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TOM TAT

Nghién ctu nay nhdm x4c dinh moi treong nhan giong phu hgp cho chung ndm
dwoc liéu Cordyceps cicadae (C. cicadae) voi ky hiéu Cordy-NH4 va danh gia kha nang
phat trién trén vat chu trong diéu kién nudi trong nhan tao. Thi nghiém dwgc bé tri
hoan toan ngau nhién véi bon cong thirc mdi treong & hai giai doan nhan gidng: cap
1 (moi treong thach) va cap 2 (moi treong 1ong). Két qua cho thady moi truong SDAY
1a phit hop cho ca hai giai doan nhan gidng. O giai doan nhén giéng cdp 1, duong
kinh trung binh tan ndm dat 23,27 + 0,37 mm sau 8 ngay nudi cay. O giai doan nhan
giong cdp 2, sinh khdi kho dat ceee dai 10,11 + 0,02 mg/mL sau 5 ngay nudi cdy ¢ diéu
kién 1ac véi t6c do 125 vong/phit, nhiét d6 21 °C va trong mdi trwong t&i. Thir
nghiém nuoi cdy trén vat cht nhong tam va sau chit cho thdy qua thé nam xuét hién
sau 9 — 10 ngay, véi chiéu dai trung binh dat trong khoang 29,78 — 35,89 mm sau 45
ngay. Két qua nghién ctru xac dinh moi treong SDAY phu hop cho giai doan nhan
giong cua chung Cordy-NH4, dong thoi cho thay ngudn gidng tao thanh c¢6 kha nang
phét trién va hinh thanh qua thé trén vat chu trong diéu kién nudi trong nhan tao,
qua d6 cung cap co sé khoa hoc cho cac nghién ctu tiép theo nham hoan thién quy

trinh san xuat gidng va nudi trong C. cicadae ¢ Viét Nam.

Tw khéa: Cordyceps cicadae, mdi treong nudi cdy, nhan gidng cdp 1, nhan giong cap

2, nhong tam, sau chit.
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1. MO PAU

Cordyceps cicadae 1la mot loai ndm ky sinh con trung thudc ho Clavicipitaceae, cd
gia tri duoc liéu cao va duogc stt dung lau doi trong y hoc ¢6 truyén chau A [1]. Trong tw
nhién, loai ndm nay ky sinh cht yéu trén au trung ve sau, hinh thanh qua thé tit co thé
vat chu trong diéu kién nhiét d6 thap (khoang 18 — 24 °C) va d6 am cao. Vung phéan bd
cua C. cicadae tap trung cha yéu & cac khu vyc nhiét déi va can nhiét d6i, dac biét tai
Trung Qudc, Nhat Ban, Han Qudc va mot sd qudc gia Pong Nam A. Tai Viét Nam, loai
ndm nay da duwoc ghi nhan & mot s& khu vuce riing nti phia Bac va mién Trung, cho thay
tiém nang khai thac va phat trién nguén duoc liéu ban dia [2, 3].

