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制备黄豆花生染色体标本前
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提 要

在染色体标本制备中
,

对黄豆离体根尖用 。
.

0 02 M 8一轻基隆琳
、

。
.

05 肠秋水仙碱及前二者

的等量混合液分别在1 8 ℃恒温下前处理三小时
,

冷蒸馏水 ( 4 ℃~ 5 ℃ ) 中前处理 2 2小时
.

以

8 一轻基哇琳在18 ℃处理出现的中期分裂相最多
。

用。
.

00 2M 8 一 经基奎味在 18 ℃~ 20 ℃恒温

下
,

对黄豆和花生根尖进行不同间隔时间前处理
,

结果观察到黄豆根 尖的晚前期和 中 期分 裂

相以 3 ~ 3
.

5小时最多
:

花生根尖的中期分裂相以 2 ~ 4 小时最多
。

关健词 染色体标本制备
,

黄豆
;

花生
;

前处理

引 言

染色体制片技术是细胞学和遗传学研究的基础
。

近年来
,

随着对细胞微观结构研究的

日益深入
,

在观察细胞分裂期中染色体的变化
;
染色体数目和结构变异

;
体细胞染色体联

会
;
染色体组型以至带型分析

; 鉴定物种的亲缘关系以至鉴定各种代换系
、

附加系等方面

的研究上都要求制备出较好的染色体标本
,

而且
,

大多数研究都以晚前期和分裂中期的染
色体最适合于观察和分析

: “

前处理
,

是染色体标本制备中较关键的一步
。

采用合适的药
, 物进行恰如其份的处理

,

使染色体标本积累较多理想的晚前期及中期分裂相
。

既要使染色

体螺旋化而缩短加粗到一定程度
,

以便获得染色体数目齐全
、

分散而不重叠的细胞标本
,

又要使染色体保持合适的长度
,

以利观察每条染色体的个性特点
,

为根据需要而对染色体

标本进行处理如分带处理创造前提
。

前人对上述间题曾作过广泛的研究 t ` 〕 ,

但常常由于作物不同
、

地点不同
、

温度不同
、

处理时间不同以及其他条件的差异
, “

前处理
”

的效果常常发生变化
。

本实验拟在前人研究的基础上
,

谨对黄豆 花生两种作物的离体根尖
,

在恒定的温度
下

,

了解采用某一种药物在一定浓度下
,

用多长处理时间能获得较多晚前期及 中期 分裂
相

。

希望为以后的研究获得较稳定的效果提供参考
。

1 0 8。年 1 月 1一日收稿
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材料与方法

(一 )试脸材料

广东博罗黄豆
,

来源于广东省博罗县农家
。

花生
:

粤油 116 号
,

来源于广东省 农 科院

经作所
。

( 二 ) 方法

取黄豆
、

花生种子分别用流水浸种法在常温下浸种约 1z 小时
,

置值温箱内 25 ℃催芽
。

在种子胚根长至 l ~ 2 c m 时
,

截取根尖按下面的设计分别进行离体前处理
,

然后参照低渗

去壁的染色体标本制备法 〔 名
’ . 〕 ,

进行前低渗
、

前固定
、

复水
、

醉解
,

后低渗
、

后固 定
、

火焰干操制片
、

G ei ms
a染色

,

把制备好的染色体标本在显微镜下检查观察结果
。

前处理的设计如下
:

1
.

不同药物处理黄豆根尖
:
采用四种不同处理

:
( 1 ) 。

.

。。2M 8 一径基生 琳 18 ℃

恒温下处理三小时
;

( 2 ) 。
.

05 肠秋水仙孩 18 ℃恒温下处理三小时
;

( 3 ) 。
.

0 02 M 8 一

经基咬琳+ 。
.

05 嗬秋水仙碱 1
:

l 混合液 18 七恒温处理三小时
;

( 4 ) 冷燕留水 4 ℃ ~

5 ℃处理 22 小时
。

每隔几天按上述四种处理进行一次实验
,

作为一次戈复
,

共重复四次
。

每
」

次 重 复 的

( 1 ) ( 2 ) ( 3 ) 处理在同天上午七时开始
,

( 4 ) 处理在前一天中午 12 时开始
,

使

四种处理基本同时进入前低渗
。

2
.

