Specie: Vicia faba (fava).

Tessuto: meristema di apici radicali secondari (tessuto attivamente proliferante).

Allestimento del preparato: schiacciamento (le cellule vicine nel tessuto rimangono in prossimità reciproca ma si perde l’organizzazione tridimensionale del tessuto; viceversa si osservano bene le singole cellule).

Fissaggio: si immergono gli apici radicali in una miscela di etanolo-acido acetico 3:1 per almeno 20’.

Colorazione: colorazione Feulgen: idrolisi acida degli apici fissati con HCl 1N a 60°C per 10’; quindi immersione in reattivo di Schiff per 1h.

Montaggio: si schiacciano gli apici in acido acetico 45% tra i vetrini portaoggetti e coprioggetti; si rimuove il coprioggetti a freddo (almeno -20°C) con una lama di bisturi, si disidrata e si monta un nuovo coprioggetti con balsamo.

Osservazione: si osservano gli effetti di un trattamento mutageno (idrazide maleica): i frammenti acentrici si possono osservare in anafase, mentre rimangono fermi a metà strada fra i due gruppi di cromatidi che migrano verso i pol opposti; i cromatidi dicentrici si osservano come ponti di cromatina che non riescono a separarsi in anafase. I frammenti acentrici si osservano molto bene in interfase come micronuclei, cioè come ammassi tondeggianti di cromatina, più piccoli del nucleo, entro la stessa cellula.

Specie: Homo sapiens (uomo).

Tessuto: linfociti coltivati in vitro (tessuto indotto a proliferare).

Allestimento del preparato: prelievo del sangue dal donatore, allestimento della coltura cellulare, durante la quale viene somministrata alle cellule 5-Bromo-desossiuridina, che fornisce al DNA di nuova formazione 5-Bromo-uracile al posto della Timina; sospensione cellulare (le singole cellule vengono disperse e si osservano bene) somministrazione di colchicina 2 ore prima del fissaggio, per distruggere il fuso mitotico delle cellule da studiare e osservare così i singoli cromosomi.

Fissaggio: dopo trattamento ipotonico con KCl 0,075M si espone la sospensione cellulare in una miscela di etanolo-acido acetico 3:1 per almeno 20’.

Disseminazione su vetrino: si lasciano cadere alcune gocce della sospensione cellulare in fissativo su portaoggetti.

Colorazione: esposizione con H33258 0,5mg/l per 20’, quindi a luce UV per 30’, quindi a 65°C in tampone per 40’, quindi a Giemsa: immersione dei portaoggetti in colorante di Giemsa al 5% per 30’.

Montaggio: si monta un coprioggetti con balsamo.

Osservazione: si osservano bene i cromosomi mitotici che sono 2n=46, con i cromatidi fratelli ben appaiati; nella 1° mitosi dopo la somministrazione di 5BrUdR tutti i cromosomi di una metafase hanno entrambi i cromatidi colorati, essendo entrambi i cromatidi costituiti da doppie eliche di cui un’elica è con timina (T) e una con 5BrU; nella 2° mitosi tutti i cromosomi di una metafase hanno un cromatidio colorato e uno no, essendo il primo costituito da una doppia elica di cui un’elica è con timina (T) e una con 5BrU (B)e il secondo costituito da una doppia elica di cui entrambe le eliche sono con 5BrU (B).
Specie: Mus musculus (topo).

Esemplari: maschi eterozigoti per 2-3 fusioni centriche.

Tessuto: cellule germinali del testicolo (tessuto meiotico).

Allestimento del preparato: iniezione intraperitoneale di colchicina per distruggere il fuso mitotico delle cellule da studiare e osservare così i singoli cromosomi; dopo 2 ore , sacrificio dell’animale, prelievo e dissezione del testicolo; spremitura dei tubuli seminiferi; sospensione cellulare (le cellule vicine nel tessuto non rimangono in prossimità reciproca e si perde l’organizzazione tridimensionale del tessuto; viceversa si osservano bene le singole cellule).

Fissaggio: dopo trattamento ipotonico con citrato di sodio 1% si espone la sospensione cellulare in una miscela di etanolo-acido acetico 3:1 per almeno 20’.

Disseminazione su vetrino: si lasciano cadere alcune gocce della sospensione cellulare in fissativo su portaoggetti.

Colorazione: Giemsa: immersione dei portaoggetti in colorante di Giemsa al 10% per 30’.

Montaggio: si monta un coprioggetti con balsamo.

Osservazione: gli individui eterozigoti per fusioni centriche presentano nella diacinesi della 1° divisione meiotica un trivalente “a staccionata” o a “croce di Lorena” al posto di 2 bivalenti cruciformi per ogni fusine centrica in eterozigosi: un individuo eterozigote per 2 fusioni centriche presenta 2 trivalenti, un bivalente sessuale e 15 bivalenti autosomici, mentre un individuo con il cariotipo standard presenta un bivalente sessuale e 19 bivalenti autosomici.

Nella metafase della 2° divisione meiotica ci si aspetta di trovare assortimenti costituiti da 20 cromosomi acrocentrici, 18 cromosomi acrocentrici e 1 metacentrico e 16 cr0m0s0mi acrocentrici e 2 metacentrici in un rapporto 1:2:1 (a parte le aneuploidie secondarie....).