Céc nghién ctru gan day cho thay ndm C. cicadae c6 chira nhiéu hop chat c6 hoat
tinh sinh hoc nhw nucleoside, polysaccharide, sterol, cyclopeptide, amino acid, cac loai
vitamin, ¢é tac dung khang khudn, khang viém, chéng oxy hoa, diéu hoa dwong huyét,
diéu hoa mién dich, bao vé than kinh, chdng ung thu va trc ché€ cac khdi u tiém nang [1,
4-6]. Tuy nhién, cac hoat tinh nay dugc ghi nhan ¢ nhitng mitc dd bang chiing khéc
nhau, chu yéu thong qua cac nghién cttu in vitro va mo hinh déng vat. B6i véi chung C.
cicadae Cordy-NH4, nghién cttu trudc day ctia nhom tac gia da budc dau ghi nhan tiém
nang chong tiéu duong théng qua kha nang tic ché hai enzyme a-amylase va a-
glucosidase trong mo hinh in vitro, két hop v6i mo phong tinh toan in silico [7]. Mat khac,
viéc khai thac ndm C. cicadae tlr tu nhién thuong rat kho khan, boi san lugng thap, kho
bao toan dugc dudng chat trong ndm duoc liéu va tiém an nguy co can kiét nguon tai
nguyén. Do d6, nham dap ting nhu cau st dung va giam ap luc tir khai thac te nhién,
viéc nghién cttu t6i vu moi treong nhan giong loai ndm C. cicadae tir ngudn gidng phan
lap trong tu nhién la can thiét, c6 y nghia khoa hoc va thuc tién trong viéc tao ngudn
nguyén liéu chat lvgng phuc vu nganh cong nghiép thuc pham va duoc pham. Mot s&
nghién cttu da khao sat diéu kién nudi trong va sinh trueong cua C. cicadae. Tengfei Liu
va cdng su (2018) phan 1ap thanh cong loai nAm nay tir mau tw nhién va nuoi cay trén
nhong budm Tussah, cho hinh thanh qua thé sau khoang 21 ngay trong diéu kién chiéu
sang va do dm thich hop [8]. Kuanbo Liu va cdng su (2019) xac dinh nhiét d¢ t6i uu cho
sinh truong hé soi la 25 °C va sy hinh thanh qua thé thuén loi ¢ 20 °C dwéi anh sang
xanh lam, xanh luc hogc trang [9]. Ngoai ra, mdt s nghién ctru gan day ciing tap trung
t6i ru héa diéu kién nudi cdy nham nang cao ham lwong cac hop chat hoat tinh sinh hoc
nhuw cordycepic acid va polysaccharide [10, 11]. Nam 2017, Dwong Nghia Binh va cong
s da nuoi trong thanh cong chung Cordyceps cicadae BG01 c6 nguodn goc ty nhién tai Luc
Ngan (Béc Giang), xac dinh diéu kién t6i wu cho hinh thanh qua thé trén moi treong ban
ran MT2 (gao ltt, bot nhong tim va moi treong dinh dudng) va ghi nhan ham luong
adenosine va cordycepin trong qua thé lan lwot dat 3,23 mg/g va 2,72 mg/g sau 50 ngay
nudi [2]; tuy nhién, ngoai cong trinh nay, hau nhw chua c¢6 nghién ctru nao khac tai Viét
Nam tap trung vao loai C. cicadae.
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Maic du nhiéu nghién ctru da budc dau ghi nhan tiém nang nudi tréng va gia tri
sinh hoc ctia C. cicadae, cac nghién ctru hién nay van chu yéu tap trung vao khao sat mot
s0 diéu kién nudi cdy ¢ quy mo phong thi nghiém va chwa dwgce nghién ctu mot cach hé
thong. So véi loai C. militaris, loai C. cicadae van con thiéu cac dit liéu day du vé ki thuat
nhan giéng, diéu kién nudi trong nhan tao ciing nhu kha nang sinh trueong va phat trién
trong cac moi treong nudi cay khac nhau. Nhitng han ché nay da phan nao anh hudng
dén viéc khai thac va phét trién nguon nam duoc liéu tiém nang nay trong thuec tién. O
Viét Nam, cac nghién ctu vé Cordyceps cicadae con han ché€, ddc biét chuwa c6 cong bd vé
khao sat va lya chon moéi truong nhan giong phu hop ddi véi cac ching phan lap trong
nudc.

Khéc véi nghién ctru ctia Duwong Nghia Binh va cong su (2017) cha yéu tap trung
xéc dinh diéu kién hinh thanh qua thé trén moi treong ban ran, nghién ctru nay tap trung
danh gia anh huong cua cac mdi truong nhan giong ¢ hai giai doan nhan giong cap 1 va
cap 2 d6i véi su sinh truong cua chung C. cicadae Cordy-NH4 [2]. Trén co sé d6, nghién
ctu tién hanh khao sat kha nang sinh trwong cua C. cicadae trén cac mdi treong nudi cay
khéc nhau va thtr nghiém nu6i trong trén vat chti nhong tam, sau chit nham danh gia
kha nang hinh thanh qua thé trong diéu kién nhan tao.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu nghién ctitu

Chiang ndm duwoc liéu C. cicadae Cordy-NH4 (https://www.ncbinlm.nih.gov/
nuccore/OP764012.1) dwoc cung cdp boi Vién Nghién cttu va Ung dung Khoa hoc Cong
nghé, truong Dai hoc Khoa hoc, Dai hoc Hué. Chiing ndm thuan dwgc cdy chuyén va
nudi trén moi treong PDA thach dia ¢ 25 °C dé tién hanh thi nghiém.

Moi treong nudi cdy: PDA, khoai tay, D-glucose, sucrose, peptone, cao ndm men,
KH:POs, K2HPOs, NaNOs, MgSO4.7H20, KCl, FeSOs, agar.

Vat chu ky sinh: Nhong tam (du tring loai Bombyx mori), sau chit (du trung loai
Brihaspa atrostigmella).

2.2. Phuong phap nghién cttu
2.2.1. Nghién cttu moi treong nhan giong cap 1

Chudin bj méi trwong thi nghi¢m: Thi nghiém dwoc bd tri hoan toan ngau nhién, 13p
lai ba lan, gobm bon cong thirc moi treong thi nghiém thach dia nhu sau:

CT1: Moi truong Czapek (30 g/L sucrose; 3 g/L NaNOs; 1 g/l KeHPOs; 0,5 g/L
MgS0..7H:0; 0,5 g/L KCI; 0,1 g/L FeSOs; 20 g/L agar).

