CARIOTIPO HUMANO Obtencion del boton celular y frotis de los nucleos

Una hora antes echar 100

. oo . Resuspender con Eliminar Eliminar
pl de Colchicina (10 pl/ml) Ellrglnar (rjne(ilo 5 cc de CIK 75 mM sobrenadante c ot sobrenadante
Ssobrenadante calentada a 37°C ompletar
hasta 6 cc
— — < —=de Carnoy <~ —
. gota a gota y
37°C Centrifugar 8 minutos eon de Carnoy resuspender Centrifugar
5 minutos estufa a 37°C en agitador con pipeta 6 minutos
1500 rpm 4 Cent.rlfugar 1500 rpm
Cultivo sanguineo (8 cc) 2 6 minutos
hasta 2 1500 rpm
1o 05 0 05 6o
Precipitado Nucleos interfasicos hasta cambio
de células y metafasicos de color marrén
Completar
con4cc Completar Eliminar Con:;_ple(tjar ot
resuspendiendo hasta
de Carnoy con 2 cc de sobrenadante 0,5 CC de carnoy (10
A Eliminar Carnoy (Decantar de gotas)
sobrenadante RN golpe sin
Resuspender f~——] (Decantar de \ Resuspender . sacudir)
para disolver Centrifugar golpe sin ¢ ) para disolver Centrifugar
el precipitado 6 minutos sacudir) p el precipitado 5 minutos
— —_— —_—» . ' | | ——— —_— —_—
1500 rpm ( 1500 rpm
|4
(Dejar la pipeta dentro del tubo)
En los tiempos de espera se limpiaran con alcohol (70%) unos 5 portas (se
eliminan Ips restos de gra,sa). Se anotara con lapiz el nombre, del alumno. En la Preparacion del frotis sanguineo
cara escrita del porta sera donde coloquemos la muestra, asi sabremos la cara
del porta que debe tratarse con cuidado, evitando cualquier contacto fisico. Dejar Tomar con la pipeta sélo un par de gotas.
envejecer al menos 5 dias los frotis antes de proceder a la tincién y montaje Dejar caer sobre el porta de la siguiente forma:
definitivo. 1° Inclinar el portaobjetos 45 °
2° La distancia de caida de la gota: 1/5 metro.
Medio de cultivo sanguineo . De esa forma se rompen los nucleos y quedan 0
Medio RPMI 1640 100 cc Medios sueltos y separados los cromosomas 1/5m
Suero fetal de ternera 15 cc ,
L-glutamina 200 mM 0,5 cc metafasicos
Penicilina-Streptomicina 2 cc Solucién Carnoy
Phitohemagglutinina 0,7 cc S iz
Hepes buﬁg? 1,5 cc Metanol 75 cc M
Heparina sodica 0,3 cc Ac. acético 25 cc CIK 5,59 gr
Total 120 cc Total 100 cc Agua 1000 cc
Los 120 rt 15 Recién preparada . .
froechs con 8 oo e vita g estufaa IMPORTANTE: el porta bien humedecido con vaho
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CARIOTIPO HUMANO Tincibn y montaje de preparaciones

Digestion
enzimatica Lavado Tinciéon
( 8 )
Tripsina PBS PBS Giemsa (Merk)
(0,1 g/ 100ml de PBS) (3 ml /100ml de PHOS)
—_— —_— e —_—
700 ml 100 ml 700 ml 100 ml Lavar MUY BIEN con
agua FRIA del grifo y
10 segundos Agitar el porta 2 minutos 10 minutos dejar secar.
Montaje de preparaciones Tampon PBS
A . CIN 16

2% gota a g

1% gota CIK 0,44

KH,PO, 0,449

- Medios Na,HPO, 23g¢g

\ Q'O Agua 1600 cc
0 >

(~ PHOS 1
Tampon PHOS Na,HPO, 9,469
T — Agua 1000 cc

PHOS 1 43cc <
Voltear el cubre con las gotas de _Fr)c;';)ls 2 13(7) ‘ég PHOS 2
. Entellan y colocarlo sobre el - KH.PO 907
Dejar caer dos gotas portaobijeto. No presionar luego con Mezclar en el momento de usar 20 4 D79
bien separadas de los dedos. Después de dos dias se para conseguirunpH =67\ Agua 1000 ce
Entellan en el cubre

puede mirar al microscopio.
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