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L'elutriaci) com a métode de separacil = -¢l.lules, aplicable
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Abstract:Separation of rooster testis cells by centrifugal

elutriation.

Centrifugal elutriation uses liquid flow versus centrif fugal
force to separate a suspension of single cells or particles.
Then centrifugal and counterflow Fforces are balanced,parti-
cles larger than a specific size, are concentrated in the
rotor forming different bands, while smaller particles are
washed out. Varing liquid flow rate or c ntrifugal force,the
operator may obtain the desired separation.

A suspension of rooster testis cells (10 ml.,qo7
was loaded in a standard elutriation chamber.
During the separation, the rotor speed was 3000 RPM at 4 C,

the initial flow rate was 3 ml/min., and was increased
successively to 11, 20, 27, 37, and 75 ml/min.Fractions were
collected and SLUdlEd by phase microscope. The process yielded:
1-Residual bodies and testicular spermatozoa. 2-Elongated
spermatids. 3-Round spermatids. 4,5,6- Other spherical meiotic
and premeiotic cells of increasing sizes.

cells/ml.)

Introduccib.

Des l'any 1948 hi ha descrita una técnica de centrifugacié en
contra d'un fluxe de liquid, per Lindahl a la revista "Nature".
Perd els mecanismes no es simplifiquen i comercialitzen fins
l'any 1971,per "Beckman Apparatus". Els principis basics del
sistema sén 1l'oposicié d'una forga centrifuga determinada, a
un fluxe de liquid. De 1l'equilibri d'ambdues forces resulta
que les partfcules de diferents tamanys Fformen bandes defini-
des.Aquest fendmen té lloc dintre d'una cdmara en un rotor de
centrifugacié adient, que permet definir entre un petit tub

d'entrada i un altre de sortida, un fluxe eficac en sentit

contrari a la centrifugacié.
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i'un sistema estroboscdpic. (Fig. 1)
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A l'incrementar el fluxe, es produeix 21 desplagament de les
nandes e erm1ilihri ayle arr Tk e B narets convercents do
randes en equllibri, que arrivant a les parets convergents ds

ie les poblacions cel.lulars obtingudes, resulta d'aguesta si-
tuacid d'equilibri prdvia. L'aparell facilita aixf, la ssparz-
cib dels diferents tipus de c&l.lulss o particules, gue es
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vis de tamany, amb taxes de velocitat de sedimentacib a 1 g
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clo de cel,lules, amb el mixim d'estadis diferents possibles
2n l'espermatogénesi del gall, Fins ara hem utilitzat o1 mdto-
de de la velocitat de sedimentacid a

. 13 = i m :
nuclis (Mezquita i Teng, 1977) com en cél.lules.(0Oliva et al,

1982)

Aquest sistema té el principal inconvenient de ser dents-da
1ue requereix 5 hores per a ser realitzat, amb el perill de
les alteracions que pot comportar en alguns parametres cel.lu
lars. Actualment disnosem del mdtode d'elutriacid, del que ex-

-Galls de la racga Hubbard White Mountain, de 25 a 5C setmane

[¥]]

14

-Preparacid d'una suspensid cel.lular de tasticle a partir d
de teixit, seccionat acuradament amb tissores cor-

iigiiale il i S —iiT The

=5 SR o i
728 1 afilades. Suspengut en 250 cc de M.Z.M. amb tri=sina =
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la que varem procedir a
minar l'equivaldncia entre el
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regulador de les RPM, i el flu-

xe de volum en el sistema d'e-
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lutriacid. Trobant una relacid

lineal, amb pendent= 8,3, (Fig.2) RPM
-Elutriator, és a dir rotor d'elutriacid JE-6B i centrifuga
J2=21 de BecKman. Es procedeix a revisar conexions, maniobres
de purga d'aire, i introduccidé de la mostra, per un circuit
adient a tal finalitat.Un cop introduida la méstra, ja es co-
mencen a recullir les fraccions elutriades, i aumentant el
fluxe en relacid al dizmetre o velocitat de sedimentacid a

1l g de les particules, que dessitjem obtenir, s'obtenen di-
verses fraccions més. Segons la fdormula:

2 7 )2

F=DKK}C(—m—'

Fs Fluxe en ml./min. D= DiZmetre de la particula.
X= Constant de Sanderson, que és 0,0378.
i

RPM= Revolicinms per minut del ro

Tot aixé s'expresa graficament en un normograma (Fig. %), on

prolongant la linea, que junta 2 punts, es troba el tercar,
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esultats,
De moment creiem, que malgrat 1l'ajut important de tot l'es-
mentat, les determinacions de les caracteristiques exactss




de la camara, emportant-se per davant els altres tipus cel,lu-
lars, que s'estaven constituint en bandes. S'anomena fendmen
de "streaming" i d'ell pot resultar la manca total de separa=-

cid cel.lular.
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sota d'una certa quantitat, les fraccions obtingudes, po-

e

den ser insuficients per a treball preparati
Encara gque a la literatura del tema, les xifres varien fins =
maxims de BxlO9 cél, que aproximadament representa-en volunm
ce;.lular; el volum de la camara. En aaquestes condicions 1l'z-
dicié al tampé de B.S.A., i N.D.A. resulta imprescindible,
Sense utilitzar tals substincies, i amb xifres de

referides per Sanderson i Bird, hem conseguit els millors dels

nostres resultats i una apreciable repro
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el perfil de densitat dptica, de separacid, que mostra la
figura 4.
Els dos perfils , sén resultat de la determinacid diferencizl

de la densitat dptica, dels 20 primers i 20 seglients ml. per

cada fraccid, a un fluxe determinat. E1l resultat comparatiu

ens va permetre d=2duir, la rapida sortida del material, tant
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NA, sfntesi de DNA i RNA, presdncia de la protamina, etc...)

en un futur no llunya, el
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La recerca

que el métode, pot desenvolupar en l'estudi de la tran

paper
Aigid nu i i 1013 =n =mi ; | aivamant dels
cisié nucli-histona a nucli-protamina i en el coneixement dels

fendmens biogquimics gque tenen lloc durant la meiosi,
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