CT2: Moi treong PDA (200 g/L Khoai tay; 20 g/L D-glucose; 20 g/L agar).
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CT3: Mdi treong MCM (20 g/L D-glucose; 2 g/L peptone; 2 g/L cao ndm men; 1 g/L
KoHPOg; 0,5 g/L MgSO4.7H20; 0,5 g/L KH2PO4; 20 g/L agar).

CT4: Moi truong SDAY (20 g/L D-glucose; 5 g/L peptone; 5 g/L cao ndm men; 20
g/L agar).

Bon méi truong Czapek, PDA, MCM va SDAY dugc lwa chon vi day la cadc moi
treong nudi cdy pho bién trong nghién ctu ndm sgi va ndm ky sinh con trung, c6 thanh
phan dinh dudng khac nhau vé ngu6n carbon, nguén nito va cac chat khoang, phtu hop
dé€ danh gia kha nang sinh treong ctia Cordyceps cicadae.

Moi truong duoc phdi tron theo cong thikc, pH clia cdc mdi tredong nam trong
khoang 5,6-6,5 pht hop vdi su sinh truong va phat trién cua vi sinh vat, ddc biét la ndm
soi. Méi treong sau khi pha ché€ dwgce hdp khir trung ¢ 121 °C trong 20 phut, sau d6 do
ra dia Petri duong kinh 90 mm, mdi dia chita khoang 25 mL méi truong va dé ngudi tu
nhién. M6i nghiém thitc gom 03 dia Petri twong tmg véi 03 [an 1ap ddc 1ap; mdi dia Petri
duoc xem la mot don vi thi nghiém.

Ky thudt nhin giong cdp 1: Tk khuan lac giong thuan 7 ngay tudi, dung que cdy vo
trung 1dy 1 mang thach chita hé sgi ndm c6 kich thwdc 5 x 5 mm, dat lén bé madt moi
treong thach dia. U dia trong diéu kién t6i va ¢ nhiét d6 21 °C va tién hanh danh gia su
sinh trudng, theo doi phat trién cua hé soi ndm sau 2, 4, 6, 8 ngay.

Chi tiéu theo doi va ddnh gid: dua trén dédc diém ctia hé sgi ndm va duong kinh caa
tan ndm sau thoi gian nudi cdy twong tng. Duong kinh tan ndm dwoc xac dinh bang
cach do theo hai phwong vudng gdc di qua tdm manh cdy, sau d6 1ay gia tri trung binh:

Puong kinh tan ndm (mm)=D-d (1)

Trong d6: D (mm) la duong kinh tan ndm sau cac mdc thoi gian nudi cdy; d (mm)
la kich thudc cia mang ndm cdy ban dau (5 mm).

2.2.2. Nghién ctru moi treong nhan giong cap 2

Chuén bj méi trwong thi nghiém: Thi nghiém cling duoc b tri hoan toan ngau nhién,
lap lai ba Ian, gom bodn cong thirc moi treong thi nghiém dang long nhu sau:

CT1: Méi treong Czapek long (30 g/L sucrose; 3 g/ NaNOs; 1 g/L K2HPO4; 0,5 g/L
MgS04.7H:0; 0,5 g/L KCI; 0,1 g/L FeSOs).

CT2: Moi treong PDB (200 g/L Khoai tay; 20 g/L D-glucose).

CT3: Méi truong MCM long (20 g/L D-glucose; 2 g/L peptone; 2 g/L cao ndm men;
1 g/L KaHPOq; 0,5 g/L MgSO4.7H20; 0,5 g/L KH2POs).

CT4: Méi treong SDAY long (20 g/L D-glucose; 5 g/L peptone; 5 g/L cao ndm men).
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Mboi truong duoc phdi tron déu theo cong thitc va dong vao binh tam giac dung
tich 500 mL, mdi binh chita 250 mL mbi treong thi nghiém. Day nat bong va tién hanh
hap khtr trung & 121 °C trong 20 phut, sau d6 d€ ngudi tw nhién.

