Aula Pratica N° 5. Manipulagcao de Embriao de Galinha in vivo
Protocolo da Aula 9 (22/05)
Entregar desenho no dia 22/05

O objetivo desta aula é introduzir duas técnicas de manipulagdo de embrides de galinha.
Vocés vao aprender abrir um ovo fecundado e identificar/analisar o embrido dentro do ovo, por
meio de contraste. Além disso, fardo coleta de embrides em papel de filtro e posterior

identificacdo/estadiamento.

Pratica 1 > Materiais:
* Seringa de 1ml
e Seringa de 5ml
* Nanquim (concentragéo: 50%)
» Tesoura cirurgica com ponta fina
* Pinga de ponta fina
* Fita adesiva larga
* Lupa
e Suporte para o ovo
* Saco de lixo na cor branca (lixo bioldgico)
* Alicate
* Tabela HH para estadiamento

Nao inicie o procedimento antes da demonstracao!

Apos a Demonstracdo, siga os passos a seguir:
Pegue um suporte para o ovo e um ovo que ja foi encubado.

2. Pegue uma seringa de 1 ml e preencha com nanquim 50%. Dobre a ponta da agulha com
um alicate ou pinga de ponta grossa, fazendo com que a agulha tenha formato de “L”
(Figura 1).

3. Com a seringa de 5 ml, faca um pequeno furo no pélo maior, por cima do ovo e direcione a
ponta da seringa para o polo maior do ovo. Puxe cerca de 5 ml de albumina (clara). Retire
a seringa, mas nao descarte a clara (Figura 1).

4. Feche o orificio por onde vocé retirou a clara com um pedacgo de fita adesiva. Coloque
também um pedago em cima da casca do ovo (visao dorsal) para evitar que fragmentos da
casca caiam sobre o embrido.

5. Com uma pinga de ponta fina ou uma tesoura de ponta fina, faga um furo em um ponto da
casca (vista dorsal). Cuidado para nao afundar a ponta do instrumento na gema ou no

embrido. Com a tesoura, faga uma janela oval na casca do ovo (Figura 1).



//

Blastoderm + embryo

A. Retire a clara com B. Corte a "janela" com C. Injete a tinta por baixo D. Certifique-se de que
ajuda da seringa. a tesoura de ponta fina. da blastoderme (vocé o furo da agulha esta
tera de furar a voltado para cima.

membrana vitelina). lcjnajuel::?aztgg:aigzr baixo

Figura 1: Descrigao do procedimento inicial para abrir o ovo (“janela”) e injetar o nanquim para contraste.

6. Encontre o embrido no ovo. Ele deve estar no meio da gema, cercado pela zona opaca

(regido branca) (Figura 2).

gema

membrana
externa

clara

membrana

mterna BT blastodisco

casca membrana vitelina

Figura 2: Estrutura de um ovo de galinha, mostrando o blastodisco (embrido no estagio de pré-gastrula)
como vocés devem vé-lo no ovo (vista “de cima”). Os embrides desta pratica estdo em estadios mais
avangados, entdo ao invés de um disco, vocés verdo uma area esbranquigada, com o embrido no centro.

7. Se a gema estiver muito funda dentro do ovo, adicione um pouco da clara que esta na
seringa de volta dentro do ovo. Pegue a seringa de 1ml com nanquim e posicione a agulha
por debaixo do embrido. Injete 0 nanquim devagar, aos poucos, e observe o contraste por
baixo do embrido. Cuidado para ndo deixar a agulha muito proxima do embrido,
perfurando-o, nem muito longe, assim a tinta se dispersara na gema.

8. Observe o embrido na lupa e o desenhe, marcando todas as estruturas que vocé
conseguir reconhecer. Nao se esqueca de estadiar o embrido dentro do modelo HH
(Hamburger & Hamilton, 1951).



Pratica 2 > Materiais:
* Tesoura cirurgica com ponta fina
* Pinga de ponta fina
* Papel filtro (com furo no meio)
* Placa de Petri
* Lupa
* Saco de lixo na cor branca (lixo biolégico)
* Prato
* Solucgao salina 1x
* Tabela HH para estadiamento

Nao inicie o procedimento antes da demonstragao!

Apods a Demonstracao, siga 0s passos a seguir:
1. Coloque um pouco de solugao salina no prato e em uma placa de petri. Isso amortecera a

gema quando o ovo for quebrado.
2. Dé batidinhas no ovo na borda do prato. Com o ovo em maos, posicione os polegares

dentro da solucéo salina e abra o ovo delicadamente.
Localize o embrido.
Segure o papel de filtro pela borda com uma pinga. Posicione o papel de filtro sobre o

il

embrido, deixando-o no centro do orificio.
5. Segure, além do papel de filtro, a membrana vitelinica e corte em volta do papel de filtro

com uma tesoura. Nao solte ou abra a pingal!
6. Transfira o papel de filtro com o embrido para a placa de petri contendo solugao salina.
7. Com o auxilio de uma lupa, faca o estadiamento e identificagdo das principais estruturas.

* AO TERMINAR, NAO ESQUECER DE DEVOLVER TODO O MATERIAL, JOGAR
FORA O LIXO E LIMPAR A BANCADA.
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