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			Apresentação

			Os conhecimentos nas áreas da Genética, Evolução e Biotecnologia estão em constante crescimento e isso causa impacto no ensino desses conteúdos. Nota-se cada vez mais a necessidade de que eles sejam contextualizados para que os estudantes compreendam os diferentes aspectos dessas áreas da ciência. Por outro lado, muitos obstáculos se apresentam quando se pensa em desenvolver atividades práticas: falta de laboratório, de recursos e de tempo, aliada a materiais caros e à carência de práticas com caráter investigativo nos livros. Inclusive no ensino superior.

			Elaborar atividades com caráter investigativo compreende o desenvolvimento de trabalhos práticos. Pode-se compreender trabalho prático como qualquer atividade que comporte a manipulação de materiais, objetos ou organismos com a finalidade de se observar fenômenos. Portanto, isso pode ocorrer em laboratório, no campo e na própria sala de aula. Nesta perspectiva, este livro foi desenvolvido com o objetivo de oferecer propostas de atividades práticas para aulas de Genética, Evolução e Biotecnologia dos cursos de graduação. Nessa elaboração, participam professores e pesquisadores das áreas relacionadas à temática do livro. O resultado foi um material que apresenta uma compilação de atividades, desde as mais utilizadas por professores até propostas inovadoras.

			O livro está divido em seis unidades: Ciclo Celular, Estudos Cariotípicos, Biologia Molecular, Genética Qualitativa e Quantitativa, Genética Aplicada à Biotecnologia e Genética de Populações e Evolução Biológica. Em cada uma das unidades são apresentadas propostas para serem desenvolvidas com estudantes que possuam Genética, Evolução ou Biotecnologia nos seus currículos. Quanto à estrutura dos capítulos, são propostas de aulas que envolvem simulações, práticas em laboratórios, atividades de campo e análise de materiais. Em todos eles há uma breve contextualização do conteúdo a ser desenvolvido, o detalhamento da atividade e dos procedimentos necessários e, ao final, questões problematizadoras.

			Esperamos, com este material, auxiliar a prática de professores dessas áreas com as propostas de aulas contextualizadas e possíveis de serem desenvolvidas em diferentes situações.

			Os organizadores

		

	
		
			Unidade 1 - Ciclo Celular

		

	
		
			MITOSE EM RAIZ DE CEBOLA OU DE MILHO

			Carlos Roberto Maximiano da Silva

			Ana Lúcia Dias

			Introdução

			Quando uma célula eucariótica se multiplica, ela passa por uma série de transformações, muitas das quais podem ser facilmente observadas à luz de um microscópio óptico, principalmente as modificações sofridas pelas cromatinas. O processo de divisão celular é chamado de mitose (do grego mitos = fio + ose = estado de). Esta envolve a separação das cromátides irmãs, que resultam da duplicação do DNA durante a fase S da interfase. No decorrer dela, a estrutura da cromatina se condensa e ocorre a separação e a migração das cromátides para os polos da célula, bem como a divisão do citoplasma. Com isso, uma célula, chamada de célula-mãe, origina duas células filhas que compartilham a mesma informação genética.

			Não é fácil analisar a mitose nas células vivas, pois a divisão celular é um processo dinâmico e ininterrupto. Além disso, o núcleo, organelas e componentes citoplasmáticos apresentam-se normalmente incolores. Por esse motivo é necessário utilizar fixadores, que matam as células e fazem com que elas estacionem em determinados estágios da divisão, e corantes, que permitirão a visualização dessas estruturas. De acordo com as características celulares e o nível de condensação da cromatina, convencionou-se dividir a mitose em 4 fases, denominadas prófase, metáfase, anáfase e telófase. Em vegetais, os melhores materiais para a observação dessas fases constituem os tecidos em crescimento, como brotos de caules e de folhas e as pontas das raízes, também chamados de meristemas apicais e radiculares, respectivamente. Do ponto de vista didático, podemos utilizar os meristemas radiculares de cebola (Allium cepa; 2n = 16 cromossomos) e de milho (Zea mays; 2n = 20 cromossomos) para esse tipo de estudo, tendo em vista que estas são de fácil germinação, além de apresentarem cromossomos grandes e prontamente identificáveis.

			Objetivo

			Identificar as diferentes fases da mitose, relacionando-as com as alterações sofridas pela cromatina ao longo da divisão celular, por meio do preparo de lâminas a fresco que podem ser observadas em microscópio óptico.

