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KHAO SAT SO LUQNG NHIEM SAC O TE BAO THU'C
VAT VA TE BAO PONG VAT BANG PHUONG PHAP
XU LY SOC NHUQC TRUONG

V& Thi Thanh Phuong'
ABSTRACT

A study of hypotonic shock treament by trisodium citrate (CsHsNaz0;) 0,4% in 30 — 60
minutes prior to the mitotic peak time of the radicle, rootlet, gemma leaf and young leaf
samples of cultivated banana (Musa paradisiaca L.), seedless watermelon F1 TN736,
Allium ascalonicum L., Allium cepa L., Pisum sativum L. and 9 species of family Araceae
were effected. Somatic animal cells as brains and salivary glands of third instar larvae
(Drosophila sp.) treated by NaCl 0,5% and the grasshopper’s testes treated by NaCl
0,5% in 10 minutes before fixation in modified Carnoy’s solution and stain in 1% aceto-
carmine solution showed high quality miotic and meiotic chromosome spreads.
Chromosome numbers of studied cells were investigated. Over-treatment with hypotonic
solution resulted in rupturing of cells, scattering and lossing of chromosomes.

Keywords: hypotonic shock, aceto-carmine, modified Carnoy’s solution, trisodium
citrate, NaCl

Title: A study of chromosome number at animal cells and plant cells by hypotonic
shock treament

TOM TAT

Nghién ciru xie Iy té bao thuwc vit bdng citrate natri (CsHsNas0;) 0,4% trong thoi gian
30 - 60 phut (tiiy loai) trudc thoi dlem phdn bao 16i wu dé thuee hién tiéu ban hién vi da
6 hiéu qua gdy soc nhuge trieong té bao ré non, ld non, ré mam va ld mam ciia mét sé
thue vit nhie chuéi nha (Musa paradisiaca L.), dwa hau lai F1 TN736 tiéu hdc long hat
lép, hanh ta (Allium ascalonicum L.), hanh tdy (Allium cepa L.), dau ha lan (Pisum
sativum L.) va 9 loai thyc vat thuoc ho rdy (Araceae). O té bao sinh dwong ciia dong vat
nhu ndo, tuyen nuede bot cia du trung ruoi giam (Drosophila sp.) dwoc xur ly bang NaCl
0,5% va té bdao sinh duc ciia chdu chau dwc (Acrida Linnaeus, 1758) dwoc xir 1y bang
NaCl 0,4% trude khi cé dinh va nhuém bang pham nhuém aceto-carmine 1% trong thoi
gian 10 phiit ciing gdy dwoc soc nhiege triweong té bao. Sé lwong nhiém sdc thé cia lodi
nghién ciu da dwogc khdo sat. Két qua_nghién ciu ciing cho thay khi gay Sdc nhuoc
truong trong dung dich co nong do thap va thoi gian kéo dai lam nhiém sdc thé bién
dang, té bao v& va lac nhiém sdc thé.

Tir khéa: soc nhwoc truong, aceto-carmine, Carnoy bién df;i, citrate natri, NaCl

1 PAT VAN PE

Té bao mdi loai sinh vat déu bo nhiém sic thé 6n dinh va dic trung. Tuy nhién, sy
on dinh chi mang tinh twong d6i do c6 cac nhim sic thé bd sung
(B-chromosome), di bdi, hoac da bdi. Pa bdi hod ty nhién 1a xu hudng tién hoa cua
thue vat va 1a mot trong cac con duong hinh thanh loai méi. Hién tuong da bdi
thudng gip ¢ nhiéu loai thuc vat thudc ho hoa ban (Poaceae), rdy (Araceae), chubi
(Musaceae) ... nhung hiém & dong vat. Gan day, sy phat trién cua ky thuat lai
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gidng, cho phép tao ra cac gidng tam boi méi cé dic diém wu viét hon tir cay tir boi
va cay nhi boi.

Viée xac dinh mue do sai khac vé s6 luong nhidm sic thé hodc mirc do da boi thé
clia té bao so voi kiéu nhan (karyotype) cua loai co the xac dinh bang phuong phap
dém s luong nhidm sic thé, phuong phap do chi so 1a, kich thudc khi khong va
kich thudc hat phan. Hién nay, Flow Cytometry duoc xem 1a phuong phuong phap
xéac dinh muc boi thé va kich thude genome mot cach nhanh choéng, hitu hiéu va
chinh x4c. Tuy nhién, phwong phéap nay chi hi¢u qua khi d biét 1 giéng ddi chimg
voi mire boi thé da duoc xéac dinh thong qua dém s6 luong nhiém sic thé.

