BAI 3: NUOI CAY, QUAN SAT SU PHAT
TRIEN CUA VI SINH VAT

I. MUC PiCH YEU CAU

- N&m viing cac nguyén tic va muyc dich cta viéc nubi cay vi sinh vat

- Thuc hién dugc cac thao tac cdy truyén tir dng giéng sang céc loai moi
treong thach nghiéng, thach dtng, thach dia...

- Theo ddi, quan sét va ghi nhan sy phat trién cua vi sinh vat trén cac loai
moi trudng nubi cay.
IL. VAT LIEU

- Bt ghi 6ng nghiém, gon tham

- Que cay vong, que cady moc

- Pén cdn, gia dé dng nghiém

- Céac ong moi truong thach nghiéng (Peptone, Hansen, PGA), thach dia
(Peptone, Hansen, PGA), méi truong long (Peptone, Hansen, PG)

- Céc 6ng gidng vi khuan (E. coli, Bac. subtilis, Streptococcus), nam men
(Saccharomyces....), nim soi (Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus...)
III. PHUONG PHAP NUOI CAY VI SINH VAT

1. Khai niém
Qua trinh nudi cay vi sinh vat thyc chat gom 2 khau: nudi va cay

- Nubi 1a qué trinh dam bao va duy tri nhitng diéu kién thuan loi nhit cho
su hoat dong va phat trién cua vi sinh vat.

- Cay la nhiing thao tac chuyén vi sinh vat tir moi truong dang sdng sang
moi truong thuan loi hon cho su phat trién cua ching.

Hai khau nay khong thé tach roi nhau trong qué trinh nghién ciru va tng
dung cua vi sinh vat.

2. Muc dich cia viéc nudi cay

Phét hién sy c6 mat caa vi sinh vat trong cac vat liéu nghién cuu

Tién hanh viéc nhan giéng vi sinh vat mot cach nhanh chéng

Cay truyén tir canh truong cii sang canh truong moi dé gii giong

Nghién ctru cac dac tinh sinh hoc cua vi sinh vat.
3. Nguyén tic
- Moi thao tAc nudi cay déu phai thyc hién trong diéu kién vo tring dé tranh
tap nhiém.

- MB@i truong va dung cu nudi cdy phai duoc khi tring triét dé.
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- Duy tri tét cac diéu kién nubi cay dé vi sinh vat phat trién

4. Cac phwong phap nudi ciy

a. Phwong phap chung cia viéc cay chuyén

Vi du: cay truyén tir dng nghiém chira gidng sang 6ng nghiém chaa moi
truong

Gom cac thao tac chinh sau:

- Dbt dén con l1én

- Tay trai cAm 2 6ng nghiém: dng giéng nam & ngoai, 6ng moéi truong &
trong, giit ca hai ng hoi nghiéng.

- Tay phai cam que cay va khir tring trén ngon dén con cho dén khi ndng
do day cay.

- Dung ngon Gt va ngon ap Ut kep nut béng vao long ban tay xoay nhe, kéo
nut bong ra va giir trén tay dén khi day lai

- Ho néng dé khtr tring khdng khi & miéng 2 6ng nghiém

- Doi khi que cdy vira ngudi, khéo 1éo dua que cay tiép xic véi khuan lac
trong ong giong.

- R0t que ciy ra, khong dé que cdy cham vao thanh éng nghiém va dua vao
4ng nghiém méi truong dé thuc hién thao tac cay truyén.

- ROt que cdy ra, khir tring lai phan khong khi noi miéng éng nghiém rdi
day nat bong lai.

- Dé cac 6ng nghiém vao gia, ddt lai que cdy trén dén con rdi dé vao chd
Cu.

- Dan nhan ghi tén gidng vi sinh vat, ngay cdy, tén méi truong vao thanh
ong nghiém

Chay:

Céch cay truyén nay c6 thé tién hanh tir canh truong dic (hoic long) sang
moi truong dac (hoac long)

Néu 6ng giéng 1a canh trueong 1ong, ngoai viéc dung que cay con co thé
dung pipet dé hut canh truong. Pipet phai dugc chuan bi va 1am vo khuan trudc
(rira sach, say khd, boc gidy, khir tring). Khi ding thao gidy ra va dung ngay.
Dung xong cam pipet vao dung dich khir khuan.

b. Phwong phap cay trén thach nghiéng

Phuong phép nay dung dé ciy truyén céc vi sinh vat hiéu khi.
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Théng thudng dung que cdy vong, trinh tu tién hanh gidng nhu trén. Nhung
sau khi lay duoc giot canh trudng vi sinh vat vao dau que cay rdi, ta tiép tuc nhu
sau:

- Pua dau que ciy vao tan day ong nghiém

- Nhe nhang hoa giot canh truong vi sinh vat vao giot nudc ngung tu ¢ day
6ng nghiem.

