OBSERVACAO'DE MITOSE'EM RAIZ'DE CEBOLA

1 Colocar uma lamina limpa sobre a bancada 2 Colocar uma ponta de raiz de cebola na
e pingar, sobre ela, 3 gotas de orceina orceina latico/acética, com o auxilio de
latico/acética a 2% uma pinga.

3 Cobrir com a laminula 4 Retirar a tampa da lamparina de alcool e
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acender o pavio com um fésforo.

K Segurar a lamina sobre a chama, a cerca 6 Se houver necessidade acrescentar mais
de 5 cm de distancia, por cerca de 3 uma gota de orceina na borda da laminula.
segundos. Repetir esse procedimento por
3 vezes com
intervalos de /
3 segundos.

3 segs na chama
3 segundos de intervalo

repetir 3 vezes

Esmagar a ponta de Retirar o excesso de orceina latico/acética
raiz pressionando colocando a lamina entre um pedaco de
levemente a laminula papel filtro dobrado e passando o dedo
com a ponta da pinga. sobre ele.

Atencdo: cuidado para

nao deslocar a laminula

do lugar. A pressao

dever ser suficiente para

esmagar as raizes sem

quebrar a laminula. : _A




Se vocé é professor e deseja aplicar esse protocolo em sala de
aula siga as seguintes etapas preparatorias:

1. Obtencao das raizes de cebola:

Antes da aula: (minimo de trés dias)

Retirar as raizes velhas da parte inferior do bulbo de uma cebola com uma lamina de barbear.
2. Colocar a cebola sobre um recipiente com agua, de maneira que apenas a parte inferior do bulbo
toque a agua (Fig. 1).

3. Apds cerca de 24 horas as raizes iniciam o seu desenvolvimento. Quando as raizes tiverem
entre 0,5 cm e 1 cm, secionar a extremidade (cerca de 2 mm) com o auxilio de uma lamina de
barbear ou de pinga de ponta fina (Fig 2).
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l\ coletar entre

16 e 17 horas

®

24 a 48 horas
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Fig 1. Bulbo cortado imerso na agua Fig 2. Raiz sendo secionada com uma pinga.

ATENCAO!

Existe uma onda sincronizada de divisao ao redor das 16-17 horas. Raizes coletadas fora desse
horario mostram um nimero extremamente reduzido de células em divisdo. Assim sendo, é altamente
recomendavel que a coleta das extremidades das raizes seja feita nesse horario.

Para nao confundir as raizes que tiveram sua coifa (extremidade) retirada, recomenda-se a remogao
completa da raiz cuja extremidade ja foi utilizada.

E aconselhavel ter algumas ldminas prontas com todas as fases do ciclo da mitose para
observacao durante a aula. A preparagao citologica pode ser mantida por varios dias selando-se
com esmalte de unha a jungdo da lamina com a laminula, como indicado abaixo.
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2. Fixacao das raizes para armazenamento e observacao posterior

e Imediatamente apds a retirada das extremidades das raizes mergulha-las no fixador Carnoy*. O
material deve permanecer no fixador por um periodo de 12 a 24 horas. (*Carnoy: Misturar em um
bequer trés partes de etanol 95% e uma parte de acido acético glacial).

e A seguir, as pontas de raiz sao transferidas para uma solucdo de alcool 70% e conservadas em
geladeira.

e Preparar Orceina latico/acética a 2% (corante/fixador)

Misturar em um erlenmeyer de 250ml, 45 ml de &cido latico e 55 ml de &cido acético glacial.
Aquecer a 50°C em placa ou em banho-maria.

Adicionar 2g de orceina em 100 ml da mistura acima sob agitagéo (Becker com peixinho sobre
um agitador magnético a 50°C).

Deixar sob agitagdo continua durante aproximadamente 12 horas. Manter a solucéo tampada
com papel aluminio para evitar evaporagao.

Filtrar a solugédo em filiro de papel

Armazenar em frasco de vidro escuro ou embrulhado em papel aluminio para evitar o contato
com a luz.

3. Material suficiente para uma classe com 8 grupos de 5 estudantes.

8 frascos com laminas de vidro para microscopia

8 frascos para o descarte das laminas de vidro usadas

8 placas de Petri com laminulas

8 lamparinas a alcool

8 pingas de ponta fina

8 rolos de papel higiénico fino e macio

8 frascos conta-gotas contendo orceina-latico-acética 2%

8 frascos conta-gotas contendo alcool 70%

8 pacotes de papel de filtro cortado em tiras de aproximadamente 7 x 25 cm.
1 vasilha plastica com tampa

1 vidro de esmalte incolor para unha

8 metades de lamina de barbear

8 pedacos de papel (+ 60 x 40 cm) para cobrir a bancada

8 microscopios

1 frasco de vidro (20ml) com tampa de plastico contendo 10 ml do fixador Carnoy
8 conjuntos de protocolos para os grupos de alunos.