K¥ thuét x4c dinh kiéu nhan cua cac loai lién quan cac budc: sir dung té bao dang
phan chia (hay té bao nudi cdy), xir 1y séc nhugc truong, lam dimg qua trinh
nguyén phan ¢ ky gitra, thuc hién tiéu ban hién vi, chup hinh nhiém sac thé va lap
kiéu nhan. O thuc vat, viéc khao sat bd nhiém sic thé dé xdc dinh kiéu nhan
thuong thuc hién ¢ ky giita cta phan bao nguyén nhiém ¢ mam non cia 1a, dinh
sinh truong cua than, dinh 1é non cuia ciy hoic dinh ré chinh cta hat vira néy mam.
Bén canh d6, nguoi ta con tién hanh nghién ciru bo nhiém sic thé ¢ ky gitra cua
qua trinh phén bao giam nhiém (Nguyén Nghia Thin, 2008). Tuy nhién, viéc dém
nhiém sac thé thuong gip tré ngai 16n & loai ¢ sé lugng nhiém sic the 16n hoac
nhiém sic thé c6 kich thude 16n nén xir Iy nhuge trrong lam nhim sic thé phan
tan trong t& bao, xir Iy dé nhiém séc thé rat ngan chiéu dai hodc xur 1y dé té bao
ngimg phan chia ¢ ky gita la can thlet Muc tiéu cua nghién ctru la xac dinh
phuong phép xtr 1y soc nhuge truong & té bao thyc vat va te bao dong vat va ung
dung viéc xur ly s6¢ nhugc truong dé dém s6 luong nhidm sic thé & té bao thyc vat
va té bao dong vat.

2 PHUONG TIEN VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1 Chuin bi miu vat

R~§ ll}?im: hat giéng dua hau lai F; TN 736 tiéu hac long hat 1ép 0 ndy mam dén khi
r€ mam dai 2-3 cm

L4 mam: hat giéng dau ha lan (Pisum sativum L.) 0 cho ra 14 mam

Ré non: cu, cdy con hodc than cia hanh ta (4llium ascalonicum L.), hanh tay

(Allium cepa L.) va cac cay thudc ho ray (Araceae) gidm trong cat 4m cho ra ré
non dén khi ¢c6 d6 dai 2-3 cm

L4 non: phan I4 non nhét & bén trong than cay chudi non (Musa paradisiaca L.)

Tuyén nuwéc bot clia Au trung rudi giAm: Thu nhan va nudi ru61 gidm
(Drosophila sp.) trong mdi truong khom va chudi chin. Den ngay thir 4, du tring
da phat trlen sang giai doan doi I11. Thu doi I dé tach tuyén nude bot (gdm 2 thity
trong sudt va nbi v6i nhau bang 1 dng chung) trong dung dich NaCl 0,75%.

Nio ciia 4u trung rudi gidm (Drosophila sp.): Trude khi tach ndo, cho doi I1I vao
dia dong ho c6 nAm men banh mi véi ti 1¢ (0,1g/1ml) trong 15 phit. Doi III sau khi
xur 1y, duoc st dung dé tach ndo (kh6i mau tring ¢ phan dau) trong dung dich
NaCl 0,75%.
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Tuyén tinh ciia chiu chiu (Acrida Linnaeus, 1758): Chau chiu duc duoc bit &
cac dam cd, rudng lua. Giai phau va tach doi tuyén tinh hinh chum lan thé mé mau
vang, nam ¢ khoang dot bung thir 3.

2.2 B tri thi nghiém

Thi nghiém 1: Xur ly soc nhwoc trwong va thuc hién tiéu ban hién vi tam thoi dé
khao sat so luong nhiem sac thé ¢ té bao thuc vat

Xéc dinh thoi diém phén bao tdi vu: C6 dinh mau vat trong Carnoy bién ddi & cac
thoi diém khac nhau vao budi sang tir 8 gid dén 10 gio trong thoi gian 4 gid. Sau
khi ¢b dinh, thyc hién tiéu ban hién vi tam thoi dé xac dinh thoi diém ma cac té
bao clia mo phan sinh dang phan bao manh va trén tiéu ban quan sit co nhiéu tién
ky giita (Prometaphase).