- Nhe nhang va tir tir kéo dau que cdy trén mit thach tir ddy 1én trén theo
cac kiéu nhu sau:

+ Theo kiéu hinh chix chi

+ Theo hinh vong xoan

+ Theo duong vach ngang song song.

Hinh 4: M6t s6 kiéu cay trén dng thach nghiéng
c. Cdy dam siu trén thach ding
Phuong phap ndy dung dé cdy cac vi sinh vat ki khi. Khi cdy ta ding que
cdy nhon va dam sau vao moi trudng. Cach tién hanh tuong tu nhu trén, chi thay
ddi mot it nhu sau:

- Quay nguoc 6ng méi truong cho miéng dng nghiém hudng xuéng dudi
dé tranh nhidm llc cay.

- Pua que ciy di ¢ vi sinh vat ddm sau vao doc theo 6ng thach cho dén
tan day ong nghiém. TOy yéu cdu ma cd thé dam 1 — 3 duong, c6 thé ddm chinh
gitra 6ng hoic séat thanh ng.

- Khi cam que cdy vao ciing nhu khi rat ra, chu y git que cdy thang, lam
nhe nhang khong lam cho mai truong bi nut né.
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Hinh 5: Cay dam siu vao thach dirng
d. Phwong phap cdy trén dia petri
C6 thé ciy trén dia petri theo mot trong hai cach: ding que cay vong, ding
pipet. Trong pham vi bai ndy ching ta chi thuc hién theo cach diing que cay vong
va trinh tu duoc thyuc hién nhu sau:
- Pé dia petri 1én ban
- Dung que cdy lay canh truong vi sinh vat theo thu tu va yéu cau v tring
nhu da néu phan trén
- Tay trai hé mé nap hop vira du dé cho dau que ciy vao
- Nhe nhang va nhanh chdng luét que ciy trén mat thach theo céc kiéu:
+ Theo hinh chit chi trén toan bo bé mit thach
+ Theo nhitng duong song song
+ Theo 4 hinh chit chi ¢ bén gdc cua dia thach.
Trong qua trinh cay, vi lwong vi sinh vat s& bi giam dan theo duong cay nén
khi vi sinh vat phat trién, cang gan cudi duong sé khuan lac cang thua dan.
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Hinh 6: Cac kiéu cy trén thach dia
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IV. CAC PIEU KIEN NUOI VI SINH VAT
Dé dam bao vi sinh vat phat trién tdt, sau khi cdy xong phai quan tim dén
cac diéu kién nudi dudng. Cé nhiéu diéu kién anh huéng dén sy phat trién cua vi
sinh vat, nhung déng chu y nhat Ia nhiing diéu kién sau:
1. Nhiét do
Tuy loai vi sinh vat, chon nhiét do tbi thich cho su phat trién cua ching va
duy tri sy 6n dinh nhiét d6 d6. Dwa vao nhiét do tdi thich cho su phét trién cua
vi sinh vat, nguoi ta chia chung lam 3 nhom sau day:
+ Vi sinh vat ura 4m c6 nhiét d9 toi thich 20 — 37°C
+ Vi sinh vat wa nong c6 nhiét do toi thich 55 - 60°C
+ Vi sinh vat ua lanh c6 nhiét d¢ téi thich 10 — 15°C
Dé duy tri nhiét do thich hop, ta sir dung cac ta hodc phong am c6 bo phan
diéu chinh nhiét 6 tu dong ludn ludn duy tri nhiét ¢ & mac nhat dinh nao do.
2.P6 am
Pé dam bao d6 am cho vi sinh vat phat trién ta co thé thuc hién bang cac
cach sau:
- Khi chuan bi méi truong phai ¢dam bao du lugng nudc
- Phun nuéc vo khuan vao phong nudi hodc dé nuéc boc hoi trong ti am.
3. Piéu kién hiéu khi va yém khi:
- Nudi hiéu khi
Cung cap thudng xuyén va day du oxy cho vi sinh vat c6 thé thuc hién bang
cac bién phép:
+ L&p moi trudng nudi cdy cé do day vira phai (2 — 8cm) co thé nudi trong
6ng nghiém, khay, binh tam giéc.
+ Cac binh chua canh truong dugc lic thuong xuyén trong qua trinh nudi
dé cung cap thém oxy cho vi sinh vat.
+ Néu nudi ciy sau trong méi trudng long, thi phai tién hanh suc khi thuong
xuyén hay dinh ky.
_ Nubi ky khi
Ngin cach khong cho vi sinh vat tiép xUc véi oxy bang céch:
+ Sau khi cay xong ta do I&n bé mit méi trudng mot 16p dau paraphin, dau
vazolin ho#c 16p thach day khoang 2 cm. Céach nay don gian dé ap dung. Cha y:
dau va thach phai vo khuan, dau phai trung tinh.

