

sinh rễ 

(%) 

0,10 30 0,25±0,04d 0,24±0,03c 21 

0,25 20 1,65±0,25c 0,85±0,10b 75 

0,50 20 3,85±0,58ab 2,37±0,26a 100 

0,75 20 4,85±0,73a 2,58±0,28a 100 

* Các chữ cái khác nhau (a, b,…) trong cùng một cột thể hiện sự 

sai khác có ý nghĩa thống kê với giá trị p < 0,05 (n=30-45). 

Sự hình thành rễ của chồi trên môi trường IBA và NAA 

cho thấy vai trò thúc đẩy của các auxin này đối với quá 

trình tạo rễ của cây Khôi nhung. Tuy nhiên, ở cùng một 

nồng độ thì IBA có xu hướng kích thích tạo rễ sớm hơn so 

với NAA, trong khi đó, số rễ/chồi ở môi trường NAA cao 

hơn so với IBA (Bảng 4; Bảng 5). Căn cứ vào thời gian 

cảm ứng và chiều dài rễ thì môi trường có bổ sung 0,75 

mg/L IBA cho hiệu quả cảm ứng rễ tốt hơn so với NAA. 

Đoàn Thị Thu Hương và cộng sự. (2019) cũng đã báo cáo 

về hiệu quả tạo rễ của IBA ở nồng độ 0,5 mg/L, với tỷ lệ 

chồi tạo rễ đạt 83,17%, số rễ/chồi đạt 3,53 rễ [7]. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy, khả năng tạo rễ có thể được tăng lên 

khi tăng nồng độ IBA ở mức 0,75 mg/L. 

3.4.2. Ảnh hưởng của than hoạt tính và môi trường MS đến 

khả năng tạo rễ 

Than hoạt tính thường được bổ sung vào môi trường 

nuôi cấy để làm môi trường tối hơn; hấp phụ các chất 

không mong muốn hoặc các chất bất lợi trong môi trường; 

qua đó thúc đẩy sự sinh trưởng và phát triển của mô cấy. 

Trong nghiên cứu này, đã khảo sát ảnh hưởng của than hoạt 

tính ở nồng độ 0,5-2,0 mg/L đến hiệu quả cảm ứng rễ in 

vitro. Kết quả cho thấy, việc bổ sung than hoạt tính vào môi 

trường nuôi cấy đã ảnh hưởng tích cực đến quá trình hình 

thành rễ. Tỷ lệ chồi cảm ứng rễ đạt 100% với với số rễ/chồi 

đạt 3,50 rễ (Bảng 6) sau 12 ngày nuôi cấy trên môi trường 

bổ sung 2,0 g/L than hoạt tính. Rễ hình thành chắc khỏe, 

có màu trắng, có nhiều rễ phụ ngắn, có khả năng sinh 

trưởng tốt (Hình 2E). 

Bên cạnh than hoạt tính, các khoáng chất là thành phần 

dinh dưỡng quan trọng của môi trường nuôi cấy. Môi trường 

MS được phân loại là môi trường giàu dinh dưỡng cho nuôi 

cấy in vitro. Tuy nhiên, việc giảm hàm lượng dinh dưỡng 

khoáng này trong môi trường nuôi cấy nhưng vẫn duy trì 

hoặc tạo ra được hiệu quả tạo rễ tốt hơn là điều cần thiết vì 

nó sẽ mang lại hiệu quả kinh tế cho các quy trình nhân giống 

ứng dụng thực tiễn. Trong nghiên cứu này, đã so sánh hiệu 

quả tạo rễ giữa các mỗi trường MS, ½ MS, ¼ MS. Kết quả 

cho thấy, khi giảm MS ở mức ½ MS thì hiệu quả tạo rễ tốt 

hơn so với MS đầy đủ. Thời gian bắt đầu cảm ứng là 10 ngày, 

với tỷ lệ chồi tạo rễ đạt 100% với số rễ/chồi đạt đạt 3,37 rễ, 

chiều dài rễ 4,73 cm (Bảng 7). Kết quả tương tự cũng được 

báo cáo trong một nghiên cứu gần đây bởi Nguyễn Văn Toàn 

và cộng sự [8]. Từ hiệu quả tạo rễ của chồi in vitro trên các 

môi trường bổ sung than hoạt tính và giảm hàm lượng 

khoáng MS (Bảng 6; Bảng 7), cho thấy việc sử dụng các điều 

kiện này kết hợp với nồng độ 0,75 mg/L mg/L IBA (Bảng 5) 

có thể sẽ tạo ra điều kiện môi trường thích hợp mang lại hiệu 

quả tạo rễ cao hơn. 