Sbc nhugc truong: thoi gian sdc nhuge truong b tri trude thoi diém phan bao t6i
vu. Thu miu vao thoi diém tir 8 gio dén 9 gio budi sang. Cho 1é non, ré mam, 14
non hodc 14 mam vao dung dich nhugc truong citrate natri (CqHsNa;0;) voi néng do
0,6%, 0,5%, 0,4% va 0,3% trong thoi gian 30 - 45 phut, 45 — 60 phut.

C6 dinh mau: Mﬁu sau khi xtr ly sbc nhuge truong duoc ) dir;h béng dung dich

Carnoy bieén doi trong 4 gio. Thoi diém c6 dinh mau tr 9 gid dén 10 gio sang tuy

mau vat. Mau sau khi co dinh dugc rira nhiéu l1an bang con 70° va trir trong con 70°

& nhiét do 4-5°C.

Lam mun va nhuém mau:

- Lam mun mau vét bang nhiét: Cho mau vao dng nghiém co sin aceto-carmine
1% va ngam trong thdi gian tir 30 phat dén 45 phut, sau d6 dun nhe tir 5 phut
dén 7 phut.

- Lam mun mau vét bang thiy gidi: Cho mau vao dung dich HCI IN: Methanol
voi ti 1¢ 1:1 trong thoi gian 15 phat — 30 phat cho dén khi ré mém. Rira mau
bang nudc cat khoang 15 phut dé loai bo hét HCl. Nhuém mau vét trong aceto-
carmine 1% trong thoi gian 2 gio ¢ nhiét 4 35° - 45°C.

Thuc hién tiéu ban tam thoi bang phuong phap ép: Cho méu (chép r& hoic 14 non)
1én lame da nhé mot gigt aceto-carmine 1% va ddy lammelle. Ep nhe ti€u ban cho
cac té€ bao duogc dan déu ra.

Khao sat sb luong nhiém sdc thé: chup anh 30 té bao khac nhau ¢ ky gitra hoac ¢
ky sau c6 nhiém sac thé phén tan, dém s6 lugng nhiém sac the (sir dung phan mém
photoshop d¢ ting d6 twong phan) va kiém dinh gia tri trung binh véi dd tin cay
1-a=95%.

Thi nghién; 2: Xu ly s~6'c n,hu’aq truong va thue hién tiéu ban hién vi tam thoi dé
khao sat so luong nhiém sac thé ¢ té bao dong vat

Tuyén nwdc bot ciia du trimng ruéi gidgm (Drosophila sp.):

Sbe nhugc truong: Cho do6i tuyén nude bot vao dung dich NaCl 0,6%, 0,5%, 0.4%,
0,3% trong 10 phut.

C6 dinh va nhuém mau: Aceto-carmine 1% dugc sir dung vira 1a chét c6 dinh vira
la pham nhudm trong thoi gian 7 phut ¢ nhiét do 40°C - 45°C.

Pay lammelle nhe nhang dé cac té bao trai déu trén lame (khong ép vo té bao)
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Niio ciia du tring ruoi giaém (Drosophila sp.):

Cho ndo vao dung dich NaCl 0,6%, 0,5%, 0.4%, 0,3% trong 10 phuat. Sau khi sbc
nhugc truong, ndo duge cd dinh va nhuém tuong ty nhu phuong phap thyc hién ¢
tuyén nudc bot ciia du tring rudi gidm.

T uyen tinh ciia chéiu chéu (Acrida Linnaeus, 1758):

Sbc nhuge trrong: Cho tuyén tinh ctia chau chiu vao dung dich NaCl 0,6%, 0,5%,
0,4%, 0,3% trong thoi gian 10 phut.

C6 dinh: Tuyén tinh sau khi xu 1y dugce c¢b dinh trong dung dich Carnoy bién dbi
trong thoi gian 4 gio. Rira mau bang con 70° va trir trong con 70° ¢ nhiét d6 4-5°C.

Nhudém mau: ngdm mau aceto-carmine 1% trong thoi gian 12 phut - 15 phat &
nhiét do 35°- 40°C.