Kij thudt nhin giong cdp 2: Dung que cay vo trung ldy 1 manh thach chita hé sgi nam
tir dia gidng ndm thuéan cdp 1 (7 ngay tuoi) co kich thudc 1 x 1 em, cho vao binh tam giac
chita méi treong thi nghiém da khtr tring. Nubi cdy lac véi tc do 125 vong/phtt trong
diéu kién tdi va ¢ nhiét d¢ 21 °C va tién hanh theo ddi va danh gia su sinh treong, phat
trién cua hé sgi ndm sau 2, 3, 4, 5, 6, 7 ngay. Thi nghiém duoc bo tri hoan toan ngéu nhién
v6i 03 Tan 1dp cho moi nghiém thikc. D& danh gia sinh khdi theo ting thoi diém, tai moi
mdc thu mau (2,3,4,5,6va7 ngay) st dung mot bo binh nuoi cay doc lap, moi bo gom
day dt bon nghiém thiic va ba Ian lap. Mdi binh tam giac dwgc xem 1a mot don vi thi
nghiém va chi duoc thu mau mot lan tai cac thoi diém quy dinh.

Chi tiéu theo doi va dinh gid: dya trén dédc di€ém, mat d¢ va sinh khoi kho ctia hé soi
ndm sau cac mdc thoi gian nudi cdy twong ting. Sinh khdi dugc thu bang loc chan khong
qua gidy loc da duwoc sdy va can truedc. Sau d6, sinh khdi duoc rira hai lan bang nude cat
vO trung dé€ loai bo moéi truong bam ngoai, r6i sdy & 60 °C dén khoéi luong khong doi
truede khi xac dinh sinh khoi kho. Sinh khéi khé dwgc tinh theo cong thiee:

Sinh khéi kho (mg/mL) = (m — mo)/V (2)
Trong d6: m (mg) la khai luong khod tuyét doi cua gidy loc c6 chira sinh khoi; mo
(mg) la khéi lwong khod tuyét ddi cua gidy loc; V =250 mL la thé tich mdi truong nhan
giong.
2.2.3. Thtr nghiém nudi cdy trén vat cht nhong tam va sau chit

Sau khi xac dinh dwgc moéi truong nhan giong phu hop, tién hanh cdy 0,5 mL dich
gidng thuan c6 mat d6 106— 108 bao tit/mL vao ca thé nhdng tam va sau chit con sdng, da
duoc khit tring so bo bang tia UV trudc khi cay. Dich gidng duoc tiém truc tiép vao
khoang co thé ctia vat chti bang bom tiém v6 tring. Sau khi cdy, vat cht duegc nudi trong
hop nhua PP c6 nép day ¢ diéu kién t6i, nhiét d6 20 — 21 °C, 36 am 60 — 70 % trong 7
ngay d€ ndm phat trién va ky sinh vao vat chi. Sau do, chuyén sang nudi trong diéu
kién c6 anh sang véi thoi gian chiéu sang 12 gio/ngay, cuong do anh sang 500 — 700 lux,
nhiét d6 20 - 21 °C, 6 am 80 — 85 % d€ hinh thanh qua thé ndm trén vat cht. Thi nghiém
duwoc bd tri hoan toan ngﬁu nhién, gom hai nghiém thttc vat chu (nhong tam va sau chit),
mdi nghiém thic duoc 1ap lai 03 Tan. Mdi Tan 1ap gom 15 ca thé vat cht sng, trong d6
mdi ¢4 thé duoc xem 14 mdt don vi thi nghiém.

Chi tiéu theo doi va ddnh gid: Theo d&i ty 1& nhiém, ty 1& hinh thanh cdu trac dang
qua thé trén vat cha, mau sdc, dic diém hinh thai va chiéu dai qua thé trén mdi vat ch
sau 45 ngay nuoi cdy.
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Ching nim Cordyceps cicadae Nhén giéng cap 1 trén méi truong thach
Cordy-NH4 thuin ching (Nudi trong diéu kién t3i, nhiét do 21 °C)
J
1 Khao sat 4 méi truong
nudi cdy: Czapek, PDA,

. - e N . ) .
Nhin giéng cap 2 trong méi truong long MCM, SDAY

(Nubi cdy lic 125 vong/phut, diéu kién
toi, nhiét d6 21 °C)

1 J

Ciy nhiém trén vit cht nhéng tim va

sdu chit
J
s 1 ~N
Nuéi trong diéu kién téi
(Nhiét d6 20 - 21 °C, d6 &m 60 — 70 %)
7 ngay

. 2

Nuéi trong digu kién ¢6 anh sing

(Thoi gian chiéu sang 12 gio/ngay, cuong Qua thé ndm C. cicadae
dé anh sang 500 — 700 lux, nhiét do 20 - trén vat chu

L 21 °C, dd 4m 80 - 85 %) )

Hinh 1. So d6 quy trinh nhan gidng va nuéi cdy tao qua thé C. cicadae Cordy-NH4
trén vat chu.