+ Cay dam sau trong mdi truong dac
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+ Nubi cay trong binh hit chan khéng, cé thé ding nhitng 6ng nghiém dic
biét gieo cay xong hat hét khdng khi rdi han kin lai.
+ Pun s6i moi truong 20 — 30 phat rdi 1dm ngudi nhanh dé dudi hét oxy
trong do.
+ Dung hoa chat dé loai trir oxy cua khong khi trong dung cu nudi.
+ CO6 thé nudi vi sinh vat hiéu khi ciing vi sinh vat ky khi. Phuong phap nay
thi kho ap dung.
V. QUAN SAT PAC TiNH SINH LY CUA VI SINH VAT NUOI CAY
Vi sinh vat khi phét trién trén moi truong thuong hinh thanh cac khuan lac,
va cac dac diém sinh 1y khac dac trung cho loai vi sinh vat do. Viéc quan sat nay
hét sic quan trong trong viéc phan loai va nhiing nghién ciu vé sinh hoa, di
truyén cua loai d6. Viéc quan séat co thé thuc hién bang mét thuong, kinh lap,
kinh hién vi quang hoc.
1. Quan sat dic tinh phat trién ciia vi sinh vat trén méi truong dic.
Khi quan sét su phat trién cia vi sinh vat trén méi truong dac can ghi nhan
cac dac diém sau day:
- Hinh dang khuan lac (dang tron, dang ré cay, dang khong déu hay dang
bau duyc...)
- Kich thuéc khuan lac (tinh bang mm). Néu 1a dang khuan lac tron ta d6
duong kinh khuan lac. Néu khdng phai hinh tron ta do chiéu dai nhét.
- Mau sac: ghi mau sac khuan lac tao thanh, va mau ciia moi truong
- Bé mat khuan lac: ghi nhan bé mat khuan lac bong, xu xi, gap nép hay go
ghé...
- Mép khuan lac: bang phang, lugn song hay ring cua. ...
- Do dac: dang ma, bot nhdo, dang nhét, dang mang
2. Quan sat dic tinh phat trién ciia vi sinh vit trong méi truwong 16ng.
Sy sinh truong cua vi sinh vat trong méi truong long & diéu kién nudi cay
6n dinh ¢ tinh chat dong nhat hon trong méi trudng dic. Khi quan sat vi sinh
vat phat trién trong trong moi truong l6ng can ghi nhan:
- Sinh truéng yéu, vira, hay manh ma.
- Puc méi trudng: duc dong déu, dang bong ...
- Kha nang tao vang: dang vang vong hay dang kin, vang mong hay day,
phang hay xu xi, nhan nhui hay gap nép, khd hay nhay, néi hay chim.
- Kha ning tao thanh can taa: it hay nhiéu, xp hay dac.
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VI. THUC HANH VA BAO CAO KET QUA

- Thuc hanh thao tac cdy truyén vi khuan, nAm men tir dng gidng sang moi
trrong thach nghiéng, dia petri va moi trueong long. Nubi u ¢ nhiét do phong va
theo ddi su phat trién.

- Thuc hanh thao tac ciy truyén nim méc tir ng gidng sang moi truong
thach dia va thach nghiéng (cay 3 diém). Nudi u & nhiét do phong va theo ddi sy
phat trién.

Cau haéi

1. Néu rd nguyén tic va muc dich cua viéc cdy truyén vi sinh vat tir ng
giong sang moi truong?

2. Trinh bay tom tat thao tac cy truyén vi sinh vat tir dng giéng sang moi
trrong thach nghiéng va thach dia?

3. Néu va phan tich cac diéu kién chinh trong qua trinh nudi vi sinh vat?

4. Sau thoi gian nudi cdy 3 — 5 ngay quan sat va ghi nhan sy phat trién cua
vi khuan, nam men, nam moc?

5. M® ta hinh dang, mau sac khuan lac caa vi khuan, nam men, nim soi trén
moi truong dac?

24