Thuyc hién tiéu ban tam thoi bang phuong phép ép.
Thi nghiém 3. Thuc hién tiéu ban hién vi ¢é dinh

Céc tiéu ban hién vi tam thi cua té bao dong vat va té bao thuc vat c¢6 nhiém sic
thé phan tan trong té bao duoc chuyén thanh tiéu ban hién vi ¢6 dinh qua cac giai
doan: tich lammelle va phan héa mau, khir nudc, lam trong mau va dan mau.
Lame trudc khi ép mau di trang albumine va 1am vira kho trong tii siy ¢ nhiét do
45°-50°C.

3 KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Xirly sc nhwoc trirong va khao st sé lwong nhiém sic thé & té bao thwe vat

Xdc dinh thoi diém phdn bao t6i wu & cdc lodi

Thoi diém phéan bao tdi wu (mat do té bao dang phan chia nhiéu ¢6 nhiéu ky khac

nhau cua qua trinh nguyén phan) tuy loai mé phan sinh: & mam dau ha lan (8 gio

30 -9 gio), re mam ctia dua hau hat 1ép (9 gio - 9 gi6 30), 1a chudi non (9 gio 30 -

10 gio), & mam cia hanh tay va hanh ta va 1é non céac cdy ho ray (9 gio 30 -

10 gio). Pay ciing 1a thoi dlem ¢b dinh mau vat trong Carnoy. Theo Tran Ta Nga

(1982), & thyc vat trong da s6 truong hop thoi diém phan chia cuc dai vao budi

sang (khoang 8 — 9 gid). Thoi gian lay ré tot nhat tir 8 — 10 gio sang tly mua

(Nguyén Nghia Thin, 2008).

Két qua nghién ciru ciing cho thay:

- Néu thu miu va cb dinh trudc thoi diém phéan bao t6i wu: phan 16n té bao quan
sat trén ti€u ban dang ¢ giai doan ky trung gian va ky trudc.

- Néu thu mau va ¢ dinh trong thoi diém phan bao tdi vu thi trén 1 tiéu ban co
tat ca cac giai doan ciia qua trinh phan bao, nhiéu ky gitra va ky sau, it t& bao
dang & giai doan ky trung gian va ky trude.

- Néu thu miu va cb dinh sau thoi diém phan bao t6i vu: phan 16n té bao quan
sat trén tiéu ban dang ¢ giai doan ky cudi va ky trung gian.

Xdc dinh nong dé va thoi gian gdy soc nhuge trirong

- Khi khong xtr Iy séc nhuoc truong, cac nhiém sic thé ¢ ky giita tap trung & mat
phang xich dao, rat it t& bao c6 nhidm sic thé phan tan ¢ giai doan tién ky giita
(Hinh 1).
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b. ¥ e C. c. I
Hinh 1: Té bao & ky gitra khi khong xir Iy séc nhwoc truong (X1.000)

a. Chuéi nha (Musa paradisiaca L.), b. Dua hdu tiéu hdic long hat lép, c. Hanh ta (Allium ascalonicum L.) , d. Hanh
tay (Allium cepa L.), e. Ddu ha lan (Pisum sativum L.)

- Trudce khi ¢b dinh, mau vat duoc xit Iy sb¢ nhuoc treong voi citrate natri & cac
ndng d6 va thoi gian khac nhau. Khi xir Iy mau bang citrate natri & cac ndng do
0,5% va 0,6% trong thoi gian 30 phit — 60 phut & nhiét d phong thi nghiém,
két qua chua gay séc nhuge trrong (nhiém sic thé phan tan nhung con chong
1én nhau) (Hinh 2).

s ‘—‘

Hinh 2: Té bao chwa giy séc nhwge trirong (X1.000)

a. Chudi nha (Musa paradisiaca L.), b. Dura héu tiéu hdc long hat lép, c. Hanh ta (Allium ascalonicum L.), d. Hanh
ta (Allium cepa L.), e. Pdu ha lan (Pisum sativum L.)

- Xir Iy miu bang citrate natri 0,4% trong thoi gian 30 phat — 45 phit, & nhiét do
phong thi nghiém di gy sdc nhugc trrong (té bao truong 1én va nhidm sic thé
phan tan trong té bao). O 1é ray voi (dlocasia macrorhiza (L.) G. Don.), trau
ba vang (Epipremnum pinnatum (L.) Engler cv. aureum Nichols) va choc bac
(Syngonium podophyllum Schott), xt Iy sbc nhuge truong bang citrate natri
0,4% trong thoi gian 1a 45 phut - 60 phut cho két qua tot hon 30 phit - 45 phut.