2.2.4. Xtr ly s6 liéu

Thi nghiém dwoc bd tri hoan toan ngﬁu nhién va ldp lai ba lan doc lap. SO liéu thu
thap duoc xtt Iy bang phan mém Microsoft Excel 2019 va phan tich ANOVA (Duncan'’s
Test p < 0,05) bang chuong trinh SPSS 20.0.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh huéng ctia cic loai méi truong thach dén su sinh tredng va phét trién cia
giong ndm cip 1

Tt gidng thuan gdc, ching ndm C. cicadae Cordy-NH4 duoc cdy chuyén trén cac
mbi trieong thach khac nhau nham xac dinh méi trieong nhan gidng cdp 1 phit hop cho
su sinh truong, phat trién ctia hé sgi nam. O thoi diém 2 ngay sau cay, hé sgi nam méi
bat dau phét trién tir mép manh cdy nén muc ting trudng cta tan ndm la khong dang
ké. Gid tri trinh bay trong Bang 1 1a phan duong kinh ting thém so véi kich thude ban
dau ctia manh cay (5 mm). Sau 8 ngay nuoi cdy, tat ca cac nghiém thirc déu ghi nhan hé
soi ndm cé mau tréng dac trung, khong c6 dau hiéu tap nhiém khudn hodc ndm mdc
ngoai lai. Tuy nhién, c6 sy thay d6i rd rét vé hinh thai hoc va téc do sinh trudng cua hé
$01 ndm ¢ cac cong thirc thi nghiém khac nhau. Trén moi treong thach SDAY, hé soi phat
trién manh mé, tan ndm lan rdng, cdu tric soi bong, day dac va dong nhat, véi duong
kinh trung binh dat 23,27 + 0,37 mm sau 8 ngay nudi cdy. Twong tw, mdi truong thach
MCM ciing cho két qua kha quan véi hé sgi nam phat trién tot, dwong kinh trung binh
tan nam dat 20,27 + 0,26 mm. Trén moi truong thach PDA, hé soi ndm phat trién tuong
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d6i kha, mat do sgi day ¢ tam nhung toc d¢ dn lan cham hon, véi duong kinh trung binh
tan ndm dat 13,05 + 0,39 mm. Trong khi d6, trén moéi treong Czapek ngheo dinh dudng,
hé soi ndm sinh trwong kém nhat véi hé soi thwa, manh, an lan cham va duong kinh
trung binh chi dat 12,78 + 0,48 mm sau 8 ngay nu6i cdy (Bang 1, Hinh 2). Nhin chung,
mdc du ¢d thé nhan thdy 6 nhoém cac moi truong giau dinh dudng hé soi ndm déu phat
trién to6t nhung cling cé su khac biét dang ké, véi mat do va toc do sinh trudng ctaa hé
soi ndm giam dan theo th ty: SDAY > MCM > PDA > Czapek. Diéu nay phan anh vai
trd quan trong ctia ngudn carbon va ngudn nitrogen hitu co dé hap thu trong viéc thic
day su sinh truedng, phat trién cua hé soi ndm. Nhuw vay, moi truong thach SDAY (20 g/L
D-glucose; 5 g/L peptone; 5 g/L cao ndm men; 20 g/L agar) la moi treong phtt hop cho
su sinh treong, phat trién hé soi ctia chung nam C. cicadae Cordy-NH4 trong giai doan
nhén giéng cap 1. Su sinh tredng manh cta hé soi trén mdi treong SDAY ¢6 thé dugc ly
giai boi thanh phan dinh dudng phong pht ciia mdi treong, dédc biét la peptone va cao
ndm men, von la ngu6n cung cap nitrogen hitu co, amino acid, vitamin va cac yéu t&
sinh treong thiét yéu. Nhirng thanh phan nay tao diéu kién thuan loi cho hoat déng trao
dai chat, thuc day qua trinh tong hop protein va hinh thanh sinh khdi ctia hé soi.

Bang 1. Anh hwdng ctia cic mdi treong nhan giéng cdp 1 dén su sinh triedng, phat
trién chung nam C. cicadae Cordy-NH4.

Cén M‘éi Puong kinh trung binh tdn ndm (mm) Dic diém hé soi
thi treong i
"¢ nubicdy  2nsay 4 ngay 6 ngay 8 ngay nam