			Material

			
					Raízes de cebola e/ou milho;

					Corante orceína acetoclorídrica;

					Meio de montagem (verniz, bálsamo do Canadá, Entellan® ou Permount®) – opcional;

					Ácido acético a 50%;

					Microscópio óptico;

					Copos, lâminas, lamínulas, placas de Petri, vidro relógio (opcional), pinças, estiletes, tesouras, esmalte incolor, lamparina de álcool, papel sulfite e lápis.

			

			Preparando a atividade

			
					Colocar uma cebola emborcada em um copo com água, deixando a região onde se formam as suas raízes (o disco ou caule) em contato com a água (Figura 1A);

					Se for utilizar milho, colocar os grãos em um recipiente com algodão úmido para que ocorra a germinação;

					Deixar as raízes crescerem até que atinjam aproximadamente 12 cm, o que demora cerca de 1 semana;

					Cada cebola permite montar entre 10 a 20 lâminas.

			

			Atividade I – Obtendo lâminas para observação em microscopia óptica

			O professor pode optar por preparar as lâminas junto com os estudantes, que serão descartadas após as atividades, ou então montar lâminas permanentes, que poderão ser utilizadas nas aulas práticas subsequentes. O preparo desses dois tipos de lâminas é explicitado a seguir.

			Figura 1: (A) Cebola após aproximadamente 1 semana de cultivo; (B) Retirada dos meristemas apicais das raízes; (C) Material necessário para a coloração dos componentes celulares: lamparina de álcool, pinça, placa de Petri e corante orceína acetoclorídrica
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			Fonte: Elaborada por Carlos R. M. da Silva.

			Procedimento

			
					Cortar de 3 a 4 raízes em tamanhos de 1 a 2 cm na parte apical e transferi-las para uma placa de Petri contendo orceína acetoclorídrica (Figuras 1B e C);

					Aquecê-las sobre uma lamparina de álcool até a emissão de vapores sem, contudo, deixar que a solução ferva (Figura 2A);

					Esfriar por 5 minutos;

					Repetir esta operação 2 vezes mais e, após o 3º aquecimento, repousar por 15 minutos;

					Colocar uma raiz sobre uma lâmina limpa, separar os 2-3 mm apicais, desprezando o resto da estrutura (Figura 2B);

					Cobrir com cuidado com uma lamínula, procurando evitar a formação de bolhas (Figura 2C);

					Com um lápis ou com a base de uma pinça, bater suavemente a preparação para se obter uma extensão unicelular (Figura 2D);

					Envolver a lâmina com a lamínula em um papel de filtro e apertar a região da lamínula (Figura 2E) para esmagar as células;

					Com um pedaço de papel de filtro, eliminar o excesso de corante;

					Vedar a lamínula com esmalte incolor (Figura 2F);

					Observar ao microscópio óptico à procura de células coradas (Figura 3).

			

			Figura 2: Procedimentos para a manufatura da lâmina: (A) Aquecimento das raízes até a emissão de vapores; (B) Isolamento dos meristemas apicais; (C) Cobertura com a lamínula; (D) Esmagamento com a pinça; (F) Esmagamento com papel filtro e retirada do excesso de corante e (F) Vedação
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			Fonte: Elaborada por Carlos R. M. da Silva.

			Produzindo lâminas permanentes

			Caso seja de interesse obter lâminas permanentes, em vez de vedar o material com o esmalte, pode-se utilizar um meio de montagem (verniz, bálsamo do Canadá, Entellan® ou Permount®), seguindo o procedimento abaixo:

			
					Colocar a lâmina com a lamínula virada para baixo em um vidro relógio com ácido acético 50% até esta se soltar;

					Deixar a lâmina secando em um suporte e colocar a lamínula em um frasco contendo xilol;

					Passar uma lamínula nova em xilol e colá-la com uma gota de meio de montagem sobre a lâmina que estava secando;

					Em uma lâmina nova, colocar uma gota de meio de montagem e colar sobre ela a lamínula mantida no xilol.

			

			Figura 3: Lâmina de células de raiz de cebola observada ao microscópio óptico em aumento de 40 vezes
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			Fonte: Elaborada por Carlos R. M. da Silva.

