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TOM TAT

Chiing téi dd tién hanh khdo sat dnh hweng cua thoi gian nhugm va khi: mieéc 1én chdt
lirong tiéu ban hién vi ¢é dinh quéa trinh nguyén phan ¢ té bao ré cay tsi (Allium sativum L.)
nham chon dwoc gia tri thoi gian thich hop d@é thic hién tot logi tiéu ban nay. Két qud
nghién cizu chi ra rang, thoi gian nhugm va kher nuwéc 6 anh hwong rd rét dén chat heong
cua tiéu ban. O giai doan nhugm, dau ré téi dwoc nhugm véi dung dich methylene blue 1%
trong thoi gian 15 phat cho ti 1¢ tiéu ban dat chdt lwong tot cao nhat (82,22%). Trong khi
do, ¢ giai doan khir nwéc, ti 1é tieu ban hién vi ¢é dinh dat chat heong tot cao nhdt
(80,00%) khi céc tiéu ban tam thoi dwoc khir nueéc trong thoi gian 10 phit bang phwong
phap dé kho tu nhién ¢ nhiét dé phong.

Tir khoa: Tiéu ban hién vi cé dinh, nguyén phan, nhugm, kher nuréc, cay toi.

1. PAT VAN DPE

Tiéu ban hién vi thudng duoc sir dung trong cac nghién ctu sinh hoc. Vé co ban, chiing
duoc chia thanh hai loai 13 tiéu ban hién vi tam thoi va tiéu ban hién vi c6 dinh. Khi thuc
hién loai tiéu ban thtr hai, mau vat quan séat ¢ thé duoc bao quan trong mét thoi gian dai
[11]. Vi vay, chung c6 ¥ nghia rat quan trong trong giang day va nghién ciu sinh hoc. Thuc
té 13, tiéu ban hién vi ¢6 dinh qua trinh nguyén phan dong mat vai trd quan trong trong day
hoc sinh hoc & cac truong dai hoc va phd thong. Day 1a mot phuong tién day hoc hiéu qua
gOp phan phat trién k¥ ning thuc hanh cua ngudi hoc va nang cao chét luong caa hoat dong
day hoc. Viéc nghién ctiru xay dung quy trinh thuc hién tiéu ban hién vi ¢ dinh dé tao ra
dugc nhiing tiéu ban c6 chat luong tét 1a that su can thiét. Quy trinh nay da dwoc nghién
ctu trén nhiéu ddi twong nhu hanh ta (Allium ascalonicum L.) [2, 10], hanh tay (Allium
cepa L.), dau ha lan (Pissum sativum L.), rudi giam (Drosophila sp.) [10], chau chau (Oxya
chinensis) [1], trau khdng (Piper betle L.) [5], va trén nhiéu loai thuc vat khac [7]. Trong
quy trinh nay, giai doan nhuom va khir nudc c6 vai tro 16n trong viéc quyét dinh chat luong
cua tiéu ban hién vi. Céc tiéu ban duoc thuc hién dé quan sat bo nhidm sic thé cua cac loai
thuc vat va dong vat thuong dugc nhuém vai aceto-orcein [1], aceto-carmine [8, 10, 11 ],
hoic leucobasic fuchsine [9]. Bén canh d6, khi nhudém véi methylen blue, nhidém sic thé
cling bat tét voi loai pham nhuom cé gia thanh thap va dé pha ché nay khi quan sét trén tiéu
ban hién vi tam thoi [2, 12]. Tuy nhién, qua trinh khir nuée qua con va xylene dé thuc hién
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tiéu ban hién vi cé dinh con gap nhiéu kho khin do methylene blue d& bi mat mau boi céc
dung dich khir nuéc [2, 12]. Hon nita, viéc sir dung nhiing hoa chét nay c6 18 1a tén kém va
c6 thé gay doc hai cho nguoi sir dung. Trong khi dé, tiéu ban hién vi cé dinh c6 thé dugc
thuc hién bing cach khir nuée théng qua phuwong phap dé khd ty nhién [3].

