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(57) Giai phéap hiru ich dé cap dén quy trinh phuc hoi kha ning hinh thanh qua thé ¢ nim
Cordyceps militaris dua trén gen gidi tinh, bao gdm céc budc: a) phan 1ap va luu giit bao
tor nam Cordyceps militaris mang don gen gioi tinh MATI-1 hodac MATI-2; va b) nudi tao
qué thé ndm trén co s¢ lai hai loai bao tir nAm Cordyceps militaris mang don gen gioi tinh
MATI-1 hodac MATI-2 v6i nhau. Quy trinh gop phan duy tri 6n dinh ning suét va phuc hoi
kha ning hinh thanh qua thé cho cac chung nam Cordyceps militaris c6 dac tinh quy bi
thodi hoa trong qua trinh san xuat.
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Linh vwe ky thuat dwgc dé cap

Giai phap hitu ich thugc linh vuc cong nghé vi sinh vét, cu thé giai phap hitu ich
@& cap dén quy trinh phuc hdi kha ning hinh thanh qua thé & ndm Cordyceps militaris

dua trén gen gidi tinh.
Tinh trang k§ thuét cia gidi phap hitu ich

Nam duoc liéu Cordyceps militaris tix 1au da duoc biét dén v6i nhitng loi ich to
16m cho stc khoe nhu ngin ngira va kim ham sy phat tridn cua céc té bao ung thu,
khang virut, diéu hoa tim mach, diéu tri bénh than do gidm immunoglobin A, kha ning
chéng oxy héa cao, bdo vé gan, v.v... C6 dugc nhitng cong dung trén la do trong qua
thé nAm Cordyceps militaris c6 chira nhiéu hoat chét nhu cordycepin, pentostatin, axit
amin, polysaccharit, chét chdng oxy héa va ting cudng hé mién dich... Ciing nhd
nhitng 1¢i ich to 16n trén d6i véi stc khoe ma viée nudi trdng nhan tao qua thé ndm
Cordyceps militaris ngdy cang phat trién & nhiéu nudc trén thé giéi nhu Nhat Ban,
Han Qudc, Trung Quéc... O Viét Nam, trong ndm nim gﬁn day, viéc nubi tréng
Cordyceps militaris ngay cang phat trién. Tuy nhién, qué trinh san xut qua thé nim
Cordyceps militaris trong nudc hién nay dang gdp phai tinh trang thoai hoa gibéng

nghiém trong, dan dén giam hodc mét hoan toan kha nang hinh thanh qua thé.

Pa c6 nhidu nghién ctu lién quan dén ndm Cordyceps militaris nhu cac nghién
ctru vé& didu kién nudi trdng qua thé, quy trinh 1én men chim d8 thu sinh kh6i nim
Cordyceps militaris. Cac nghién ctru sdu hon vé& gen & ndm Cordyceps militaris da chi
ra ring c6 su lién quan giita hai gen gi6i tinh MATI-1 va MATI-2 dén kha ning hinh
thanh qua thé & Cordyceps militaris. Nhidu ching gidng c6 chét lwong cao ding trong
nuoi tréng quy md 16n tai Viét Nam dé bi thoai héa chi sau mdt thoi gian dua vao san
xuAt. Thoai héa gidng 1am giam nghiém trong kha ning hinh thanh qua thé & ndm va
gay nhiéu kho6 khdn cho ngudi san xuit. Nghién ctru phét trién giai phap dé phuc hoi
céc ching giéng quy dang luu hanh tai Viét Nam dya trén cong nghé sinh hoc phan tr
gift vai trd quan trong trong viéc thuc déy mé rong nganh tréng ndm dugc liéu

Cordyceps militaris & nudc ta va co thé giup gidm gia thanh san phdm. Tuy nhién cho
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dén nay van chua c6 cong trinh nghién ctru nao vé viée phat trién giai phép hoan chinh
dya trén gen gidi tinh dé phuc hdi cac ching gidng Cordyceps militaris bi thodi hoa.
Ban chét k§ thuit ciia gidi phdp hitu ich