CT1 Czapek 0,23+0,15> 4,28+0,21c 8,58+0,434 12,78+0,48 HE soi manh, thua,

an lan cham

CT2 PDA 1,58+0,292 6,23+0,34> 10,37+0,33c 13,05+0,39c He soi khode, day, an
lan dong déu
CT3 MCM 1,65+0,19¢ 9,32+0,31= 16,32+0,52> 20,27 +£0,26> Heé soi c6 cdu truc soi

bong, khoe, day, dn
lan dong déu

CT4 SDAY 1,67+0,28¢ 9,65+0,36* 17,22+0,31= 23,27 +0,37> Hé sgi co cdu truc soi
bong, khoe, day dac,

an lan dong déu

Ghi chii: cdc chir cdi khdc nhau trén ciing mot cdt chi sw sai khic trung binh mau c6 y nghia thong ké véi
p<0,05 (Duncan'’s test).
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Hinh 2. Sy sinh tredng, phat trién caa chung nam C. cicadae Cordy-NH4 trén cac moi

treong thach nhan giong cap 1 khac nhau sau 8 ngay nudi cay. (A) Moi truong Czapek,
(B) Mbi trwong PDA, (C) Méi treong MCM va (D) Mbi truong SDAY.

3.2. Anh hudng ctia cic loai méi treong long dén su sinh tredng, phat trién ctia giong
nim cip 2

Anh hwdng ctia cdc moi trieong 10ng nhan gidng cAp 2 dén kha ning sinh treong,
phat trién ctia chiung nam C. cicadae Cordy-NH4 dugc danh gid thong qua ham luong
sinh khdi kho trong 7 ngay nudi cdy 1ac véi téc dd 125 vong/phtt ¢ didu kién t6i va nhiét
dd 21 °C. Két qua cho thay thanh phan méi treong c6 tac dong ro rét dén kha nang sinh
treong va tich liy sinh khéi ctia chiing Cordyceps cicadae Cordy-NH4 (Bang 2, Hinh 3). O
tat ca cac cong thirc thi nghiém, sinh khoi kho tang nhanh tir ngay thit 2 dén ngay thit 5,
sau d6 6 xu hudng 6n dinh hodc giam nhe tir ngay th 6 dén ngay thit 7. Trong do, &
cong thirc 4 (mdi treong SDAY 16ng) cho hiéu suét tich lay sinh khéi cao nhét, dat cuc
dai 10,11 + 0,02 mg/mL sau 5 ngay nudi cdy va duy tri on dinh dén ngay th 7 (10,04 +
0,08 mg/mL). Nguwoc lai, & cong thiic 1 (modi truong Czapek long) cho sinh khéi thap
nhét, chi dat 1,39 + 0,08 mg/mL sau 5 ngay. Hai cdng thitc con lai cing thtic day sinh
truong dang k€, voi sinh khdéi kho dat 9,69 + 0,08 mg/mL (CT2) va 8,71 + 0,08 mg/mL
(CT3) tai cung thoi diém. Vé mat hinh thai, méi truong SDAY 1ong tao dich nudi sanh,
pellet nhé, ddng déu va mat do day ddc hon so vdi cac moi treong con lai. Két qua nay
cho thdy moi truong SDAY 16ng khong chi tao diéu kién thuén loi cho su phat trién ctaa
hé soi ma con dat hiéu qua tich lay sinh khoi cao nhat trong cac moi treong khao sat.
Diéu nay co thé'lién quan dén thanh phan dinh duwdng ctia moi treong SDAY, trong do6
D-glucose cung cap ngudn carbon dé hap thu, con peptone va cao nAm men cung cap
nguon nito htru co, amino acid, vitamin va cac yéu td sinh treong can thiét cho sy phat
trién cua hé soi. Nhw vay, moi truong SDAY long (20 g/L D-glucose; 5 g/L peptone; 5
g/L cao ndm men) duoc xac dinh la céng thirc phtt hop nhat cho nhan gidng cap 2 chung
nam C. cicadae Cordy-NH4 trong diéu kién khao sat. Két qua nay la co so khoa hoc quan
trong cho viéc Ia chon mdi treong nhan giéng cdp 2 phit hop nham t&i wu hda quy trinh
san xudt gidng va nang cao hiéu qua nudi trong trong diéu kién nhan tao.
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Bang 2. Anh hudng ctia cdc méi treong long nhan giéng cap 2 dén sy sinh triedng,
phat trién chung nam C. cicadae Cordy-NH4.

Céng Sinh khi khé (mg/mL) Dic diém sinh
thtc 2 pngay  3ngay 4ngdy 5ngdy  6ngay 7 ngay khéi nim
CT1 0,25+ 0,49 = 0,65 = 1,39 + 1,37 £ 1,32 £ Dich nudi 1éng,
0,05¢ 0,06¢ 0,12¢ 0,084 0,11¢ 0,134 pellet nho li ti, mat
do thap
CT2 0,63 = 6,04 = 8,83 = 9,69 + 9,67 + 9,71 + Dich nu6i sanh,
0,062 0,142 0,052 0,08v 0,202 0,18 pellet to, dong déu,

mat d6 day dac
CT3 0,56 + 4,37 + 7,55 + 8,71+ 8,73 + 8,76 + Dich nu6i sanh,
0,11° 0,08 0,12v 0,08¢ 0,16 0,11 pellet nho, dong
déu, mat do day dac
CT4 0,77 + 6,21 + 8,96 + 10,11 + 10,05 + 10,04+ Dich nudi sanh,
0,022 0,122 0,042 0,02 0,122 0,082 pellet nho, dBng

déu, mat do day dac

Ghi chii: cdc chir cdi khdc nhau trén cung mot cdt chi sw sai khdc trung binh mau cé y nghia thong ké voi
p<0,05 (Duncan’s test).

