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L'elutriaci5 com a mètode de separaci6 - :êl.lules, aDlicable

a l'estudi de l'espermatogènesi 1el gall.

J.Boix i J.Roca
Departament de Fisiologia. Facul tat de :Hedicina.
Universitat de Barcelona.
C/o Casanova 143 Barcelona 36

Abstract: Separation of rooster testis cells by centrifugal
elutriation.

Centrifugal elutriation uses liquid flow versus centrifugal
force to separate a suspension of single cells or particles.
Ullen centrifugal and counterflow forces are balanced, parti
cles larger than a specific size, are concentrated in the
rotor forming dif ferent bands, while smaller partiCles are

-_.

washed out. Varing liquid flow rate or centrifugal force, the
operator may obtain the desired separation.

.

7A suspension of rooster testis cells (10 ml.,lO cells/mI.)
was loaded in a standard elutriation chamber.
During the separation, the r-otor 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 studied by phase microscope. The process yielded:
I-Residual bodies and testicular spermatozoa.2-Elongated
spermatids. 3-Round spermatids. 4,5,6- Other spherical meiotic
and premeiotic cells of increasing sizes.

Introducció.

Des l'any 1948 hi ha descrita una tècnica de centrifugació en

contra d'un fluxe de líquid, per Lindahl a la revista "Nature".

Però els mecanismes no es simplifiquen i comercialitzen fins

l'any 1971,per "Beckman Apparatus". Els .pr-Lnc í.p i s bàsics del

sistema són l'oposició d'una força centrífuga determinada, a

un fluxe de líquid. De l'equilibri d'ambdues forces resulta

que les partícules de diferents tamanys formen bandes defini

des.Aquest fenòmen té lloc dintre d'una cAmara en un rotor de

centrifugació adient, que permet definir entre un petit tub

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

contrari a la centrifugació.
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d'un sistema estrobosoòpio. (Fig. 1)

A l'inorementar el fluxe, es produeix el desplaçament de les

':candes en equilibri, que arrivant a les parets convergents de

la sortida de la càmara, escapen de la força centrífuga i es

poden recullir a la sortida de l'aparell. L'alta homogeneïtat

d� les poblacions cel.lulars obtingudes, resulta d'aquesta si-

tuació d'equilibri prèvia. L'aparell facilita així, la separ�-

ció dels diferents tipus de cèl.lules o partícules, que es

dessitjen separar.
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car fonamentalment a la se0araci6 de c�l.lules de diferents

tamanys, a partir d'una suspensi6, on hi eren b�rrejades.
Hematies de diferent edat, leucbcits de sang perif�rica, c�l.
� 1 1 t (n d

. �.

d l���)ue a me sa, e c ••• \�an erson l olr , _�! f

Durant l'espermatog�nesi, les cèl.lules presenten dràstics can

vis de tamany, amb taxes de velocitat de sedimentaci6 a 1 g

que oscilen de 0,7 a més de 10 mm/hora. Per tant eren sus-

ceptibles de ser separades per aquest mètode. (Meistrich, 1977)
(Loir i Lanneau, 1977)
El nostre grup, també està interesaat en assolir.una separa-

ci6 de c�l.lules, amb el màxim d'estadis diferents possibles,
en l'espermatogènesi del gall. Fins ara hem utilitzat el mèto-

de de la velocitat de sedimentaci6 a gravetat unitat, tant en

nuclis (Mezquita i Teng, 1977) com en cèl.lules.(Oliva et al.

1982)

Aquest sistema té el principal inconvamiant de ser lent, ja
que reque�eix 5 hores per a ser realitzat, amb el perill de

les alteracions que pot comportar en alguns paràmetres cel.lu

lars. Actualment rlis�osem del mètode d'elutriaci6, del que ex-

posarem els resultats, fins ara assolits.

Material i mètodes.

-Galls de la raça Hubbard ¡;,fni te Tf;ountain, de 25 a 50 setmanes

de vida.

-Preparaci6 d'una suspensi6 cel.lular de testicle a partir de

25 a 30 gr. de teixit, seccionat acuradament amb tissores cor-

amb t.r
í

ps inaves i af
í

Lade s , Suspengut en 250

0,1% (p/v) i incubat a 31 e durant 30 minuts. Filtrat en 4

gasses i centrifuzat 20 min. a 2000 RPM en un rotor Beckman
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JS-7,5. Resuspengut de nou e n 50 cc de iVI.3.i\!l. c ont e ni nt in�i-

bidor de la tripsina 0,02% (p/v) i B.S.A. 0,1% (p/v), filtrat

de nou en 6 gasses, i diluit amb PBS a la concentraci6 de c�l.

per ml. dessitjada, és la mostra a elutriar.

-Soluci6 de PBS, com a tamp6 del sistema d'elutriaci6. Adient

per l'absència de cations divalents, que evita bona part de

l'agregació cel.lular, que d'altra forma podria interferir el

procés de separaci6.