Muc dich cua giai phap hitu ich 1a giai quyét cac vAn d& néu trén. Theo d6, giai
phép hitu ich dé xuét quy trinh phuc hdi kha ning hinh thanh qua thé & ndm Cordyceps

militaris dua trén gen gidi tinh, bao gom céc budc:

a) Phan 14p va luu git cac bao tu ndm Cordyceps militaris mang don gen giGi
tinh MATI-1 hodc MATI-2; va

b) Nudi tao qué thé trén co s& lai hai loai bao tir ndm Cordyceps militaris mang

don gen gi6i tinh MAT1-1 hodc MATI-2 v6i nhau.
M5 ta viin tit cac hinh vé
Hinh 1: MAu qué thé nAm Cordyceps militaris bi thoai hoa
Hinh 2: Dfa phén lap bao tir
Hinh 3: Qua thé nim nuéi trdng v6i cong thire lai t61 uu
Hinh 4: Qua thé nim sau 5 thé hé chy truyén tir bao tir don gen gidi tinh
Hinh 5: Qua thé nim sau 5 thé hé céy truyén tir hé soi ndm,
MO ta chi tiét giai phap hitu ich
Sau day, giai phap hiru ich mo ta chi tiét cac phuong an va vi du thuc hién cu

thé, tuy nhién, cac phuong 4n nay chi nhim muc dich mo ta chi tiét giai phép hitu ich

chtt khong nhim muc dich gi¢i han pham vi yéu cAu bao ho cua giai phap hitu ich.

Cac quy trinh, k¥ thuat pha ché méi trudng, khir tring moi trudng, tich chiét
ADN, k¥ thuat PCR (Polymerase chain reaction - Phan ing chudi polymerase), dién di
san pham PCR, v.v... 12 d& biét trong linh vyc k¥ thuat nay, vi du: phuong phap chy dé
tranh vi sinh vt ngoai lai l1ay nhiém vao méi truong nudi ciy, phuong phap khir tring
moi truong nuodi cy.

Céc thanh phan, héa chét hoic thiét bi st dung trong quy trinh theo sing ché c6
thé tim théy, hoic mua duoc trén thi truong. Céc thiét bi hodc hoa chét ¢ thé mua

duoc, vi du, tir cong ty Difco (Tay Ban Nha), Merck (Puc), Sigma (Hoa Ky) v.v..
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Theo d6, giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh phyc hdi kha ning hinh thanh

qua thé & ndm dugc liéu Cordyceps militaris dwa trén gen gidi tinh bao gdm céc budc:

a) Phan 1ap va luu gilt cac bao tr nédm Cordyceps militaris mang don gen gi6i tinh
MATI-1 hodac MATI-2

Chon mAu quéa thé nim dang bi thoai hoa dua vao s6 lugng qua thé ndm hinh
thanh trén mdi trudng nudi giam nhidu so véi ban d4u khi chua bi thodi hoa.

Chudn bi mdi truong PDA (trong 1 lit) bao gbm:

Glucoza: 20 g

Nude chiét 200 g khoai tay

Thach (agar): 20g

pH: 6,5-7

Nudc cho du 1 lit.

(nuéc chiét khoai tay thu dugc bing cach 14y 200g khoai tay c4t thanh kich
thudc 1emxlem, dun soi trong 1L nuéce cat trong 30 phit, thu phin nuée chiét)

Dung banh kep v trung tach qua thé ndm tr hop nudi ndm va gin 1én nép dia
petri bing bing dinh, phia trén bé mét méi truong PDA. Dia duge 1 4-5 ngay ¢ 25°C
chiéu sang lién tuc bing dén huynh quang v6i cuong d¢ anh sang 250-300 lux, bao tir
nim s& phét tin va roi trén bé mit mdi truong PDA. Mdi bao tir s& phat trién thanh 1
khuén lac. M6i khuln lac niAm duoc tién hanh céy sang 1 dfa m6i trudng PDA riéng
biét nudi trong t6i 4-5 ngay & 25°C, sau d6 chuyén ra chiéu sing 2 ngay 8 tién hanh
thu bao tir va xac dinh gen gidi tinh.

D& x4c dinh gen gi6i tinh cua cac bao tir nay, mot lugng nho bao tir ném tir mdi
dfa duge nudi lc riéng biét trong méi trudng PDB trong 3 ngy & 22-25°C dé thu hé
soi nam.

Mboi truong PDB (trong 1 lit) bao gbm:

Glucoza: 20 g

Nude chiét 200 g khoai tay

pH: 6,5-7

Nudc cho du 1 lit.
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Hé soi ndm s& dugc tich chiét ADN dung cho phéan ung PCR xac dinh gen giéi
tinh v&i cip mdi dic hiéu cho hai gen MATI-1 va MATI-2. Két qua dugc kiém tra
bing phuong phép dién di san phim PCR trén gel agaroza 0,7%.