R& mam dua hiu tiéu hic long hat 1ép va la mam dau ha lan duoc xéac dinh c6 thoi
diém phan bao c6 nhiéu tién ky giita sém nén thoi gian sdc nhuoc trrong khoang
35- 40 phut trong citrate natri 0,3%.

Céc té bao thyc vat da duge xtr 1y séc nhuge truong & ky gitra c6 cac nhiém sic thé
phén tan ¢ hinh 3:

\ 3%
k.

Hinh 3: T¢ bao c6 nhiém sfic thé phan tan sau khi xir 1y séc nhuwge trwong (X1.000)

a. Chuéi nha (Musa paradisiaca L.), b. Dua hdu tiéu hdc long hat lép, c. Hanh ta (Allium ascalonicum L.), d. Hanh
tay (Allium cepa L.), e. Ddu ha lan (Pisum sativum L.), f- Bac ha (Alocasia odora C. Koch) , g. Ray voi (Alocasia
macrorhiza (L.) G. Don.), h. Mén ngira (Colocasia esculenta (L.) Schott), i. Khoai mén (Colocasia esculenta (L.)
Schott), j. Mén dém (Caladium bicolor (4it.) Vent.), k. Mdi dam (Cryptocoryne ciliata Wydler), . Trau ba vang
(Epipremnum pinnatum (L.) Engler cv. aureum Nichols), m. Bach phién (Spathiphyllum patinii N. E. Br.), n. Cdy
chée bac (Syngonium podophyllum Schott)
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- Mau vat trong mdi truong nhuge truong qua lau (>90 phuat), té bao truong
nhung kho nhén dién nhan va nhiém sac thé (Hinh 4).

F
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Hinh 4: Té bao khi xir Iy séc nhuge truong qua lau (X1.000)
a. Chuéi nha (Musa paradisiaca L.), b. Dua hédu tiéu hdc long hat 1ép, c. Hanh ta (Allium ascalonicum L.), d. Hanh
tdy (Allium cepa L.), e. Ddu ha lan (Pisum sativum L.)
Theo Tran Coéng Khanh (1980), khi nghién ctru té& bao va mé thuc vat, can st dung
cac dung dich sinh 1y d nuéi séng té bao nhu dung dich Knop hoic cac dung dich
ding cho dong vat nhu Ringer, Locke, Tyrode. Dé khao sat s6 lugng nhiém sic
thé, t& bao thuc vat duoc xu Iy nhugce treong trong KC1 0,075M (Ruiyang et al.,
1982) hodc trong dung dich nhugc truong Ohnuki (55 mM KC1, 55mM NaNO;
and 55mM NaC2H302 ti 1& 10:5: 2) Trong nghién cuu nay, c1trate natri ciing co
hiéu qua gy soc nhugc truong ¢ té bao thyc vat lam nhiém sic thé _phén tan trong
té bao, tuy nhién khi gy séc nhuogc truong trong dung dich c6 ndng do thip va
thoi gian kéo dai 1am nhiém sic thé bién dang.
Khdo sdt s6 luong nhiém sdc thé & té bao thuc vat: SO lugng nhiém sdc thé trong
céc té bao khao sat liét ké ¢ bang 1.

Biang 1: S6 lwgng nhiém sic thé & cac loai thwe vat

Loai Két qua Két qua truée Tac gia

Chuoi nha (Musa paradisiaca L.) 2n=3x= 33,2+0,137 2n=3x=33 Ortizand Vuylsteke, 1994

Dua hiu Tiéu hic long hat lép 2n=3x=32733+0,8

Hanh ta (Allium ascalonicum L.) 2n=15,733 + 0,363 2n=16 Baranyi and Greilhuber, 1999

Hanh tay (A/lium cepa L.) 2n=16,066 + 0,419 2n=16  Paknia and Karimzadeh, 2010

Dau ha lan (Pisum sativum L. 2n= 14,233 £ 0,260 2n=14 Murtaza et al., 2005

Bac ha (dlocasia odora C. Koch) 2n=28,3 + 0,444 2n =156 Sultana et al., 2011

2n =128 Peterson, 1989

Ray voi (Alocasia macrorhiza 2n=27,9+0,214 2n =28 Sultana et al., 2011
(L.) G. Don.) 2n=26 Mohamed et al., 2006

Moén ngtra (Colocasia esculenta 2n =28,233 £ 0,423 2n =28 Nguyen X.V., 1998
(L.) Schott)

Khoai mon (Colocasia esculenta 2n = 28,367 + 0,295 2n =28 Kreike et al., 2004
(L.) Schott) 2n=3x=42

Moén dém (Caladium bicolor 2n=27,633 + 0,652 2n =28 Sharma and Sarkara,1964
(Ait.) Vent.)