			Atividade II – Observando células mitóticas em microscópio óptico

			A mitose é convencionalmente dividida em quatro fases: prófase, metáfase, anáfase e telófase, de acordo com as características da cromatina (Figura 4). As características de cada uma delas são descritas a seguir:

			
					Prófase: a membrana do núcleo está se desmontando e, ao mesmo tempo, se inicia a condensação gradual das cromátides. No início, vemos inúmeros “fios” emaranhados (as cromátides) que, ao longo desta fase, vão ficando grossos e se posicionando no centro da célula;

					Prometáfase: Ao final da Prófase e início da Metáfase, uma fase intermediária chamada prometáfase pode ser identificada. Esta é muitas vezes confundida com a Metáfase, porém, nela, os cromossomos não estão totalmente condensados;

					Metáfase: As cromátides irmãs alcançam o grau máximo de condensação, sendo denominados de cromossomos, e os seus centrômeros são posicionados no centro da célula, a chamada placa equatorial. Lembrando que, de acordo com o preparo da lâmina, os cromossomos metafásicos poderão estar menos ou mais espalhados no campo de visão;

					Anáfase: As cromátides irmãs dos cromossomos começam a se separar e a se descondensar. Portanto, nela podemos ver dois grupos de cromátides migrando em direção aos polos opostos da célula;

					Telófase: Pode ser confundida com a Anáfase, uma vez que também temos as cromátides separadas nos dois polos da célula. Contudo, nela, as cromátides estão visivelmente descondensadas formando o que parecem ser dois núcleos em uma mesma célula. A célula, por sua vez, começa a sofrer citocinese e ter a membrana que envolve o núcleo restaurada. Lembrando que neste tipo de procedimento não é possível observar a citocinese.

			

			Procedimento

			
					Para a execução dessa atividade é preciso ter em mãos lâminas recém-preparadas ou permanentes, contendo raiz de cebola ou de milho fixadas e coradas;

					Estas lâminas devem ser observadas ao microscópio óptico, procurando-se identificar as células que apresentem as diversas fases da mitose;

					Desenhar as diferentes fases da mitose, tentando ressaltar os aspectos mais importantes de cada uma delas.

			

			Questões a serem trabalhadas

			
					Quando, durante o ciclo celular, tem lugar a duplicação do material genético e quando os cromossomos atingem o seu grau máximo de condensação?

					Qual seria a diferença entre cromátides irmãs e não irmãs? E entre cromossomos homólogos e não homólogos?

					Em quais situações os organismos pluricelulares apresentarão células se dividindo por mitose?

			

			Figura 4: Imagem de células de raiz de cebola obtidas por microscopia ótica em aumento de 1000 vezes: (A) Célula em Intérfase; (B a E) Prófase; (F) Prometáfase; (G e H) Metáfase; (I a K) Anáfase e (L e M) Telófase
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			Fonte: Elaborada por Carlos R. M. da Silva.
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			OBTENÇÃO DE CÉLULAS METAFÁSICAS EM ANIMAIS

			Carlos Roberto Maximiano da Silva

			Maria José Sparça Salles

			Wagner José Martins Paiva

			Introdução

			A melhor fase do ciclo celular para se observar os cromossomos é a metáfase, pelo fato deles atingirem o máximo de condensação, tornando evidente tanto as cromátides como a posição dos centrômeros. Isso permite detectar possíveis alterações cromossômicas estruturais e numéricas nos organismos, bem como comparar as estruturas cromossômicas entre diferentes espécies. Para facilitar a obtenção de células metafásicas, utiliza-se células ou tecidos com alto índice de proliferação celular, tais como os linfócitos e a medula óssea. Os linfócitos do sangue periférico, apesar de fornecerem culturas de curta duração, são de fácil obtenção, podendo ser empregados em exames rotineiros de laboratório. Além disso, o seu uso evita o sacrifício dos animais, o que não acontece quando se opta pelo tecido de medula óssea. Isso porque, em espécies de pequeno porte, como ratos e camundongos, isso é feito a partir da retirada do fêmur. Em organismos maiores, como os humanos, pode-se fazer uma punção da medula do osso esterno ou da crista ilíaca. Uma vantagem em se analisar metáfases de medula óssea é a possibilidade de verificação do efeito de mutagenicidade in vivo. O teste citogenético de mutagenicidade in vivo, considerado de curta duração, detecta o potencial que um composto químico tem de induzir alterações estruturais e numéricas nos cromossomos da espécie. Nesse tipo de estudo, normalmente são utilizados animais jovens, tecidos com alto índice de proliferação celular e com um tempo de ciclo mitótico relativamente curto.

			Objetivo

			Apresentar as técnicas de obtenção de metáfases a partir de linfócitos do sangue periférico e da medula óssea, que podem ser utilizadas tanto em atividades de aulas práticas como na rotina de laboratórios de estudos citogenéticos.