同一药物不同时间处理黄豆根尖
。

用。
.

0 02 M 8 一经基咬琳为前」处 理 药 物
,

在

18 ~ 20 ℃恒温下分别按 3 小时
、 3

.

5小时
、

4
.

5小时 5
.

5 小时 四个处理四次重复
。

每次重复

在同一天处理
。

3
.

同一药物不同时间处理花生根尖
。

用。
.

0 02 M 8 一经基鹰琳为前 处 理 药 物
,

在

18 ~ Q2 ℃恒温下
,

分别按下列时间处理
:

第一次处理
:
在 2 ~ 8小时范围内

,

每隔一个小时作一个处理
,

共七个处理
,

两次重

复
。

第二次处理
:
在第一次处理镜检后

,

淘汰分裂相少的处理
,

取分裂相较多的在 2 一 4

小时范围内
,

每隔半小时设一个处理
,

共五个处理
,

二次重复
。

试验结果

( 一 ) 不同苗物对盆豆菌处理的结果
:

试验结果表明
,

几种处理都能观察到中期分裂相
,

但以。
.

0 02 M 8 一 径 基 咬 畴 为 较

多
, 。

.

0 5份秋水仙碱+ 。
.

00 2M 8 一经基魔琳混合液次之
,

秋水仙碱 ( 。
.

05 呱 ) 单独处 理

与低温 4 ~ 5 ℃冷蒸馏水处理出现的中期分裂相较少 ( 见表 1 )
。

方差分析表明
: 区组间

差异不显著
,

说明各重复间结果接近
,

处理 间 差 异 显 著
,

说 明不 同 药 物 效 果 不 同

( F = 6
.

7 5 3 ; F 0
.

0 5 , 3
.

8 6 ; F o
.

o l= 6
.

9。 )
。

处理 l与处理 2
、

s
、

4 间差异显著
,

而

处理 2
、

3
、

4 间无显著差异 ( 表 1 )
,

说明 8 一经基咬琳是黄豆根尖 ( 离体 ) 前处理比
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衰 1不同药物产生分裂中期的细胞数目
.
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. 1
、

X
、

I 重复为 1。个片
,

M为 11 个片的分裂中期细胞总数
。

各处理间总和显著性测验结果
,

小写字母相同的表示差异不显著 ( 表 2
、

表 3 同 )

表 1 中L
.

S
.

D o
。
0 5 = 1 7 4

。
2 4

L
。

S
一

D O
。
0 1= 2 5 0

.

3 4

较合适的药物
。

从镜检观察
,

8 一经基唆啡处理的
,

每个片都能出现一定数目的分裂相细胞
,

染色体

大小适中
,

分散较好
。

低温处理的从总数看出现的中期分裂相较少
,

细胞多停留在间期及

前期阶段
。

但个别片分裂相多达 20 个
,

染色体分散较好
,

着丝粒清晰
,

染色体缩得太短
。

处理 2 和处理 3 分裂相较少
,

但染色体长度较宜
,

所以分散度和均匀度也较合适
。

( 二 ) 。
, .

0 02 M 8 一轻基唆琳对黄豆根尖前处理的给果

表 2 轻基唆琳不同处理时间观察到晚前期及中期细胞数 目
.
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. 每种处理为 10 个片的晚前期及中期分裂相累加数
.
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试验结果表明
:

在 18 ~ 20℃恒温下
, 0

.

0 02 M 8 一经基咬琳对黄豆根尖进行不同 间 隔

时间处理
,

以 3 ~ 3
.

5小时出现的晚前期及中期分裂相较多
,

且染色体较粗短
,

长度 尚 算

合适
。

4
.

5一 5
.

5小时出现的分裂相较少
。

方差分析表明
:

处理间差异很显著 ( F == 36
.