Méi dam (Cryptocoryne ciliata 2n = 18,067 £ 0,257 2n =22 Arends et al., 1982
Wydler)

Triu ba vang (Epipremnum pinnatum 2n= 55,533 £ 0,615 2n=60.2 Marchant, 1970
(L.) Engler cv. aureum Nichols)

Bach phién (Spathiphyllum 2n =29,633 + 0,417 2n =30 Mohamed et al., 2006
patinii N.E. Br.)

Choc bac (Syngonium 2n = 17,933 +0,347 2n =22 Mohamed et al., 2006

podophyllum Schott)
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3.2 Xir Iy soc nhuwgc truong & té bao dong vit va khao sat s6 lwgng nhiém sic
thé ¢ té bao dong vat

3.2.1 Té bao sinh duc dwe chiu chiau (Acrida Linnaeus, 1758)

O té bao sinh duc duc chau chiu (Acrida Linnaeus, 1758) khi ¢ dinh & cac thoi
diém khac nhau trong ngay déu quan sat duoc cic giai doan ctia qua trinh
giam phan.

Theo Sharma (1966), dung dich NaCl 0,73% méi truong dang truong ddi vai té
bao sinh duc dyc cua chau chiu. Néu tach tuyén sinh duc trong mdi truong NaCl
0,73% rdi ¢ dinh dé thyc hién tiéu ban thi cac nhiém sic thé ¢ ky giira thudng tap
trung & mit phang xich dao va nhiém sic the gioi tinh X dang que khong nam trén
mat phang xich dao (Hinh 5a). D6i khi c6 t& bao c6 nhidm sac thé phan tan.

- Khi tach tuyén sinh duc chau chiu (Acrida Linnaeus, 1758) trong méi trudng
dang truong rdi xir Iy nhuge truong bang NaCl 0,6% va 0,5% trong 10 phit
trude khi ¢d dinh, két qua cho thiy té bao truong nhung khong v&, cac nhidm
sdc thé phan tan trong té bao nhung con chdng nhau.

- Khi tach tuyén sinh duc chau chiu trong méi truong dang trwong rdi xir ly
nhuoc truong bé“mg NaCl 0,4% trong 10 phut trudc khi ¢ dinh, két qua cho
thdy té bao trwong, nhiém sic thé phan tan 13. O ky sau I, mdi cyuc té bao gom
11 cdp nhiém sic thé thuong (2 cap hinh dang hat, 9 cép hinh que dai ngén
khac nhau) va 1 nhiém sic thé giéi tinh X dang que (hodc khong co6) (Hinh 5b).
O ky gitra II quan sat dwoc 11 cap nhiém sic thé thudng va 1 nhidm sic thé
gi6i tinh X dang que (Hinh 5c¢). O ky sau II, tai mdi cuc t& bao quan sat 11
nhiém séc thé don hodc 12 nhiém sic thé don (Hinh 5d).

"""
"‘i’*@h T
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Hinh 5: Té bao va nhiém sic thé ciia chiu chiu (Acrida Linnaeus, 1758) (X1.000)
a. T? bao khi khdng xit Iy nhuoc truong, b. Té bao 6 sau 1, ¢. Té béo & ky giita 11, d. 1 cuc té bao 6 ky sau I (11
nhiém sac thé don)
— Khi tach tuyén sinh duc chau chdu trong méi truong dang truong rdi xir 1y
nhuoc trrong bang NaCl 0,3%, két qua cho thiy nhiéu té bao vd ra, giy lac
nhiém sic thé.

3.2.2 Té bao tuyén nuwée bot ruoi giam (Drosophila sp.)

Theo Sharma (1966), dung dich dang truong 0 au trung ru01 gidm (Drosophila sp.)