			Observações importantes

			Os procedimentos aqui trabalhados utilizam reagentes tóxicos. Portanto, é necessário extremo cuidado ao manipulá-los. Deve-se utilizar luvas e jaleco durante todo o procedimento, manter os reagentes em ambiente adequado e verificar com antecedência se há todo o material disponível para os procedimentos. Ademais, todas as normas de bioéticas devem ser seguidas quando for necessário sacrificar animais.

			Atividade I – Obtenção de células metafásicas a partir de linfócitos do sangue periférico

			Caso se deseje trabalhar essa atividade com os estudantes, é importante lembrar que são necessárias 72 horas para a incubação dos linfócitos em meio de cultura contendo fito-hemaglutinina, mais 2 horas de tratamento com colchicina, antes de se iniciar o processo de preparo, coloração e montagem das lâminas. Como alternativa, o professor pode programar e executar em sala de aula somente as etapas posteriores ao tratamento com a colchicina.

			Material

			
					1 a 5 mL de sangue periférico;

					Ácido acético (PA);

					Colchicina 4 x 105 M;

					Corante Giemsa;

					Fito-hemaglutinina (PHA);

					Heparina sódica (5000 UI);

					Meio de cultura para linfócitos (RPMI-1640-Gibco);

					Metanol (PA);

					Solução hipotônica de KCl (0,075 M);

					Soro bovino fetal estéril;

					Tampão Sörensen [(NaH2 PO4) 0,2 M + (Na2HPO4.H2O) 0,2 M];

					Centrífuga de 800 a 1000 rpm;

					Estufa à temperatura de 37°C;

					Seringa e agulha descartáveis;

					Frascos de cultura (estéreis), tubos de ensaio, pipetas Pasteur, lâminas, lamínulas e lamparina de álcool.

			

			Procedimento

			As metáfases para as análises dos cromossomos serão obtidas segundo a técnica modificada de Moorhead et al. (1960), que consiste dos seguintes passos:

			
					Dependendo do tamanho do animal, coletar de 1 a 5 mL de sangue periférico – do plexo oftálmico, do tecido circulatório dos membros etc – com uma seringa descartável contendo 0,1 mL de heparina;

					Manter a seringa em posição vertical, com a agulha voltada para cima, até a sedimentação das hemácias;

					Em uma capela estéril, transferir 0,5 mL do plasma para um frasco contendo 7,5 mL de meio de cultura RPMI 1640 à temperatura ambiente, 2 ml de soro bovino fetal e 0,2 mL de fito-hemaglutinina;

					Manter o frasco encubando em estufa em temperatura constante de 37°C por 72 horas;

					Adicionar 0,1 mL de solução de colchicina 4 x 105 M ou 0,00l6% ao frasco de cultura para cada 5 mL de meio;

					Manter incubado por 2 horas;

					Transferir o conteúdo do frasco para um tubo de ensaio e centrifugar a 800/1.000 rpm por 5 minutos, desprezando o sobrenadante;

					Com auxílio de uma pipeta Pasteur, ressuspender as células sedimentadas suavemente em 10 mL de solução hipotônica de KCl 0,075 M aquecida a 37°C;

					Manter o material em estufa a 37°C por 10 minutos;

					Centrifugar a 1.000 rpm por 5 minutos, desprezando o sobrenadante;

					Com o auxílio de uma pipeta Pasteur, ressuspender o sedimento em 5 mL de fixador Carnoy modificado (3 partes de metanol para 1 parte de ácido acético) recém-preparado (este deve ser preparado no início do processo e não pode ser armazenado, pois degrada rapidamente, formando aldeído acético);

					Centrifugar a 1.000 rpm por 5 minutos, desprezando o sobrenadante;

					Repetir os passos 11 e 12;

					Fazer a diluição necessária, com algumas gotas de fixador, de acordo com a quantidade de material obtido;

					Distribuir 3 gotas deste material em lâminas limpas e conservadas em água gelada, inclinando-as levemente;

					Após secagem, corar com uma solução de Giemsa diluído em tampão Sörensen (1:30), preparado momentos antes do uso, durante 5 minutos;

					Lavar em água corrente e deixar secar;

					Observar as lâminas ao microscópio óptico, inicialmente com objetiva de 10X e, quando localizar uma metáfase, centralizar no campo e passar para a objetiva de 40X;

					Em seguida, observar com a objetiva de 100X (não esquecer de utilizar o óleo de imersão);

					Escolher uma metáfase, observá-la com a objetiva de 100X, desenhar os cromossomos e classificá-los em seus respectivos grupos, de acordo com o tamanho e posição do centrômero, conforme especificado na Figura 1.