P
Vs,

¥

CT1 CT2 CT3 CT4

Hinh 3. Sy sinh tredng, phat trién caa chung ndm C. cicadae Cordy-NH4 trén cac moi
truong long nhan gidng cap 2 khac nhau sau 7 ngay nu6i cdy. (CT1) M6i truong
Czapek 1ong, (CT2) Maéi treong PDB, (CT3) Moi truong MCM long va (CT4) Moi

treong SDAY long.
3.3. Su sinh tredng, phat trién va hinh thanh qua thé ctia chiing ndm C. cicadae Cordy-
NH4 trén vat chti nhong tam va sau chit
Chtung nam C. cicadae Cordy-NH4 sau khi dwgc nhan giong trén moi truong nudi
cdy pht1 hop da duogc cdy nhiém 1én hai ngudn vat chti 1a nhong tam va sau chit nham
danh gia kha nang sinh truedng, phat trién va hinh thanh qua thé trong diéu kién nhan
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tao. Két qua cho thdy cac chi tiéu vé sinh treong va hinh thanh qua thé cua chung ndm
trén hai loai vat cht khong co su sai khac ¢ y nghia thong ké (p > 0,05), thé hién qua
thoi gian bat dau hinh thanh qua thé, ty 1& nhiém, ty 1& hinh thanh qua thé, chigu dai va
d3c diém hinh thai ctia qua thé sau 45 ngay nudi cay (Bang 3, Hinh 4). Thoi gian bat dau
xudt hién qua thé dao dong tir 9 — 10 ngay sau cdy nhiém, trong d6 qua thé hinh thanh
trén sau chit sém hon 1 ngay so véi nhong tam nhung su chénh 1éch nay khong dang ké
vé mat sinh hoc. Trén nhong tam, ty 1é nhiém va ty 1& hinh thanh qua thé dat lan luot
86,67 % va 71,11 %, trong khi trén sau chit cac gid tri teong tng la 82,22 % va 66,67 %;
tuy nhién, su khéc biét gitra hai loai vat chi khong c6 y nghia thong ké. Chiéu dai qua
thé trung binh dat 29,78 — 35,89 mm, tuy theo loai vat cha. Vé hinh théi hoc, qua thé moc
tap trung thanh cum, chu yéu tir vung dau hodc ¢d cua vat chu; ¢d dang hinh tru dén
hinh chity (clavate), phan nhanh khong dong déu va cé mau trang duc dic trung. Sau
45 ngay nudi cay, trén dinh qua thé xudt hién 16p bao tt bao phu day dac; cac dac diém
hinh thai dai thé ctia qua thé ndm nuoi trong trong diéu kién nhan tao co su twong dong
véi qua thé C. cicadae thu nhan tir tw nhién da dwgc nhom tac gia cong bd trude day [3].
Nhu vay, két qua nay chimg té chung ndm C. cicadae Cordy-NH4 c6 kha ndng xam nhiém
va hinh thanh qua thé trén ca hai ngu6n vat cht khao sat, dong thoi cung cap co sd khoa
hoc cho viéc luwa chon vat chtt phu hop trong quy trinh nudi trong nhan tao. Méc du
khong ghi nhan sy khac biét ¢6 y nghia théng ké vé cac chi tiéu khao sat, nhong tam cd
wu thé vé tinh sdn c6 va kha ning chu ddng ngudn cung so vdi sau chit, von phu thudc
nhiéu hon vao nguén nguyén liéu tuy nhién va tinh mtia vu. Do d6, nhong tam c6 thé
duoc xem la vat cht phtt hop hon cho viéc trién khai va mo rong quy mo nuéi trong C.
cicadae, trong khi hiéu qua kinh t€ can dugc danh gia cu thé trong cac nghién ctru tiép
theo. Day la tién dé quan trong cho viéc san xuat ngudn nguyén liéu c6 chat lwong 6n
dinh, phuc vu phat trién duoc liéu theo hudéng bén ving.