Bảng 6. Ảnh hưởng của than hoạt tính đến  

khả năng tạo rễ sau 4 tuần nuôi cấy.  

Than 

hoạt tính 

(g/L) 

Khả năng tạo rễ in vitro 

Thời gian ra 

rễ (ngày) 
Số rễ/chồi 

Thời gian ra 

rễ (ngày) 

Tỷ lệ phát 

sinh rễ (%) 

0,5 12 2,89±0,32c 2,05±0,23b 100 

1,0 12 2,25±0,25b 2,25±0,25b 100 

1,5 12 3,35±0,37a 2,95±0,32ab 100 

2,0 12 3,50±0,39a 3,35±0,37a 100 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau (a, b,…) trong cùng một cột thể hiện 

sự sai khác có ý nghĩa thống kê với giá trị p < 0,05 (n=30-45). 

Bảng 7. Ảnh hưởng của dinh dưỡng MS đến  

khả năng tạo rễ sau 4 tuần nuôi cấy 

Môi 

trường 

MS 

Khả năng tạo rễ in vitro 

Thời gian ra 

rễ (ngày) 
Số rễ/chồi 

Chiều dài 

rễ (cm) 

Tỷ lệ phát 

sinh rễ (%) 

MS 10 2,91±0,44b 4,33±0,39ab 100 

½ MS 10 3,37±0,50a 4,73±0,23a 100 

¼ MS 12 2,60±0,39b 4,09±0,37b 100 

* Các chữ cái khác nhau (a, b,…) trong cùng một cột thể hiện sự 

sai khác có ý nghĩa thống kê với giá trị p < 0,05 (n=30-45). 

3.5. Ảnh hưởng của giá thể đến khả năng thích nghi và 

sinh trưởng của cây in vitro 

Huấn luyện cây ở điều kiện vườn ươm phù hợp là giai 

đoạn quan trọng để đảm bảo tỷ lệ cây sống và khả năng 

sinh trưởng về sau của cây. Ở giai đoạn ra bầu, cây in vitro 

rất dễ bị mất nước và nhạy cảm trước điều kiện môi trường 

bên ngoài. Do đó, ngoài việc duy trì độ ẩm, nhiệt độ ở mức 

thích hợp thì giá thể ươm trồng là một trong những yếu tố 

quan trọng ảnh hưởng đến thích nghi và khả năng sinh 

trưởng thành cây giống. Do đó, giá thể được lựa chọn vừa 

là nơi cung cấp dinh dưỡng, duy trì độ ẩm vừa là môi 

trường có cấu trúc phù hợp để hệ rễ có thể thích nghi. Trong 

nghiên cứu này, đã sử dụng các hỗn hợp giá thể khác nhau 

dựa trên hai thành phần chính là đất sét và đất cát để huấn 

luyện cây. Kết quả cho thấy, các loại giá thể sử dụng đã 

ảnh hưởng đến thích nghi của cây (Bảng 8). 
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Bảng 8. Ảnh hưởng của giá thể đến khả năng thích nghi và  

sinh trưởng của cây in vitro sau 6 tháng ở điều kiện vườn ươm 

Giá thể  

Tỷ lệ cây 

sống sót 

(%) 

Khả năng sinh trưởng của cây in vitro 

Chiều cao 

chồi (cm) 
Số lá/chồi 

Tình trạng 

thể chồi 

Đất sét: đất cát 

(3:1) 
60,25 8,06±0,48c 4,01±0,20c Sinh trưởng 

chậm 

Đất sét: đất cát 

(2:1) 
62,50 8,62±0,51bc 4,98±0,45b Sinh trưởng 

khá 

Đất sét: đất cát 

(1:1) 
85,33 9,56±0,57b 5,06±0,46b Sinh trưởng 

khá 

Đất sét: đất cát: 

phân chuồng hoai 

mục (1:1:1) 

90,75 9,23±0,55b 6,56±0,60a Sinh trưởng 

tốt  

Đất sét: đất cát: 

bột xơ dừa: phân 

hoai mục (1:1:1:1) 

93,50 12,72±0,76a 6,53±0,59a Sinh trưởng 

tốt 

* Các chữ cái khác nhau (a, b,…) trong cùng một cột thể hiện sự 

sai khác có ý nghĩa thống kê với giá trị p < 0,05 (n=30-45). 