Phan tmg PCR su dung Master Mix (Promega) v6i téng thé tich 5 pL gdm céc
thanh phén sau:

Master Mix 12,5 ul
Moi xudi 10,2 uL
Mdi nguge : 0,2 uL

Nudc khong cé nucleaza : 1,9 pL
ADN khudn 10,2 uL

Phan tng PCR duoc thyc hién v6i chu trinh nhiét nhu sau: 94°C: 6 phut; 30 chu
ky ctia 94°C: 30 gidy, 58°C: 30 gidy, 72°C: 40 giay; 72°C: 10 phut; 20°C: . Tl Kkét
qua dién di san phém PCR, xac dinh duogc cac bao tr mang don gen gidi tinh tur mdi

dia nuoi cay.

Cé4c bao tir sau khi duoc xac dinh mang don gen gidi tinh MATI-1 hodc MATI-
2 dugc giit riéng biét trong dung dich glycerol 20%, trong cac bng c6 nép day vo trung

va bao quan trong tdi & nhiét do 4-6°C.

b) Nudi tao qua thé trén co s lai hai loai bao tir nim Cordyceps militaris mang don

gen gidi tinh MATI-1 hodc MATI-2 v6inhau

Dich bao tir mang don gen MATI-1 va dich bao tir mang don gen MATI-2 dugc
pha logng téi ndng d6 10 bao t/mL. Hai loai dich bao tir nay duoc phéi tron theo ty
18 1:1. Dich bao tir sau phdi tron duge tién hanh ddng nuéi cdy trong mdi trudng PDB
v6i lugng dich bao tir dua vao 1a 4%, tién hanh nuéi lac 200 vong/phut trong 3 ngdy, &

25°C trong ti.

Dich gibng ndm nuéi lic sau 3 ngay duoc tién hanh ciy sang méi trudong CM1
chia trong hdp nhya trong hinh tru thé tich 650 mL. Hop moi trudong CM1 sau chy
gibng duoc 0t & 25°C trong tbi trong khoang thoi gian tir 5-7 ngay, téi khi hé soi nim
lan kin bé mat méi trudong mét 16p soi ndm méng mau trdng. Sau d6 hop nudi nim

duge chuyén qua giai doan nubi qua thd & didu kién 25°C, d6 4m 80-90%, chiéu sang
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12 gid/ngay bang 4nh séng huynh quang c6 cudng do dnh sang 1a 300-350 lux. Sau 45
ngay nudi, qua thé ndm hinh thanh dat khdi luong tuoi trung binh 36 g/hdp nudi, 227
qua thé/hop nudi va chiéu cao qua thé trung binh dat 8 cm/qua thé.
Mbi trudmg CM1 (ding cho 1 hop nudi hinh try, thé tich 650 mL) bao gom:
Gao lit huyét rong :30 g
Dich dinh dudng  : 80 mL
Dich dinh dudng (1 lit):
Nudc chiét 200 g khoai tay

Glucoza :30g
Pepton lg
MgS04.7H20 2g
KH2PO4 lg
Nhong tim :50g

Nudc cho du 1 lit.
Vi du thyce hién giai phdp hiru ich

Vi du 1: Phin 14p va luu giit bao tit nim Cordyceps militaris mang don gen gidi tinh
MATI-1 hodc MATI-2

Chon mAu qué thé ndm dang bi thodi hoa véi s6 luong qua thé nim hinh thanh
trén moi trudng nuodi gidm nhiéu so v6i ban dAu khi chua bi thoai hoa.

Mbi trudng PDA (trong 1 lit) bao gbm:

Glucoza: 20 g

Nudc chiét 200 g khoai tay

Thach (agar): 20g

pH: 6,5-7

Nudc cho du 1 lit

(nuéc chiét khoai tay thu dugc bing cach 14y 200g khoai tay c4t thanh kich
thuée 1emxlem, dun soi trong 1L nuéce cat trong 30 phit, thu phan nude chiét)

Mbi trudng PDA va dia petri dugc khir tring & 121°C trong thoi gian 20 phut.