Observacao: Qualquer tipo de frasco pode ser utilizado para conter as laminas e laminulas, como
copinhos de yogurte, vidros de geléia, etc. Existem frasco apropriados, padronizados e baratos a

venda em lojas especializadas de materiais para cosméticos e para laboratério (Praga da Sé)
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4. Uso das lamparinas em sala de aula

As lamparinas tém uma base bem estavel, portanto dificilmente tombardo sobre a bancada.

As lamparinas devem ser transportadas secas. Assim sendo, o professor devera colocar alcool em
seu interior, apenas o suficiente para que a extremidade inferior do pavio toque o liquido. Nao encha
completamente a lamparina com alcool!

o

e 0 alcool pode permanecer dentro da lamparina de um dia para outro, até o final do uso.

e O pavio deve estar curto para que a chama formada ndo seja grande.

P

Imediatamente apds o aquecimento das laminas, a chama da lamparinas deve ser apagada colocando,

por cima dela a tampa. Desse modo, o risco de acidentes é minimizado.Terminadas todas as aulas,
as lamparinas devem ser esvaziadas, ou seja, o alcool remanescente deve ser coletado em recipiente

apropriado.
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Sugestio de questoes para serem respondidas por grupos
de estudantes apoés a realizacao da preparacao citologica e
da observacao das células em divisao mitética.

Qual a fungao da orceina latico/acética?
Qual o papel do aquecimento da preparacao (lamina + orceina lactico-acética + ponta de raiz)?
Descrever as caracteristicas morfolégicas que identificam cada uma das fases da mitose.
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Na preparacao, quais as fases do ciclo celular observadas com maior freqiiéncia?
Apresentar uma hipoétese que explique a sua observagao.

5. E possivel contar o nimero de cromossomos da cebola? Se sim, quantos sdo?

Respostas para as questoes:

1. A orceina latico/acética funciona como fixador (acido acético + acido latico) e como corante
(orceina).

2. O aquecimento apressa a coloragéo e, principalmente, distende os cromossomos facilitando sua
visualizagao.

3. Amitose tem quatro fases: profase, metafase, anafase e teléfase. Lembre-se que os cromossomos
se duplicam na interfase, assim sendo, na primeira fase da divisdo os cromossomos ja estéao
duplicados.

e Préfase: os cromossomos se condensam passando da forma difusa observada na interfase
para estruturas altamente empacotadas caracteristicas da célula em divisdo. Em microscopia
6ptica nao é possivel definir com precisao a transicdo de interfase para profase. Considera-
se que a célula esta em profase quando os cromossomos se condensaram a ponto de se
tornarem visiveis em microscopia optica. As cromatides irmas estdo unidas pelo centrdmero
(que também estédo duplicados).

e Metafase: os cromossomos apresentam condensagcdo maxima e estdo alinhados na parte
central da célula formando a placa metafasica.

o Anafase: é a fase mais curta da mitose, durante apenas alguns minutos. Ela se caracteriza
pelo movimento das duas cromatides irméas para poélos opostos da célula. Todas as cromatides
comegam a se separar ao mesmo tempo numa velocidade de 1 ym/mim. Uma vez separadas,
as cromatides irmas passam a ser referidas como cromossomos filhos. Nessa fase é possivel
verificar a posicdo do centrébmero em cada cromossomo (acrocéntrico, metacéntrico ou sub-
metacéntrico).

e Teldfase: cromossomos filhos chegaram aos polos e comegam a se descondensar.

4. Ainterfase é a fase do ciclo celular mais freqlente, pois nem todas as células estdo em divisao
ao mesmo tempo. A fase mais rara é a anafase, por ser muito rapida.

5. 2n=16, mas a contagem nao & simples.

I. Sugestoes de atividades complementares

Representacao das fases da divisdo celular com massa de modelar.

2. Montagem de um caridtipo (a atividade de montagem de cariétipo humano pode ser
encontrada em — Temas de Blologla Ed Moderna)

3. Rever a definicdo de cromatide e cromossomo. Rever a organizagdo de um cromossomo.
Chamar a atengéao para o fato dos centrémeros estarem também duplicados durante a divisao
(a representagédo de um unico centrdbmero na profase e metafase € um erro muito frequente
em livros de ensino médio).

4. Chamar a atencdo para o fato da divisdo ser um processo continuo e como tal deve ser
entendido (n&o como fases estanques e sem conexao). Enfase no processo, mais do que
nos nomes.

5. Boa oportunidade para comparar esquemas de livros com as imagens observadas em
microscopia optica e, assim sendo, comentar técnicas de coloragcéo e analise de células.
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