			

			Figura 1: Classificação dos cromossomos de acordo com a posição do centrômero
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			Fonte: Elaborada por Rogério F. de Souza.

			Atividade II – Obtenção de células metafásicas a partir de medula óssea

			Essa técnica pode ser empregada em roedores, aves e outros animais de pequeno porte. Para a apresentação em aula, sugerimos que se utilize ratos de laboratório e que o animal seja abatido seguindo as normas éticas. Para animais de médio e grande portes, considerar a possibilidade de obtenção de medula óssea a partir da punção do osso esterno. Essa técnica também permite analisar os efeitos de um mutagênico nos cromossomos, de animais que receberam recentemente alguma substância mutagênica.

			Material

			
					Um camundongo ou um rato;

					Ácido Acético (PA);

					Água destilada;

					Colchicina 0,1 M;

					Corante Giemsa;

					Éter;

					Metanol (PA);

					Solução hipotônica de KCl (0,075 M);

					Tampão Sörensen [(NaH2 PO4) 0,2 M + (Na2HPO4.H2O) 0,2 M];

					Estufa à temperatura de 37°C;

					Centrífuga de 800 a 1000 rpm;

					Bisturi, alfinetes, tesoura, gazes, algodão, lâminas, lamínulas, pipeta Pasteur, Beckers, tubos de ensaio, seringa com agulha e lamparina.

			

			Procedimento

			
					Injetar na cavidade peritoneal do animal 1 mL de colchicina 0,1 M para cada 100 g de peso e aguardar 2 horas (Figura 2B);

					Anestesiar o animal com éter, dissecá-lo na região dos fêmures (procedendo a partir da face externa e região posterior da coxa evitará o corte da artéria femoral e o sangramento, o que atrapalha o processo de extração), descarnando e limpando completamente (Figura 2C e D);

					Extrair os fêmures e cortá-los na região das epífises (Figura 2E);

					Com auxílio de uma seringa, injetar 10 mL de solução hipotônica no canal ósseo para a retirada da medula, vertendo o conteúdo de cada fêmur em um tubo de ensaio diferente (Figura 2F);

					Homogeneizar com a pipeta Pasteur ou com a própria seringa com agulha

					Manter o tubo de ensaio em estufa a 37°C de 10 a 15 minutos;

					Centrifugar por 10 minutos a 1.200 rpm;

					Desprezar o sobrenadante e agitar para ressuspender as células;

					Colocar 3 mL de fixador Carnoy modificado (3 partes de metanol 	para 1 parte de ácido acético) recém-preparado (este deve ser preparado no início do processo e não pode ser armazenado, pois degrada rapidamente, formando aldeído acético);

					Com o auxílio de uma pipeta Pasteur, ressuspender as células;

					Centrifugar por 5 minutos a 1.200 rpm, descartando o sobrenadante;

					Repetir os passos 9 a 11;

					Ao sedimento, acrescentar 0,2 mL de fixador Carnoy modificado e 	ressuspender o material com uma pipeta Pasteur;

					Preparar as lâminas pelo método de espalhamento, pingando um ou duas gotas da suspensão de células em lâminas limpas contendo um filme de água destilada gelada, mantendo-as inclinadas a aproximadamente 45° durante o processo;

					Após a secagem das lâminas, corar com uma solução de Giemsa diluído em tampão Sörensen (1:30), preparado momentos antes do uso, durante 5 minutos;

					Após 5 minutos, lavar as lâminas em água corrente e colocar para secar ao ar livre;

					Observar ao microscópio óptico, inicialmente com objetiva de 10X e, quando localizar uma metáfase, centralizar no campo e passar para a objetiva de 40X;

					Em seguida, observar com a objetiva de imersão;

					Escolher uma metáfase, desenhar os cromossomos e classificá-los em seus respectivos grupos, de acordo com o tamanho e posição do centrômero (Figura 1).

			

			Figura 2: Extração do fêmur de um roedor: (A) Material necessário; (B) Injeção de colchicina na cavidade peritoneal; (C) Dissecação a partir da face externa da coxa; (D) Exposição do fêmur; (E) Corte na região da epífise e (F) Injeção solução hipotônica no canal ósseo

			[image: ]

			Fonte: Elaborada por Carlos R. M. da Silva e Cynthia Marcon Cunha.