Trong nghién ctu nay, ching toi st dung pham nhuém methylene blue va phuong phap
khir nuée bang cach dé kho ty nhién & nhiét d6 phong dé thyuc hién tiéu ban hién vi ¢ dinh
qua trinh nguyén phan & té bao ré cay toi. Thoi gian nhuém va khir nuée dugce khao sét
nham chon duogc gid tri thoi gian thich hop dé thuc hién tot loai tiéu ban nay.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vatliéu

Vit liéu 1a dau ré cua cay toi. Bé co duoc ré toi dung cho thi nghiém, ching toi tién hanh
tréng cu toi trong cat am trong thoi gian khoang mot tuan.

2.2. Phuong phap

Tiéu ban hién vi c¢b dinh quéa trinh nguyén phan ¢ té bao ré cay toi duoc thyuc hién theo
quy trinh gém cac budc sau: Thu mau — cb dinh mau — xt If mém miu — nhuém méau —
thuc hién tiéu ban tam thoi — tach lame véi lamelle — khir nuéc — dan mau [2, 8, 10].

Sau thoi gian khoang mot tuan ké tir khi trong toi, ching toi tién hanh thu mau. Thoi
gian thu mau vao khoang 10 gio sang [10]. Dung dao lam cat mot doan cua dau ré cé chiéu
dai khoang 2 mm. Sau d6, mau vat dugc ngdm trong cbc thay tinh chia nude cat dé loai bui
ban trudc khi thi nghiém [2].

Pau ré toi duoc ¢ dinh trong dung dich carnoy cai tién trong 2 gio. Sau khi duoc rira sach
bang con 70°, mau vat duoc chuyén sang dung dich HCI 1N véi thoi gian 15 phat [2]. Sau do,
mau vét duoc rira sach bang nudce cat va duoc nhudém bang pham nhuém methylene blue 1%.

Tiéu ban hién vi tam thoi duoc thyc hién bang phuong phap ép véi dung dich Ién kinh
la acetic acid 5% [10]. Nhitng tiéu ban tam thoi dat yéu cau s& duoc dit vao ngin dong ta
lanh khoang 24 gio [2, 10]. Sau khi tach lame va lamelle, ching toi tién hanh loai nudc
bang phuwong phap dé khé ty nhién [3] va dan mau bing canada balsam dwoc pha trong
xylene véi ti 1€ 1:1 [2].

Chung toi tién hanh khao sét thoi gian nhuom va khir nuéc dé tim ra khoang gia tri thich
hop ddi v6i mau vat nghién ciu. Thoi gian nhuém duoc thay d6i qua céc gia tri 5, 10, 15, 20
va 25 phut. Thoi gian khir nudce ciing dugc thay doi qua cAc gid tri tuong tu nhu ¢ giai doan
nhuém. M&i nghiém thac duoc 1ap lai 3 1an. S6 lwong mau duoc khao sat & mdi lan 1a 15
mau. Viéc xir Iy s6 liéu duoc tién hanh trén phan mém Excel 2010 va Statgraphics Plus.

Céc tiéu chi dé danh gia chat lugng ctia mot tiéu ban tét ¢ giai doan nhuém gom: Tiéu ban
khéng bi lem mau, c6 do trong phan cao vé mau sac giita té bao chat va nhiém sic thé, nhiém
sac thé bt mau xanh dam con té bao chat bat mau xanh nhat, c6 thé quan st 15 cac giai doan
phan chia cua té bao. Pdi voi giai doan khir nudc, ba tidu chi quan trong duoc sir dung dé danh
gié 1a loai hét nu6e trong té bao, té bao khdng bi bién dang va khong bi mat mau.
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3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua khao sat anh hwéng caa thei gian nhudm 1én chit lwong caa tiéu ban
hién vi qua trinh nguyén phan ¢ té bao ré cay toi

Nhuoém mau la mét giai doan quan trong trong quy trinh thuc hién tiéu ban hién vi cb
dinh qué trinh nguyén phan. C6 nhiéu loai pham nhuém khac nhau c6 thé duoc sir dung dé
thuc hién loai tiéu ban nay. Trong nghién ctu nay, ching téi st dung methylene blue - mét
loai pham nhuém d& pha ché va c6 gia thanh thap hon nhiéu so véi cac loai pham nhuém
khac. Bé c¢6 dugc nhiing tiéu ban bit mau tét, ching toi da tién hanh khao sat thoi gian
nhuém methylene blue 1% trén mau vat dau ré cay toi dé tim ra gié tri thoi gian nhuom thich
hop d6i vai loai mau vat nay. Két qua thi nghiém dwoc trinh bay & bang 1 va biéu db 1.

