8 de xullo do 2016


PRACTICA 4.  CULTIVO PRIMARIO: CARIOTIPADO DE LINFOCITOS DE SANGE HUMANO
OBXECTIVOS

· Obter un maior número de células en mitosis. 
· Observar os cromosomas na metafase.
MATERIAL E EQUIPO
Todo o material de cultivo debe ser esterilizado previamente:

· Tubos de 12 ml.

· Frasco para conter residuos. 

· Frasco con Etanol ó 70%. 

· Campá de fluxo laminar (opcionalmente pódese traballar entre 2 mecheiros). 

· Incubadora a 37 ºC. 
· Portaobxectos.
· Microscopio. 

REACTIVOS

· Colchicina. 

· H2O destilada.
· KCl.
· Etanol. 
· Ácido acético.
SOLUCIÓNS

· 0.1% Colchicina.
· 0.4 % KCl.
· Solución fixadora.
· Colorante de Giemsa
PROCEDEMENTO
B. Colleita e observación de cromosomas.
□ 5. Continuamos a práctica 2b preparando 10 ml de colchicina 0,1% (0,01 g en 10 ml de H2O destilada).
□ 6. Sacamos da incubadora os tubos co cultivo primario de sangue.
□ 7. Engadir 2 ml de Colchicina ós cultivos.

□ 8. Incubar 1 hora máis. 

□ 9. Preparar 100 ml de solución de KCl 0,4 %.
□ 10. Centrifugar os tubos coas células a 200 xg durante 10 minutos.

□ 11. Desbotar o sobrenadante (coidado cos linfocitos).
□ 12. Resuspender as células nun pouco da solución hipotónica de KCl (0.4 %), e logo enrasar a 10 ml e volver mezclar.

□ 13. Incubar 30 minutos a 37  ̊C (pode ser nun baño).
□ 13. Centrifugar 10 minutos a 200 xg.

□ 14. Desbotar o sobrenadante.

□ 15. Enrasar a 10 ml coa solución fixadora (etanol: ácido acético, 3:1).
□ 16. Centrifugar 10 minutos a 200 xg.
□ 17. Desbotar o sobrenadante.

□ 18. Volver enrasar a 10 ml coa solución fixadora.

□ 19. Centrifugar 10 minutos a 200 xg.

[image: image1.emf]□ 17. Desbotar o sobrenadante.

□ 18. Resuspender as células co resto de líquido non desbotado.

□ 19. Gotear nun portaobxectos dende unha certa distancia para que as células rompan.
□ 20. Deixar que seque, antes pódese soplar un pouco para extendelas.
□ 21. Tinguir con Giemsa e agardar 2 minutos (ou con giemsa ó 4%, durante 20 minutos).
□ 22. Observar no microscopio e fotografiar (100x).

RESULTADOS.
□ 23. Pódese calcular o índice mitótico (= (células en metafase / células totais) x 100)
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