			Questões a serem trabalhadas

			
					Qual a finalidade de se adicionar fito-hemaglutinina ao meio de cultura durante a incubação e por que os linfócitos devem ser incubados por até 72 horas em meio de cultura?

					Qual seria a finalidade do uso de colchicina durante o processo de obtenção de células metafásicas?

					Por que as células metafásicas precisam passar por uma solução hipotônica antes de serem fixadas?

					O que pode ser observado ao microscópio óptico quando se utiliza a objetiva de 10X? Qual é o aspecto das metáfases com esse grau de amplificação?

					Quando usamos a objetiva de 40X é possível determinar o número e a forma dos cromossomos? E na objetiva de imersão (100X), qual será o aspecto dos cromossomos?

					Qual seria a utilidade prática de se obter células metafásicas? Em que situações isso é normalmente realizado?
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			OBTENÇÃO DE CÉLULAS MEIÓTICAS DE PLANTAS A PARTIR DE ANTERAS DE MILHO

			Carlos Roberto Maximiano da Silva

			Ana Lúcia Dias

			Lucia Giuliano Caetano

			Introdução

			A meiose (do grego meiosis = divisão ao meio) é o processo de divisão celular pelo qual as espécies de reprodução sexuada costumam formar os seus gametas. Os organismos que realizam este tipo de reprodução possuem dois conjuntos de cromossomos, cada um herdado de um de seus parentais. Por esse motivo, eles são chamados de diploides (ou 2n). Por outro lado, os gametas produzidos por esses indivíduos possuem apenas um conjunto cromossômico, sendo por isso chamados de haploides (n). Pelo fato de os descendentes serem formados pela união de gametas haploides de seus parentais, a meiose garante que o número cromossômico da espécie se mantenha o mesmo ao longo das gerações.

			Este mecanismo de divisão celular ocorre em duas etapas sucessivas, de tal forma que, a partir de uma célula diploide, são originadas quatro células haploides. Além disso, outros fenômenos de grande importância genética também ocorrem durante a meiose, tais como a sinapse, com o pareamento de cromossomos homólogos; a permuta, que envolve a troca de partes entre os cromossomos homólogos; e a segregação do material paterno e materno, com a distribuição ao acaso dos cromossomos pareados para os dois polos da célula. Isso resulta em células haploides com conjuntos cromossômicos únicos em termos de combinações genéticas.

			Devido a todos esses processos, a divisão meiótica é complexa. Mas, para efeito didático, ela é dividida em meiose I (divisão reducional) e meiose II (divisão equacional). A meiose I consta da prófase I (subdividida em leptóteno, zigóteno, paquíteno, diplóteno e diacinese), metáfase I, anáfase I, telófase I e intercinese (com a formação das díades). A meiose II consta da prófase II, metáfase II, anáfase II e telófase II (com a formação das tétrades). A Figura 1 esquematiza algumas das principais etapas do processo de divisão meiótico.

			Figura 1: Esquema representando algumas das fases do processo de divisão meiótica: (A) Célula em intérfase com 2n = 4 cromossomos; (B) Metáfase I; (C) Anáfase I; (D) Células filhas produzidas no final da primeira divisão meiótica, contendo um cromossomo de cada par; (E) Metáfase II; (F) Anáfase II e (G) Células filhas (gametas) produzidas após a segunda divisão meiótica com n = 2 cromossomos

			[image: ]

			Fonte: Elaborada por Rogério F. de Souza e Carlos R. M. da Silva.

			Objetivo

			Preparar lâminas a partir de anteras de milho para a identificação e observação das diferentes fases da meiose em microscópio óptico.

			Material

			
					Anteras de milho de diferentes idades;

					Fixador (3 partes de álcool para 1 de ácido acético);

					Corante carmim propiônico e/ou orceína;

					Ácido acético a 60%;

					Microscópio óptico;

					Frascos de armazenamento, isqueiro, lâminas, lamínulas, estiletes, pinças, pregos, placas de Petri, esmalte incolor, lupa, papel filtro, papel sulfite e lápis.

			

			Preparando a atividade

			O milho (Zea mays) é um excelente material para a visualização das diferentes fases da meiose por ser facilmente cultivável, permitir a obtenção de uma grande quantidade de anteras (onde são formados os grãos de pólen) a partir do seu pendão e apresentar cromossomos grandes e em pequena quantidade (2n = 20). Para se ter sucesso na realização dessa prática, as anteras deverão ser colhidas na fase em que o milho ainda esteja soltando os pendões. Estas deverão ser expostas e fixadas em uma solução de ácido acético e álcool (3:1) de 12 a 24 horas, seguido de duas trocas deste fixador, com espaçamento de 4 horas entre elas. Após 4 horas da última troca, pode-se guardar no congelador ou no freezer por tempo indeterminado.