Figura 2

la que varem procedir a deter-
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-Bomba peristàltica Kontron, de

minar l'equivalència entre el
50

regulador de les RPM, i el flu-

xe de volum en el sistema d'e-

lutriaci6. Trobant una relaci6
6 9

RPMlineal, amb pendent= 8,3. (Fig.2)

-Elutriator, és a dir rotor d'elutriació JE-6B i centrífuga

J2-21 de BecKman. Es procedeix a revisar conexions, maniobres

de purga d'aire, i introducció de la mostra, per un circuit

adient a tal finalitat.Un cop introduida la mostra, ja es co-

mencen a recullir les fraccions elutriades, i aumentant el

fluxe en relació al diàmetre o velocitat de sedirnentaci6 a

1 g de les partícules, que dessitjem obtenir, s'obtenen di-

verses fraccions més. Segons la fbrmula:

:i1PfVI

1000 )2
F� Fluxe en ml./min. D= Diàmetre de la partícula.
x= Constant de Sanderson, que és 0,0378.
::tP�JI= Revo lrc

í

nns per minut del r-o t o.r ,

Tot aixó s'expresa gràficament en un normograma (Fig. �, on

prolongant la línea, que junta 2 punts, es traba el terc�r.
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Figura 3 (Del manual d'instruccions de "Beckman".)

:lèsultats.

De moment creiem, que malgrat l!ajut important de tot l'es-

mentat, les dete�minacions de les carRcteristi�ues exactes

5



28 d e s s i tJa, �,édel sistema, -C1�r 3. obtenir

d'empirisme.
El valor absolut de c�I.luleB dintre de la càmara de centri-

.C'
"
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Lugaclo s .a eVlrenCla� com un Iac�ar crltlc e� proceso

Pe� sobre d'una quantitat, es produeix un fen�men , que consta

li ter;::;.lment de la caiguda de les cè Lc Lu.Le s s ed i me n tad e s al fons

de la càmara, emportant-se per davant els altres tipus cel.lu-

lars, Que s'estaven constituint en bandes. S'anomena fen�men

de "streaming" i d'ell pot resultar la manca total de seps.ra-

ció cel.lular.

Per sota d'una certa quantitat, les fraccions obtingudes, po-

den ser insuficients per a treball preparatiu.

Encara que a la literatura del tema, les xifres varien fins a

màxims de 3xl09 c�l, que aproximadament r�presenta'en volum

ce�.lular, el volum de la càmara. En aQuestes condicions l'a

dici6 al tamp6 de B.S.A. i N.D.A. resulta imprescindible.

Sense utilitzar tals substàncies, i amb xifres de 107_108,
referides per Sanderson i Bird, hem conseguit els millors dels

nostres resultats i una apreciable reprodulbilitat, seguint

el perfil de densitat �ptica, de separa¿i6, que mostra la

figura 4.

Els dos perfils , s6n resultat de la determinaci6 diferencial

de la densitat �ptica, deJs 20 primers i 20 següents ml. per

cada fracci6, a un flQxe determinat. El resultat comparatiu

ens va permetre dedu�r, la ràpida sortida del mate�ial, tant

bon punt variant el f'Luxe , hi ha unes noves condicions d' eq_ul:,
� " .

( "1 2 O'
,

.i i o.ra , l!, s I pr-a.me r s son

-

d e t
, . " ,

La Le�er�lnaclo a mlcroscopla �ptica de cont�ast Q2

permet concloure l'alta pureça i adecuada separaci6 dels ti-

DUS cel.lulars, de la suspensi6 cel.lular del testicle del
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A:3spe�matozoides testiculars i cossos residuals.

B:Esperm�tides allargades.

C:Espermàtides rodones.

D:Cèl. ,

mes grosses. Binucleades. l erit�òcits.rodones

3:Cèl. rodones pcc diferents de les anteriors.

F:cèl. rodones amb nucli i citoplasma de gran tamany.
cèl. gegants extraordinariament vacuolitza.des, tal

vegada es tracta de cèl. de Sertoli.

E'L
;

_t:; proces d'obtenció d'aquestes 6 fraccions suposa en l'ac-

tualitat, un temps total de 45-50 minuts.
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Discusió.

Actualment estem iniciant-nos en el coneixe�ent de les pos2i-

bilitats de l'aparell. Un fet interessant ja, �s que amb menys

d'una hora podem separar tipus cel.lulars diferenciats i a�b

apreciable pureça. Les perspectives són treballar amb fraccions

enrriquides en cèl. allargades o rodones, per distingir-hi

diferents estadis de diferenciació. Utilitzarem tamb� testi-

cIe inmadur, per a caracteritzar on s'ubiquen les espermato-

gònies i les cèl. de Sertoli, en els perfils esmentats.

Per a identificar millor els tiDus cel.lulars, determinarem

diferents paràmetres bioquímics de referència. (Quantitat de

DNA, sintesi de DNA i RNA, presència de la protamina, etc ••• )

La recerca esmentada, determinarà en un futur no llunyà, el

paper que el mètode, pot desenvolupar en l'estudi de la trar�

cisió nucli-histona a nucli-protamina i en el coneixe�ent dels

fenòmens bioquímics que tenen lloc durant la meiosi.
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