Trên các cơ chất chỉ có phối hợp giữa đất sét và đất cát 

theo tỉ lệ giảm sét đến cần bằng tỷ lệ sét và cát (từ tỷ lệ 3:1 

đến 1:1), khả năng sống của cây tăng dần từ 60,25 đến 

62,5% sau 4 tuần ươm trồng. Khi giảm tỷ lệ đất sét và cát 

bằng việc bổ sung phân chuồng hoặc phân chuồng kết hợp 

với mụn dừa thì tỷ lệ sống có xu hướng cao hơn, từ 90,75 

đến 93,5%. Cây con in vitro khi được trồng trên cơ chất đất 

sét: đất cát: bột xơ dừa: phân hoai mục (1:1:1:1) cho thấy 

khả năng thích nghi tốt với tỷ lệ sống sót cao nhất (93,5%) 

(Hình 2F). Những cây sống vẫn tiếp tục sinh trưởng ở các 

điều kiện khảo sát với khả năng sinh trưởng theo một xu 

hướng tương tự. Các chỉ tiêu phản ánh sinh trưởng như số 

lá/chồi, chiều cao chồi đạt giá trị cao nhất ở hỗn hợp cơ 

chất đất sét: đất cát: bột xơ dừa: phân hoai mục (1:1:1:1) 

(Hình 2H). Cây có dấu hiệu sinh trưởng tốt, lá xanh có 

nhung tía như lá cây ở ngoài tự nhiên. Ngoài giá thể ở trên, 

một hỗn hợp giá thể khác gồm 50% đất tầng B + 50% đất 

cát vàng cũng có thể sử dụng để ươm cây [7].  

4. Kết luận  

Từ kết quả nghiên cứu cho thấy, các yếu tố khảo sát đã có 

ảnh hưởng theo những cách khác nhau, phụ thuộc vào nồng 

độ, đến các giai đoạn cảm ứng mô sẹo, nhân chồi, tạo rễ và 

thích nghi của cây in vitro. Với nguồn mẫu ban đầu là đoạn 

thân non, những cây giống in vitro có thể được tạo ra theo 

phương thức phát sinh cơ quan từ mô sẹo. Căn cứ vào điều 

kiện tốt nhất ở mỗi giai đoạn, một quy trình nhân giống in vitro 

được thiết lập với các thông số điều kiện nuôi cấy như sau: 

- Mẫu đoạn thân non được lựa chọn làm mẫu cấy ban đầu; 

- Khử trùng mẫu bằng dung dịch Javen 5% trong 10 

phút và cảm ứng mô sẹo trên môi trường MS; 

- Tái sinh chồi từ mô sẹo trên môi trường MS có bổ 

sung 0,25 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA; 

- Nhân nhanh chồi in vitro trên môi trường MS có bổ 

sung 1,0 mg/L BAP; 

- Tạo rễ trên môi trường MS có bổ sung 0,75 mg/L IBA; 

 

- Cây con in vitro có thể được huấn luyện ở điều kiện 

vườn ươm với giá thể là hỗn hợp đất sét: đất cát: bột xơ 

dừa: phân hoai mục (1:1:1:1). 

Quy trình nhân giống in vitro được thiết lập có thể ứng 

dụng để tạo nguồn giống in vitro đảm bảo chất lượng. 

Lời cảm ơn: Tác giả chân thành cảm ơn sự tài trợ kinh phí 

thực hiện nghiên cứu này từ nhiệm vụ NCKH cấp Thành 

phố Đà Nẵng năm 2021 với tên đề tài “Nghiên cứu bảo tồn 

và phát triển nguồn gen cây Khôi nhung (Ardisia silvestris 

Pit.) tại Khu bảo tồn thiên nhiên Sơn Trà, Tp. Đà Nẵng”. 
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