			Obtendo células em diferentes fases da meiose

			
					Limpar lâminas e lamínulas e colocá-las em uma estante ou suporte (Figura 2A);

					Separar o material que será utilizado na preparação das lâminas (Figura 2B);

					Retirar do congelador o frasco com as anteras fixadas, deixando que alcancem a temperatura ambiente;

					Colocar as anteras em uma placa de Petri com água a temperatura ambiente, deixando-as por 10 minutos;

					Separar as anteras (Figura 2C) de diferentes regiões do pendão para se obter células em diferentes fases da meiose – no ápice do pendão estarão as anteras mais claras, onde as fases iniciais da meiose serão mais frequentes, e na base do pendão estarão as anteras mais amareladas, com as fases finais da meiose;

					Transferir as anteras – no máximo 3 delas – para uma lâmina limpa e, com o auxílio de uma lupa e agulhas, separar as anteras das brácteas (Figura 2D), sendo estas últimas descartadas;

					Colocar sobre as anteras uma gota do corante carmim propiônico (Figura 2E);

					Cortar as anteras e esmagá-las levemente com as agulhas para que as células se soltem (Figura 2F);

					Passar um prego sobre a lâmina, sem tocá-la, para que o material se core melhor (Figura 2G);

					Aquecê-la levemente e cobrir com uma lamínula;

					Envolver a lâmina com um pedaço de papel filtro dobrado ao meio; apoiar com os dedos entre as duas extremidades da lamínula, para que esta não se movimente e, com o polegar, apertar para realizar o esmagamento das células (Figura 2H);

					Vedar as bordas da lamínula com o esmalte incolor e esperar que este seque;

					Observar ao microscópio óptico, procurando por células que apresentem as diferentes fases da meiose;

					Desenhar as células com as diferentes fases da meiose, procurando destacar os seus aspectos mais relevantes;

					Ordenar as imagens, de acordo com as fases da divisão meiótica;

					Para facilitar a identificação das células em diferentes fases da meiose, basta comparar as imagens obtidas ao microscópio com aquelas apresentadas na Figura 3.

			

			Figura 2: Coloração das anteras de milho – (A e B) Material necessário para o preparo das lâminas; (C) Separação das anteras; (D) Retirada das brácteas; (E) Coloração; (F) Dilaceração do tecido; (G) Intensificação da ação do corante e (H) esmagamento do material após a colocação da lamínula
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			Fonte: Elaborada por Carlos R. M. da Silva e Renata da Rosa.

			Figura 3: Fases da meiose – (A) Leptóteno; (B) Zigóteno; (C) Paquíteno; (D) Diplóteno; (E) Diacinese; (F) Metáfase I; (G) Anáfase I; (H) Telófase I – note, no meio da célula, o início da citocinese, separando-a em duas; (I) Prófase II; (J) Metáfase II; (K) Anáfase II; (L) Telófase II – em início da citocinese na célula esquerda; (M) Citocinese e (N) Tétrades

			[image: ]

			Fonte: Elaborada por Carlos R. M. da Silva.
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			MEIOSE EM TESTÍCULOS DE GAFANHOTO

			Renata da Rosa

			Raquel Bozini Gallo

			Thayná Bisson Ferraz Lopes

			Introdução

			A meiose é a divisão celular responsável pela formação dos gametas. Nos animais, ela apresenta os mesmos estágios encontrados nas células vegetais. Entretanto, os tecidos onde ocorre são diferentes. Nos animais, a meiose acontece nos ovários das fêmeas e nos testículos dos machos. Dentre os insetos, os gafanhotos constituem um ótimo material para estudos meióticos em células animais, pelo fato de muitas espécies desse grupo possuírem um número pequeno de cromossomos (comumente 2n = 24), cromossomos grandes, além de apresentarem uma grande quantidade de células em diferentes estágios da meiose. Esses fatores em conjunto facilitam bastante os estudos citogenéticos.

			Para esse tipo de análise, o ideal é que os meiócitos, ou seja, as células em meiose, sejam obtidos de gafanhotos machos. Isso porque os ovários das fêmeas possuem uma baixa taxa meiótica, além de normalmente se apresentarem repletos de ovos com muito vitelo, o que dificulta a análise dos cromossomos. Por esse motivo, é importante saber identificar o tecido testicular dos machos e retirá-los com muito cuidado, para que as células não sejam rompidas. Os testículos estão posicionados lateralmente no abdome dos gafanhotos, logo acima da inserção do último par de pernas. Eles possuem uma coloração esbranquiçada e um formato semelhante a um “cacho de bananas”.