Két qua ¢ bang 1 va biéu do 1 cho thiy, thoi gian nhudém mau ¢ anh huong 16n dén
chat luwong tiéu ban. Su thay d6i thoi gian nhuom dan dén sy thay ddi rd rang cua ti 1¢ s6
tiéu ban dat chat luong tét. Két qua phan tich ANOVA chi ra rang, su khac biét gitra cac
nghiém thuac 14 c6 ¥ nghia théng ké & do tin cay 95% vi P < 0,05.

Céc nghiém thirc ¢6 thoi gian nhudém ngan (S01 va S02) c6 ti 1é tiéu ban bat mau tot rat
thap dao dong tir 15,55 dén 33,33%. Piéu nay 1a do nhiém sic thé trong té bao caa phan 16n
c4c tiéu ban bit mau rat nhat (Hinh 1a). Nghiém thiic SO3 (nhuém mau trong thoi gian 15
phut) c6 ti 1& s6 tiéu ban bat mau tét cao nhat (82,22 %). Khi ting thoi gian nhuém Ién 20
phat (nghiém thic S04) thi ti 16 sb tiéu ban dat yéu cau giam xudng (khoang 80%). Tuy
nhién, su sai khac giita hai nghiém thirc S03 va S04 1a khong c¢6 ¥ nghia thong ké vi P > 0,05.
Phan Ién cac tiéu ban cua hai nghiém thirc S03 va S04 bat mau tét, ¢ su trong phan rd rang
Vé mau sac giira té bao chat va nhiém sic thé nén co thé quan sét rd cac ky cua nguyén phan
(Hinh 1b). Néu thoi gian nhuém mau qué dai (nhudm trong thoi gian 25 phat & nghiém thirc
S05) thi ti Ié tiéu ban bat mau tét giam rd rét (chi c6 26,67% tiéu ban c6 chét lugng tot). So di
nhu vay 1a do, hau hét cac tidu ban khi dugc nhuom trong thoi gian kéo dai c6 mau xanh rat
dam, kho c6 thé nhan dién ra cac ky caa qué trinh nguyén phan (Hinh 1c).

Bdng 1: Két qua khdo sat thoi gian nhugm mau

Nghiém thirc Ty lé tiéu ban dat chat lwong tot & cac 1an khao sat (%) Trung binh
(% + SD)
S01 13,33 20,00 13,33 15,55 + 3,85a
S02 33,33 26,67 40,00 33,33+£6,67b
S03 80,00 86,67 80,00 82,22 + 3,85¢c
S04 80,00 86,67 73,33 80,00 + 6,67c
S05 20,00 33,33 26,67 26,67 £ 6,67b
Chd thich:

— 501 — S05: Cac nghiém thizc nhugm mau véi thoi gian qua methylene blue 1% lan lirot 12 5, 10, 15,
20 va 25 phdat.

— Céc chifcaia, bvac thé hién si sai khac giira cac nghiém thiic, néu cac ché cai theo sau cac sé ligu
trong cung mét cgt giong nhau thi khéng cé su khac biét ¢é y nghia thong ké (P > 0,05) trong ANOVA test.
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Mic di khéng cd sy khac nhau rd rang vé ti 1¢ tiéu ban c6 chat luong tét gitra hai
nghiém thirc S03 va S04, nhung so vai nghiém thac S04 thi nghiém thirc SO3 hiéu qua hon
vé mat thoi gian. Vi vay, thoi gian nhuom methylene blue 1% thich hop dé thuc hién tiéu
ban hién vi qua trinh nguyén phan & té bao ré cay toi 1a khoang 15 phit. Cac nghién cau
trugc tién hanh khao sat thoi gian nhuom methylene blue 1% trén ddi twong hanh ta ciing
cho két qua twong tu [2]. Viéc sir dung pham nhuém methylene blue 1% c4 1& gitp rt ngan
dugc nhiéu thoi gian hon so voi viéc s dung mot s6 pham nhudém khac. Doi véi thude
nhudém eceto-carmine 2%, thoi gian nhudm tiéu ban dé quan sét hinh thai va sé luong
nhiém sac thé trong nguyén phan ¢ té bao hanh tay, hanh ta (Allium ascalonicum), t6i ¢
thé 1én dén 30 phat [8, 11]. Bdi voi pham nhudém aceto-orcein 2%, thoi gian nhudém thich
hop nhét dé thuc hién tiéu ban hién vi quan sat sé lwong va hinh thai bo nhiém sic thé cua
chau chiu (Oxya chlnen3|s) 14 30 phdt ¢ nhiét @6 phong [1].