1a NaCl 0,7% hodc dung dich Ringer cua rudi gidm gom 860 mg NaCl, 30 mg

KCl, 35 mg CaCl, trong 100ml nudc cat. Khi tach tuyén nudc bot trong moi

truong nay roi cd dinh va thyc hién tiéu ban, két qua cho thdy mudn quan sat rd

hinh dang nhiém sic thé can phai ép v té bao.

- Néu tach tuyén nudc bot trong méi truong dang truong NaCl 0,73% roi xir 1y
nhugc truong trong NaCl 0,6% trude khi ¢6 dinh rdi thyc hién tiéu ban, két qua
cho thay té bao truong 1én nhung chua quan sat rd hinh dang ciia nhidm sic thé
trong té bao.
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- Khi tach tuyén nuéc bot trong méi truong dang truong NaCl 0,73% rdi xir 1y
nhugce trrong trong NaCl 0,5% trong 10 phut trude khi ¢b dinh rdi thuc hién
tidu ban, két qua cho thay té bao truong 1én va quan sat dugc hinh dang cua 1
nhiém sic thé khong 16 trong mdi té bao khong bi vo. Mbi nhiém séic thé khéng
16 co cac day toa ra ¢ vung tdm dong (co thé quan sat 5 day dai va 1 day ngan)
Trén mdi ddy nhiém sic thé co vung di nhiém sic xen 1an vung dong nhiém sic
va ving bap hoa (Hinh 6). Két qua tuong ty nhiém sic thé khong 16 nhu
Nguyén Nhu Hién (2006) da mo ta.

b.

Hinh 6: Tuyén nuéc bot va nhiém sic thé khéng 16 trong méi té bao ciia tuyén nwéc bot
(X1.000)

a. Tuyen nude bot, b. Cac té bao ciia tuyen nueéie bot, ¢. Nhiém sdc thé khéng 6 trong 1 té bao, d. Ving dong nhiém
sdc va ving di nhiém sdc ciia nhiém sdc thé khéng 16, e. Ving bip héa
- Khi tach tuyén nuéc bot trong méi truong dang treong NaCl 0,73% roi xir 1y
nhugc treong trong NaCl 0,3 % trong 10 phut, két qua quan sat cho thay nhiéu
té bao vo ra.

3.2.3 Té bao ndo ciia du trimg ruéi giam (Drosophila sp.)

Pbi v6i miu ndo cua au trung rudi glam (Drosophila sp.), true khi lay tach nio,
cho doi III duge xur ly trude trong thoi gian 15 phat voi ndm men banh mi dé kich
thich phan bao nguyén nhidm (cho doi III vao 0,1g ndm men /1 ml nudc cat).

- Khi tach ndo trong méi truong dang truong NaCl 0,73% rdi xir Iy nhuoc truong
trong NaCl 0,6% trong 10 pht, két qua cho thiy nhiém sic thé chua phan tan
(Hinh 7a).

- Khi tach ndo trong méi truong dang truong NaCl 0,73% rdi xtr Iy nhugc truong
trong NaCl 0,5% trong 10 phut, két qua cho thay nhiém sic thé phén tan trong
te bao.

% -?-."*- i

Hinh 7: Té bao chwa giy séc nhwoc trrong (X1.000)

a. Té bao ndo du tring ruoi giam (Drosophila sp.) khi xit Iy NaCl 0,6%, b va ¢). Té bao ndo du tring ruoi giam khi

xit Iy NaCl 0,5%
O rudi gidm, s6 nhiém sic thé trong té bao thay d6i tuy loai. O Drosophila
melanogaster b nhiém séc thé ludng boi 2n = 8. Theo Watabe et al. (1997), bo
nhiém séc thé ludng bdi cua Drosophila gani 14 2n = 12 va & Drosophila okadai
2n = 12. Két qua quan sat tiéu ban ¢ rudi gidm thu trong méi trudng tu nhién
(Drosophila sp.) nay c6 bo nhlem sac thé 2n = 8. D¢ khao sat hinh dang ctia nhiém
sdc thé can nhudm nhiém sic thé theo phuong phap nhudm C-band.
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- Khi tach ndo trong méi truong dang truong NaCl 0,73% rdi xir Iy sc nhuoc
truong trong NaCl 0,4% va 0,3% trong 10 phat két qua cho thay té bao bi vo,
nhiém séc thé bi lac.

O té bao dong vat, theo cac nghién ctru khac, cac loai hoa chit duoc sir dung gay

sdc nhuoc truong o 1a citrate natri (Meredith, 1996) hodc KC1 (Mesa et al., 1990).