			Ademais, as condutas éticas quanto ao uso de animais devem ser sempre seguidas. Por isso, antes de se eutanasiar um animal, ele deve ser anestesiado para a retirada do tecido e, quando for o caso, o restante das estruturas corporais deve ser descartado em lixo hospitalar apropriado.

			Objetivo

			Preparar lâminas a partir de testículo de gafanhoto para identificação e observação das diferentes fases da meiose em microscópio óptico convencional.

			Material

			
					Placas com cera ou isopor para fixar os insetos;

					Soro ou solução fisiológica;

					Solução fixadora (3 partes de álcool para 1 de ácido acético);

					Corante orceína lacto-acética;

					Ácido acético 60%;

					Microscópio óptico;

					Frascos de armazenamento, isqueiro, microtubos, lâminas, lamínulas, estiletes, pinças, tesouras, alfinetes, seringas com agulhas, placas de Petri, esmalte incolor, lupa, papel filtro, papel sulfite e lápis.

			

			Atividade I – Retirando os testículos de gafanhoto

			Esta etapa pode fazer parte da atividade prática, ou então, ser anterior a ela. Neste caso, os testículos poderão ser armazenados em freezer até o momento do uso.

			Procedimento

			
					Material necessário: pinça, alfinetes, tesoura, microtubo, solução fisiológica, solução fixadora e um suporte para fixar o inseto, que pode ser uma placa com cera ou parafina (Figura 1A);

					Anestesiar o gafanhoto, por meio de congelamento ou eterização, para que este não sinta dor ou sofrimento durante o procedimento;

					Com o animal anestesiado, fixe-o com alfinetes na placa com cera ou parafina (Figura 1B) e exponha o abdome (Figura 1C);

					Com a tesoura, faça um corte longitudinal na região dorsal do abdome (Figura 1D);

					Fixe o tecido epidérmico com alfinetes para facilitar a visualização dos testículos (Figura 1E);

					Aplicar solução fisiológica suficiente para cobrir todos os tecidos (Figura 1E), a fim de manter os tecidos nutridos;

					Retirar os testículos com uma pinça (Figura 1F);

					Colocá-los em um microtubo contendo solução fixadora (Figura 1G), mantendo-os por 30 minutos (Figuras 2F e 2G);

					Trocar a solução fixadora e repetir os passos 7 e 8 mais uma vez (Figura 1H);

					Armazenar o testículo em freezer a -20ºC, até o momento do preparo das lâminas.

			

			Figura 1: Procedimento para a retirada dos testículos de gafanhoto: (A) Material necessário; (B) Fixação do inseto; (C) e (D) Exposição e corte do abdome; (E) Fixação do tecido epidérmico e aplicação de solução fisiológica; (F) e (G) Retirada e transferência dos testículos e (H) Manutenção em solução fixadora
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			Fonte: Elaborada por Renata da Rosa.

			Atividade II – Obtenção de células meióticas a partir de testículo de gafanhoto

			Esta etapa visa obter lâminas semipermanentes de células em meiose para observação ao microscópio óptico. Sendo assim, é preciso ter em mãos os testículos de gafanhotos previamente extraídos e fixados.

			Procedimento

			
					Material necessário: pinça, seringas com agulhas, esmalte incolor, isqueiro, testículos fixados, ácido acético 60%, corante orceína lacto-acética, papel filtro, lápis, papel sulfite e microscópio óptico;

					Limpar lâminas e lamínulas;

					Separar material para ser utilizado (Figura 2A);

					Retirar os testículos do microtubo (Figura 2B);

					Colocá-los sobre uma lâmina e retirar um único túbulo, retornando o restante para o microtubo (Figura 2C);

					Cobrir com ácido acético 60% por 10 minutos (Figura 2D), evitando colocar uma gota muito grande (o excesso pode ser retirado com um pedaço de papel filtro);

					Com o auxílio de estiletes, dilacerar o material até que não se veja algum tipo de grumo, evitando assim que as células fiquem sobrepostas (Figura 2E);

					Com o material dilacerado, pingar uma gota do corante orceína lacto-acética e, com um isqueiro, esquentar cuidadosamente para melhor fixação do corante (Figuras 2F e 2G);
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