Mbi trudong sau khir trung duoc @& nguodi vé 50-60°C va chia vao cac dia petri da khu
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trung. Dung banh kep v6 tring tich qua thé nim tir hop nuodi ndm dang thoai hoa va
gén 1én nip dia petri bang bing dinh, phia trén bé mit méi trudng PDA. Dia duoc U 4-
5 ngay & 25°C chiéu sang lién tuc bang dén huynh quang voi cuong d6 anh sang 250-
300 lux, bao tir nim s& pht tan va roi trén bé mit méi truong PDA. M&i bao ti s& phat
trién thanh 1 khuén lac.

M3i khudn lac ndm duoc tién hanh cAy sang 1 dia moi truong PDA riéng biét
nudi trong t6i 4-5 ngay & 25°C, sau d6 chuyén ra chiéu sing 2 ngdy @& tién hanh thu
bao tir. B4 sung nudc cAt vo tring 1én bé mit dia, dung que cAy v trung dé gat tach
bao tir ra khoi soi nAm. Pit mang loc Miracloth v tring 1én miéng bng ly tam 50 mL
v trung, dung pipet hat dich trén dia va cho dich di qua mang loc dé loai bo soi. Xac
dinh néng do bao tir ctia dich thu dugc bﬁng buéng dém Thoma.

1mL bao t nAm & ndng d6 10° bao ti/mL thu duge tlr mdi dia s& duoc nudi lic
trong 50 mL m6i truong PDB, 15c 200 vong/phut trong 3 ngay & 22 - 25°C. Loc dich
nudi qua mang Miracloth @& thu hé soi, dung gidy thim dé loai hét nudc, chia 0,2 g hé
soi nim vao céc dng ly tim 2 mL v0 trung.

Moi trudng PDB (trong 1 lit) bao gdm:

Glucoza: 20 g

Nude chiét 200 g khoai tay

pH: 6,5-7

Nudce cho du 1 lit.

Hé soi ndm duoc dung cho tach chiét ADN. Sau khi thu 0,2 g s¢i nim vao dng
ly tim 2 mL, gid mAu bing diia thuy tinh v6 tring dén khi hé soi nat va sir dung ngay
cho viéc tach chiét. Bd sung 600 pL dém chiét GX (2,5% SDS; 200 mM Tris-HCI pH
8; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,2% B-mercaptoetanol), vortex déu. U méu ¢ 60°C
trong 30 phut. Sau do, bb sung 300 pL natri axetat 3 M pH 5,2; dao déu dng, ly tam
12000 vong/phut trong 20 phut & 4°C. Chuyén dich nbi sang 6ng ly tim 1,5 mL méi
va bd sung 1 thé tich isopropanol lanh d8 két taa ADN, déo 6ng, ly tam 12000
vong/phit trong 10 phut & 4°C. Thu tia, rira tua trong 700 uL etanol 70%, ly tdm
12000 vong/phut trong 5 phut. Bé dich ndi, thu 14y tia. Lam khd mau bing méy cd
quay SpeedVac. Thém 30 pL TE (Tris-EDTA pH 8) va 3 pL RNaza (10 mg/mL). U
méu & 60°C trong 30 phit. MAu ADN dugc dién di kiém tra trén gel agaroza 0,7% (0,7
g agaroza/100 mL dém TAE 1x) ¢ 90 V trong 30 phut. ADN duogc bao quan ¢ 4°C.
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M3u ADN tach chiét dugc ding cho phan tng PCR x4c nhén gen gidi tinh voi
cap moi dic hiéu cho hai gen MATI-1 va MATI-2. Cap mdi dic hiéu cho gen MATI-1
13 MATI1-1-F: ATGGAACACAGATCGAGCGACAC va MATI-1-R: ATATAC
CTTCGCGATCATTGCCCAG. Cip mdi dic hiéu cho gen MATI-2 la MAT1-2-F:
TGTTTTGTCGCGATGGTTCTGG va MAT1-2-R: CCTCTGGAGGTTCTGCATTC
CA. Phan tmg PCR st dung Master Mix (Promega) voi tdng thé tich 5 pL gém cic
thanh phan sau:

Master Mix :2,5uL
Moi xubdi 20,2 uL
Moi nguoc 10,2 uL

Nuéce khong cé nucleaza @ 1,9 ul
ADN khudn 10,2 pL

Phan tng PCR dugc thuc hién v6i chu trinh nhiét nhu sau: 94°C: 6 phut; 30 chu
ky ctia 94°C: 30 gidy, 58°C: 30 gidy, 72°C: 40 gidy; 72°C: 10 phut; 20°C: . Két qua
duoc kiém tra bang phuong phép dién di san phdm PCR trén gel agaroza 0,7%. Bao tit
ndm mang don gen MATI-1, két qua PCR mAu ADN cua hé soi chi cho 1 bang véi
kich thudc 457 bp. Bao tir nAm mang don gen MATI-2, két qui PCR mAu ADN ctia h¢
soi chi cho 1 bang v&i kich thude 368 bp. Céc bao ti sau khi duoc xac nhin mang don
gen gi6i tinh MATI-1 hodc MATI-2 dugc gifr riéng biét trong dung dich glycerol 20%,
trong cac éng c6 nép dy vo tring va bao quan trong t61 & nhiét d6 4-6°C.

Vi du 2: Nudi tao qua thé trén co so lai hai loai bao tir nidm Cordyceps militaris mang
don gen gi6i tinh MATI-1 hodc MATI-2 v6i nhau

Dich bao tir nim mang don gen MATI-I va dich bao tir nim mang don gen
MATI-2 duoc pha lodng t61 néng d6 10° bao ti/mL. Hai loai dich bao tir nay dugc
phdi tron theo ty 18 1:1. Dich bao tir sau phdi tron duge tién hanh ddng nudi cdy trong
mdi trudng PDB vd6i lugng dich bao tir dua vao 12 4%, tién hanh nudi lc 200
vong/phut trong 3 ngay, ¢ 25°C trong t6i.

Mai trudmg CM1 (dung cho 1 hp nudi hinh try, thé tich 650 mL) bao gdm:

Gao it huyét rong :30 g
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Dich dinh dudng  : 80 mL
Dich dinh dudng (1 lit):
Nudc chiét 200 g khoai tay

Glucoza :30g
Pepton lg
MgS04.7H,0 2g
KH2PO4 1g
Nhong tim :50g

Nudc cho du 1 lit.

Mboi truong CM1 sau khi duge chuén bi nhu cong thic trén, duge tién hanh khur
trung & 121°C trong thoi gian 20 phit va d& nguoi qua dém. M&i hop mdi truong duge
chy 3 mL dich nudi lic bao tir déu khip bé mat mdi truong. Hop mdi truong CMI1 sau
chy gibng duoc G & 25°C trong t6i trong khoang thoi gian tir 5-7 ngay, t6i khi hé sot
nédm lan kin bé mit mdi trudong mot 16p soi nim moéng mau tring. Sau d6 hop nudi
nim duoc chuyén qua giai doan nudi qua thé & didu kién 25°C, do 4m 80-90%, chiéu
sang 12 gio/ngay bang 4nh sang huynh quang c6 cudong d 4nh sang la 300-350 lux.
Sau 45 ngay nudi, qua thd nAm hinh thanh dat khdi lwong twoi trung binh 36 g/hdp
nudi, 227 qua thé/hdp nudi va chiéu cao qué thé trung binh dat 8 cm/qua thé.

Hiéu qua dat dugc ciia gidi phdp hiru ich

Quy trinh theo giai phép hitu ich dat hi€u qua cao trong viéc phuc hdi va duy tri
kha ning hinh thanh qua thé cho nAm Cordyceps militaris bi thoéi héa trong san Xuét.
Viéc Iuu gitt va lai cdc chung nim Cordyceps militaris mang don gen gi6i tinh khac
nhau 12 bién phép don gian va hiéu qua gitp duy tri 4n dinh kha ning hinh thanh qua
thé v&i ning suét cao & nim Cordyceps militaris so voi phuong phép luu giir gibng

bang hé s¢i thong thuong.

Quy trinh theo gii phap hitu ich ¢6 kha nang ép dung trén qui md cong nghiép,
gép phan duy tri 6n dinh ning suit qua thé trong nudi trdng ndm Cordyceps militaris
ddng thoi giup phuc hdi kha ning hinh thanh qua thé cho cac ching nim Cordyceps
militaris ¢6 dic tinh quy bi thoai hoa trong san xuét, gop phan phat trién bén vimg

nganh nudi tréng nam Cordyceps militaris & Viét Nam.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh phuc hoi kha néng hinh thanh qua thé & ndm Cordyceps militaris dua trén

gen giGi tinh, bao gom céc budc:

a) Phan 1ap va luu gilt bao tr ndm Cordyceps militaris mang don gen giéi tinh

MATI-1 hodc MATI-2

- chon mAu qua thé nim dang bi thoéi héa vei sé lugng qua thé ndm hinh thanh

trén mdi truong nudi giam nhiéu so véi ban dau khi chua bi thoai hda;