Trong nghién ctru nay, NaCl dugc sir dung dé gy séc nhuoc truong ciing c6 higu

qua 1am phan tan nhiém sic thé trong té bao.

3.3 Thuec hién tiéu ban ¢6 dinh
Tach lammelle va phan hoa mau

Tach lammelle bang axit acetic: up nguoc tiéu ban tam thoi vao dung dich axit
acetic 30%. Khi lammelle di tach ra, tiéu ban dwoc ngdm thém 30 gidy nira dé lam
tang do twong phan.

Tach lammelle bﬁng da CO,: dat tiéu ban tam thoi 1én vi da CO, trong ngan da tu
lanh trong thoi gian tur 12 - 24 gi¢. Tach lammelle ra khoéi lame. Cho lame da tach
lammelle vao dung dich acid acetic 30% trong thoi gian 30 gidy dé phan hoa mau.

b. EEETTTTE

Hinh 8: Tach lammelle b?mg acid acetic (a) va b?mg da CO,(b)
Khir nudc: Lame ¢6 mau vat sau khi da tach lammelle duoc chuyén qua céac lo con
c6 nong do tang dan (30° 50°, 60°, 70°, 75°, 80°, 85°, 90°, con tuyét d01) dé khur
nuoc. Thoi gian gitr mau qua cac lo con thay doi tiry loai mau vat dé mau khong
mat mau nhanh (khir chua hét nudc) hoic té bao bi teo (khi khir nude nhidu qua).
Lam trong mau: Chuyén lame c6 miu da khir nwéc qua xylen I va xylen II hodc
chuyén lame c6 mau da khir nudc qua n-butanol va xylen. Ti€u ban c6 dinh can dat
vé yéu cau: t&€ bao khong teo, mau tuwong phan, gitt mau lau, quan sat dugc nhieém
sac the.

Bing 2: Thoi gian khir nwéc trong cdn (gidy)

Chudi Duahiu Hanh tdy Hanhta DPauhalan Chéuchiu Nio Tuyén nuéc bot

Cbn 30° 5 5 5

Cbn 40° 5 5 5

Cén 50° 30 20 18 17 20 5 5 5

Con 60° 30 20 18 17 20 5 5 5
Con70° 30 17 18 17 17 5 5 5
Con80° 30 17 18 17 17 5 5 5
Con90° 25 17 18 17 17 5 5 5
Con99°5 20 10 15 10 10 5 5 5

n- Butanol 10 10 10

Xylen I 15 5 5 5 15 7 phut 5 phat 5 phat
Xylen I1 15 15 7 phut 5 phut 5 phat

Ddn mdu: Mau sau khi khtr nuéc duge ddy va dan lammelle bang Baume canada
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4 KET LUAN

O té bao thuc vat (r& non, 14 non, ré mam va 1a mz‘?lm) cua hanh ta (Allium
ascalonicum L.), hanh tay (Allium cepa L.), dau ha lan (Pissum sativum L.), dua
héu lai F1 TN736 tiéu hic long hat 1ép, chudi nha va 9 loai thuc vat thudc ho ray
(Araceae) khi dugc xtr 1y bang citrate natri (CH;NasO,) 0,4% trong thoi gian 30 - 60
phut (tiy loai) trude khi ¢6 dinh dé thuc hién tiéu ban hien vi da gdy dugc sdc
nhugce truong te bao. O té bao sinh dudng cua dong vat nhu nao, tuyen nudc bot
clia du tring rudi gidm (Drosophila sp.) duge xtt Iy bang NaCl 0,5% va té bao sinh
duc ctia chau chau duc (Acrida Linnaeus, 1758) dwoc xit ly bang NaCl 0,4% trong
thoi gian 10 phut trude khi ¢b dinh ciing gay duge sdc nhuoc truong. Séc nhuoc
truong ¥ nghia trong viéc lam phén tan nhidm sic thé nhung cing c¢6 khuynh
hudng lam té bao va nhidm sic thé ton thuong. S& lugng nhidm sic thé cua cac
loai nghién ctru da dugc khao sat. Qui trinh thyc hién tiéu ban hién vi tam thoi va
¢ dinh cua té bao dong vat va té bao thuc vat da dugce sc nhuoc truong cling
duoc xac dinh.
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