Hinh 1: Mgt viing quan sat o vat kinh 40X trén céc tiéu ban dwoc nhugm methylene blue 1% vai
thoi gian lan lwot 1a 10 phat (a), 15 phat (b) va 25 phut (c)

3.2. Két qua khao sat anh hwéng cia thoi gian khir nwéc 18n chat lwgng cuaa tiéu
ban hién vi cé dinh qua trinh nguyén phan & té bao ré cay téi

Khtr nude ra khoi té bao 1a giai doan quan trong quyét dinh sy thanh cng cua viéc thuc
hién tiéu ban hién vi ¢ dinh. Thong thuong mau vat dugc khir nuée bang cach di chuyén
qua cac dung dich con c6 nong do ting dan va cudi cung cho qua dung dich xilen nguyén
chat. Tuy nhién, c4c tiéu ban vé qua trinh nguyén phan dugc nhuém bang pham nhuom
methylene blue rat d& bi mat mau khi dwoc khir nudc thong qua phuong phap nay. Vi vay,
phuong phap dé kho tu nhién & nhiét 6 phong duoc st dung trong nghién ciu nay. Thoi
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gian khir nu6e duoc khao sat dé cd thé chon duoc gia tri thoi gian thich hop dam bao loai
hoan toan nudc ra khoi té bao, nhung khong lam bién dang té bao va nhat mau tiéu ban. Két
qua khao sat duogc trinh bay ¢ bang 2 va biéu do 2.

Bing 2: Két qua khdo sdt thoi gian khir nude

Nghiém thirc Ti Ié tiéu dat chat lwong tot & cac 1an khao sat (%) Trung binh (%z SD)
D01 13,33 20,00 20,00 17,78 £+ 3,85a
D02 80,00 73,33 86,67 80,00 + 6,67b
D03 40,00 33,33 26,67 33,33+ 6,67C
D04 26,67 20,00 20,00 22,22 + 3,85a
D05 13,33 13,33 20,00 15,55 + 3,85a

Chu thich: D01 - D05: Cac nghiém thirc khi nueéc véi thoi gian khir nueéc bang cach dé kho tur nhién
¢ nhiét do ph(‘)r]g lan luot 12 5, 10, 15, 20 v;;\ 25 phat. Cac chir céi a, b va ¢ thé hién sir sai khac giza cac
nghiém thz’gc, néu cac chir cai theo sau cac so liéu trong cung mét cét giong nhau thi khdng cé si khac biét cé
¥ nghia thong ké (P > 0,05) trong ANOVA test.

Bang 2 va biéu do 2 cho thay rang, ti 1¢ tiéu ban dat chat luong tét thay ddi rat Ion khi
thoi gian khir nuée thay d6i. Két qua phan tich ANOVA cho thay, su khac biét giira cac
nghiém thirc 1a c6 ¥ nghia théng ké & do tin cay 95% vi P < 0,05.

Cac nghiém thurc ¢6 thoi gian khir nude ngén (D01) c6 ti 18 tidu ban dat chat lwong tét
rat thap (17,78%). Diéu nay la do phan 16n tiéu ban chua duoc loai nude hoan toan, nudc
van con lai trong té bao (Hinh 2a) va sau d6 luong nuéc con lai nay s& thoat ra ngoai 1am
mo tiéu ban. Nghiém thac D02 (khtr nuée trong thoi gian 10 phut) c6 ti 16 s6 tiéu ban dat
yéu cau tét cao nhat (80,00%). Phan Ién céc tiéu ban caa nghiém thirc D02 dugc khir nudce
hoan toan, cé hinh dang té bao va chat lwong mau o6n dinh (Hinh 2b). Su khac biét vé ti Ié
tidu ban dat chat luong tét & nghiém thirc D02 so véi cac nghiém thirc khac 1 rd rang va co
¥ nghia thong ké (P < 0,05). Khi ting thoi gian khir nuéc 1én 15 phdt (nghiém thac D03), ti
1& s tiéu ban dat yéu cau giam xudng dang ké (33,33%). Ti I& nay thip nhat & nghiém thuc
D05 (15,5%). S¢ di nhu vay la do thoi gian khir nuéc kéo dai 1am cho té bao bi bién dang,
chat lwong mau giam sat (hinh 2c).
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Hinh 2: Mgt viing quan sét ¢ vat kinh 40X trén cac tiéu ban duoc khir meoc bang phuong phap dé
kho tw nhién vdi thoi gian lan lrot 12 5 phit (a), 10 phat (b) va 15 phat (c)