- tach v6 tring qué thé nim tir hdp nudi nim va gén 1én nip dia petri, phia trén

bé mit moi trudng PDA, c6 thanh phan (trong 1 lit) bao gbm:

Glucoza: 20 g

Nude chiét 200 g khoai tay

Thach: 20g

pH: 6,5-7

Nudc cho du 1 lit.
sau do6 dia dugc U 4-5 ngay ¢ 25°C chiéu sang lién tuc bang dén huynh quang véi
cudng d6 anh sang 250-300 lux, @8 bao tir nAm phat tan va phat trién thanh khuén lac
nim;

- cAy mbi khuén lac nim sang 1 dia moi truong PDA riéng biét, nudi trong t6i
4-5 ngay ¢ 25°C, sau do6 chuyén ra chiéu sang 2 ngay dé thu bao tir;

- nudi lic mot lwong nho bao tir nim tir mdi dia dé x4c dinh gen gi6i tinh trong
méi truomg PDB 3 ngay & 25°C dé thu hé soi ndm, thanh phan méi trudng PDB (trong
1 1it) bao gbdm:

Glucoza: 20 g

Nude chiét 200 g khoai tay

pH: 6,5-7

Nudc cho du 1 lit.

- thuc hién phan g PCR xéc dinh gen gi6i tinh dya trén ADN duoc tach chiét

tir hé soi ndm v6i céc ciip mdi dic hidu cho gen MATI-1 va MATI-2:
MAT1-1-F: ATGGAACACAGATCGAGCGACAC

MAT1-1-R: ATATAC CTTCGCGATCATTGCCCAG

-10-
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MATI1-2-F: TGTTTTGTCGCGATGGTTCTGG

MAT1-2-R: CCTCTGGAGGTTCTGCATTC CA;
dua trén két qua PCR xac dinh dugc cac bao tir ndm Cordyceps militaris tt mdi dia
mang gen gioi tinh khac nhau; céc bao tir mang don gen gi6i tinh MATI-I hodc
MATI-2 dugc giit riéng biét trong dung dich glycerol 20%, trong cac bng c6 ndp day
v6 tring va bao quén trong t6i & nhiét do 4-6°C.

b) Nubi tao qua thé nim trén co s lai hai loai bao tir ndm Cordyceps militaris mang
don gen gi6i tinh MAT1-1 hodc MATI-2 v6i nhau

- pha loang dich bao tir ndm mang don gen MATI-I va dich bao tlr nim mang
don gen MATI-2 t6i né)ng dd 10° bao ti/mL, phéi tron theo ty 1€ 1:1; dich bao tir sau
phéi tron dugc tién hanh ddng nudi cdy trong moi truong PDB véi luong dich bao tir
dua vao 13 4%, nudi lic 200 vong/phut trong 3 ngay, & 25°C trong t6i;

- tién hanh cdy 3 mL dich gibng ndm thu dugc sau nudi lic 3 ngy sang moi
truong CM1 chta trong hdp nhya trong hinh try thé tich 650 mL, mdi trudng CM1
(dung cho 1 hop nuoi hinh try, thé tich 650 mL) bao gom:

Gao it huyétrong :30 g

Dich dinh dudng  : 80 mL
Dich dinh dudng (1 lit) bao gdm:
Nudc chiét 200 g khoai tay

Glucoza :30g
Pepton 1lg
MgS04.7H,0 2g
KH2PO4 lg
Nhong tam :50 g

Nudc cho du 1 lit.
- 0 hop méi truong CM1 sau khi chy gidng & 25°C trong t6i, trong khoang thdi
gian tr 5-7 ngay, t6i khi h¢ soi nAm lan kin bé mat méi truong mét 16p soi nAm mong

mau trang; va
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- nudi tao qua thé trong 45 ngdy & didu kién 25°C, d6 4m 80-90%, chiéu sang

12 gid/ngay bing anh sang huynh quang ¢ cudng d¢ dnh sang 1a 300-350 Tux.
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Hinh 1

Hinh 2
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Hinh 4

Thé hé 1 Thé hé 2 Thé hé 3 Thé hé 4 Théhés

Thé hé 1 ] Thé hé 2 Thé hé 3 & Thé hé 5
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