Bang 3. Kha néang sinh truwong, phat trién va hinh thanh qua thé caa ching nam C.
cicadae Cordy-NH4 trén vat cha khac nhau sau 45 ngay nudi cay.

Vatchtt  Thoi gian bat Ty 1é Ty 1é Chiéu dai bic di€ém qua thé
ky sinh dau hinh nhiém hinh trung binh nim

thanh qua thé (%) thanh qua qua thé

(ngay) thé (%) (mm)

Nhong 10 86,67 + 71,11 35,89+562 Qua thé manh, dai,
tam 6,67 7,70 phan nhanh khong
dong déu, mau trang
duc dac trung va c6 16p
bao tir bao phu day dac

trén dinh qua thé
Sau chit 9 82,22 + 66,67 * 29,78 +5,56 Qua thé manh, dai,
3,85 6,67 phan nhanh khéng
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dong déu, mau trang
duc dac trung va c6 16p
bao tir bao phu day dac
trén dinh qua thé

1cm & 1cm

Hinh 4. Sy hinh thanh qua thé ctia chiing ndm C. cicadae Cordy-NH4 trén cac loai vat
chti khac nhau sau 45 ngay. (A) Nhong tam, (B) Sau chit, (C) Qua thé n&m hinh thanh
trén nhong tam va (D) Qua thé ndm hinh thanh trén sau chit.

4. KET LUAN

Nghién ctru da xac dinh duwoc méi truong nhéan giong phu hop cho chting ndm duoc
liéu Cordyceps cicadae Cordy-NH4 & ca hai giai doan nhan gidng cAp 1 va cip 2. O giai doan
nhan gidng cap 1, modi treong thach SDAY (20 g/L D-glucose; 5 g/L peptone; 5 g/L cao ndm
men; 20 g/L agar) cho toc dd sinh trudng va mat do hé soi cao nhat, véi duong kinh trung
binh tan ndm dat 23,27 + 0,37 mm sau 8 ngay nudi cay. O giai doan nhan gidng cip 2, moi
truong SDAY dang long cho hiéu suat tich lay sinh khdi cao nhat, dat 10,11 + 0,02 mg/mL
sau 5 ngay nudi cdy. Thit nghiém nuoi cdy trén vat chii nhong tam va sau chit cho thay
ching ndm cé kha nang thich nghi tét va hinh thanh qua thé trong diéu kién nhéan tao. Thoi
gian bat dau xuat hién qua thé dao dong tr 9 — 10 ngay sau cdy nhiém, chiéu dai qua thé
dat 29,78 — 35,89 mm sau 45 ngay nudi cay. Két qua nghién ctru cho thay chung C. cicadae
Cordy-NH4 c6 kha nang nhan giong va budc dau nudi trong trong diéu kién nhan tao, gop
phan tao co s cho viéc chu ddong ngudn nguyén liéu va giam sy phu thudc vao nguén nam
te nhién. Két qua nay 1a tién dé cho cc nghién cttu tiép theo nhdm t&i ru hoa va hoan thién
quy trinh nhan giong, nudi trong C. cicadae trong diéu kién nhan tao, gép phan dinh hudéng
phat trién ngudn dwoc liéu chat luong cao va bén viing tai Viét Nam.
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ABSTRACT

This study aimed to determine a suitable culture medium for inoculum production
of the medicinal mushroom Cordyceps cicadae (C. cicadae) strain Cordy-NH4 and to
evaluate its growth on insect hosts under artificial cultivation conditions. A
completely randomized design was applied using four culture media formulations
at two inoculum stages: primary spawn (solid medium) and secondary spawn
(liquid medium). The results demonstrated that SDAY medium was the most
suitable among the tested media for both cultivation production stages. In the
primary spawn stage, the mean colony diameter reached 23.27 + 0.37 mm after 8
days of incubation. In the secondary spawn stage, the maximum dry biomass
attained 10.11 + 0.02 mg/mL after 5 days of shaking cultivation at 125 rpm, and 21
°C, under dark conditions. Artificial cultivation on silkworm pupae (Bombyx mori)
and bamboo caterpillars (Brihaspa atrostigmella) showed the formation of fruiting
body-like structures after 9 — 10 days, with average lengths ranging from 29.78 to
35.89 mm after 45 days of cultivation. The results indicate that SDAY medium is
suitable for spawn production of the Cordy-NH4 strain and that the resulting
inoculum is capable of growing and forming fruiting body-like structures on insect
hosts under artificial cultivation conditions. These findings provide a scientific basis
for further studies to improve inoculum production and cultivation techniques for

C. cicadae in Viet Nam.

Keywords: Cordyceps cicadae, culture medium, primary spawn, secondary spawn,

Bombyx mori, Brihaspa atrostigmella.
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