Nhiing phan tich trén cho thay rang thot gian khur nude bang phuong phap dé kho tu
nhién thich hop dé thyuc hién tiéu ban hién vi cé dinh qua trinh nguyén phan ¢ té bao ré cay
toi la khoang 10 phat. Khir nuéc bang phuong phap nay that sy mat nhiéu thoi gian hon so
véi phuong phap khir nuée bang con va xylene.
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Tiéu ban nguyén phan & té bao ré hanh ta dugc nhuém véi methylene blue 1% chi can
khir nude qua cac nong do con ting dan trong thoi gian 44 gidy [2]. Nhiing tiéu ban nguyén
phan dugc nhudom bing aceto-carmine 1% ¢ ré hanh ta va hanh tay c6 thoi gian kht nuéc
qua con khoang 2 pht [10]. Mic du khéng hiéu qua vé mat thoi gian, nhung phuong phap
khir nudc bang cach dé kho ty nhién ¢ nhiéu wu diém hon so v&i phuong phap khir nudc
qua con va xylene. Pay 1a phuwong phap dé thyc hién va it tén kém kinh phi. Hon nira, nd
khong doc hai d6i véi nguoi thuc hién. Dac biét 13, nd khic phuc duge nhuge diém caa
phuong phép khir nuéc qua con 1a dé dang 1am mat mau ddi véi cac tiéu ban nguyén phan
nhuém bang methylene blue néu thao tac khdng chinh xac vé thai gian thuc hién.

4. KET LUAN

Thoi gian nhuém va khir nuéc ¢6 anh husng rd rét 1én chat luong cua tiéu ban hién vi
c¢d dinh qué trinh nguyén phan ¢ té bao ré cay toi. O giai giai doan nhuom, ti ¢ tiéu ban cé
chat lugng tét cao nhat (82,22%) khi thoi gian nhuém 1a 15 phat qua dung dich methylene
blue 1%. So vai nghiém thac nhuom 20 phat, nghiém thicc nhuém 15 phat cé ti I€ tiéu ban
dat chat luong tét khéc biét khong dang ké, nhung hiéu qua hon vé mat thoi gian. Vi vay,
thoi gian nhuom methylene blue 1% thich hop dé thyuc hién tiéu ban hién vi qua trinh
nguyén phan ¢ té bao ré cay toi la khoang 15 phat. O giai doan khir nudc, ti 18 tiéu ban hién
vi ¢d dinh dat chat luong tot cao nhat (80,00%) khi thoi gian khtr nudc 1a 10 phat bang
phuong phap dé khd tu nhién. Sy khac biét vé ti 18 tiéu ban dat chat lugng tét gitra nghiém
thuc khir nuge 10 phat véi cae nghiém thire khir nuege khac 1a rd rang. Do do, thoi gian khu
nuée bang phuong phap dé kho ty nhién thich hop dé thuc hién tiéu ban hién vi ¢é dinh qua
trinh nguyén phan & té bao ré cay toi la khoang 10 phit.

THE INFLUENCE OF DIFFERENT STAINING AND DEHYDRATING
DURATIONS ON THE QUALITY OF PERMANENT SLIDES OF MITOSIS IN
ROOT TIP CELLS OF GARLIC

Tran Thanh Hung, Le Thi Duong
ABSTRACT
We carried out a survey of the influence of different staining and dehydrating
durations on the quality of permanent slides of mitosis in root tip cells of garlic (Allium
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sativum L.) in order to determine the appropriate values of duration. The results show that
the changes of staining and dehydrating duration lead to the considerable differences of the
quality of microscope slides. In the staining stage, staining the root tips about 15 minutes
with the 1% methylene blue solution brings the highest ratio of good microscope slides
(82,22%). Meanwhile, in the dehydrating stage, the proportion of permanent slides which
obtain good quality will be highest (80,00%) if the temporary slides are dehydrated about 10
minutes by our improved method that makes them dry at room temperature.
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