0 3 :

F o
.

05 = 3
.

86
; F O

.

ol = 6
.

99 )
。

处理 1 与处理 2 间差异不显著
,

而处理 1
、

2 与处理 3
、

4 间差异却很显著 ( 见表 2 )
,

说明 3 小时至 3
.

5小时都是比较合适的处理时 间
,

而 4
.

5

小时与 5
.

5小时出现分裂相少
,

不宜采用
。

( 三 ) 8 一轻甚座琳不同处理时间对花生分 裂相的影晌

衰 3 8 一轻荟琳哇不同处理时间观案到的分级中期细自致目
.

塾丛应应鱼应遍遍应应应三
一

} x 1
4。 5 : 。; 5 : 。 ; , ; 5 7

第 ! I ] 5 1 一 7 5 6 5 5 毛 3 3 5 3

2 2 2

、 {
5

.

2

.

每种处理为 10 个片的中期分裂相累加数
。

L
.

S
.

D 0
.

0 5 = 4 1
。

1 3;
L

.

S
.

D 0
.

0 1二 6 2
。

3 0

在第一次试验中
,

5 ~ 8 小时处理花 上恨尖绷泡中期分裂相少
,

方差分析表明
:

处理 甲

洞差异 很显著 ( F = 1 9
.

8 4 : F o
.

o s二 4
.

2 5 ; F o
.

o l = 5
.

4 7 )
。

处理 1
、

3 与处理 5
、

6
、

7
、

8
、

9 间差异显著或很显著
,

而处理 6
、

7
、

8
、

9 间无显著差异 ( 见表 3 )
。

从显

微镜观察
,

5 ~ 8 小时处理
,

染色体极粗短
,

且戌缺不全
,

说明处理时间过长
,

对染色体

产生药害
。

在第二次试验中
,

淘汰 5 小时及更长 寸间的处理
,

在 2 至 4 小时范围内的五个

处理 中
,

以处理 2
.

5小时为最佳 ( 见表 3 )
。

进行方差分析的结果
,

区组间及处理间 均 无

显著差异 ( F < 1 )
,

故各处理间无须再进行显著性测验
,

说明。
.

0 02 M 8 一经基 奎 琳 处

理花生根尖在 2 ~ 4 小时的范围内都较合适
。

进行显微镜观察发现
,

在此期间内处理 的不

但胞细出现的中期分裂相较多
,

染色体长度适中
,

分散也较好
,

大多数分裂相细胞能看清

4 0条染色体或接近于 40 条染色体
。
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讨 论

(一 )同一作物以不同药物进行前处理效果有差异
。

差异的原因是由于不同药物对细胞分裂的作用机制不同
。

如秋水仙碱可能的机制是对

纺锤丝有麻醉或毒害作用
,

也可能是抑制了A T P从而阻止和破坏纺锤体的形成 及活动
〔 ’ 〕 。

而 8 一经基唆琳能阻止纺锤体的活动
,

能赋予中期染色体在赤道面上保持其相应的排列位

、 置
。

其作用机制可能是引起细胞质粘滞度的改变从而导致纺锤体的活动受阻 【` ’ 。

所 以 对

于不同作物应考虑选择对该作物合适的前处理药物
,

才可能获得较好的效果
。

( 二 ) 同一药物不同时间处理效果有差异
。

由于处理时间过短
,

积累的分裂相较少
,

时间过长引起药害
,

不仅染色体排列紊乱
,

还
一

会使染色体残缺不全或变形
,

或使染色体缩得过短而影响前处理的效果
。

而不同作物由于

染色体大小不同
、

个性不同
、

应采用不同的处理时间
,

每一种作物应确定一个较合适的处
_

理时间范围
。

本试验在设计时
,

希望做到各步骤均在恒定的条件下进行
,

使试验结果尽可能准确一

些
。

但
“

条件不变
,

往往是相对的
,

不是绝对的
,

尤其是在制片步骤多的情况下
。

因此
,

一

本试验有一定的参考价值
,

也有其局限性
。
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