11°. Observacion de la mitosis: Preparacion de la muestra, tincion e identificacion

Objetivos:

Afianzar la utilizaciéon de colorantes para tincion celular.
Afianzar el manejo del microscopio optico.

Identificar “in situ” las diferentes fases de la mitosis.

Material (por estudiante):

1 microscopio
1 portaobjetos
1 cubreobjetos

aneeta-o-cltex

1 vidrio de reloj

1 vaso de precipitado (50 mL)
1 pinza de madera

1 mechero

1 cuentagotas

1 Solucion de Orceina Ay B

Previo al dia del experimento (la realiza el Profesor 5 dias antes del dia de la practica)

Obtencion de raices de cebolla

Llenar un vaso de precipitado con agua y colocar un bulbo de cebolla ‘,-
sujeto con dos o tres palillos de manera que la parte inferior quede )
inmersa en el agua. Al cabo de 3-4 dias apareceran numerosas
raicillas en crecimiento de unos 3 6 4 cm de longitud.

Preparacion de 50 mL del colorante orceina A

2 g de orceina + 23 mL de 4cido acético + 4 mL de acido
clorhidrico 1M + 23 mL de agua destilada.

Preparacion de 50 mL del colorante orceina B

2 g de orceina + 22.5 mL de 4cido acético + 22.5 mL de agua destilada.

Procedimiento:
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)
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Cortar con el cutex unos 3 mm del extremo de las raicillas y depositarlo en un
vidrio de relo;j.

Anadir varias gotas de orceina A hasta que la muestra quede completamente
cubierta.

Calentar suavemente el vidrio de reloj a la llama del mechero con ayuda de la
pinza de madera, evitando la ebullicion, hasta la emision de vapores tenues.
Retirar de la llama y dejar reposar durante 10 minutos, manteniendo el apice
completamente sumergido en el colorante.

Con las pinzas tomar el dpice o extremo de las raicillas y colocarla sobre un
portaobjetos, afiadir una gota de orceina B y dejar actuar durante 2 minutos.
Colocar el cubreobjetos con mucho cuidado sobre la raiz.

Sobre la preparacion colocar 5 6 6 tiras de papel de filtro. Poner el dedo pulgar
sobre el papel de filtro en la zona del cubreobjetos y hacer una suave presion,
evitando que el cubre resbale. Si la preparacion estd bien asentada no hay peligro
de rotura por mucha presion que se realice. Con esto se consigue que la raiz
quede extendida (técnica de splash).
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8) Observar al microscopio.
Resultados:

- Estimate the total number of nuclei you observe and the number of nuclei which
undergo any of the mitotic phases. Organise this in a table.

- Calculate the mititoc index with the following formula: M.I. = number of mitotic
phase figures / number of total counted nuclei x 100 for each of the phases

Mitotic Index

Cells in mitosis

Total number of cells

Cells with visible chromosomes:

20

Cells without visible chromosomes:

Mitotic Index:

20 + (20 + 55) = 0.267
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