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2 Unidades basicas em biologia

2.1 As escalas em biologia

As células sdo as unidades bdsicas que constituem os seres vivos. Geralmente as células sdo mais pequenas do
gue 1Imm, pelo que ndo as conseguimos ver a olho nu. Quando pretendemos estudar a organizacdo interna das
células e os seus organelos, ou seja a ultraestrutura da célula, temos de utilizar microscépios e trabalhar com

unidades de medida muito mais pequenas do que o mm.

Tamanhos relativos (em escala logaritmica de base 10)
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2.2 Células procaridticas e eucaridticas
As células dos seres que classificamos como Bactéria
ou Archaea s3o células em que o citoplasma n3o tem Parede Membrana

celular DNA plasmatica

compartimentos separados por membranas. Nestas células
ndo existe um nucleo, nem reticulo endoplasmatico ou
mitocondrias. A figura ao lado representa a ultraestrutura

de uma célula procaridtica.

As células eucaridticas, por outro lado, sdo células em
qgue hd compartimentos, no citoplasma, delimitados por

membranas.

Os organelos das células eucaridticas podem variar um pouco
em funcdo do tipo de ser vivo ou do grau de especializacao do

tecido. Em geral todas as células tém nucleo, mitocondrias,

complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, ribossomas e Capsula  Mesossoma  Citoplasma

vacuolos.

Esquema de célula procariotica
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Os cloroplastos s6 existem nas células vegetais que realizam fotossintese.

As células eucaridticas formam todos os organismos que classificamos como Eukarya. As figuras seguintes

esquematizam uma célula animal (A) e uma célula vegetal (B). (Revé a Unidade 3 do 102 ano).

Reticulo endoplasmatico

Invélucro
nuclear
Nucleo
Citoplasma
Invélucro Citoplasma Complexo de Golgi
nuclear (Dictiossoma) Vactiolo

Mitocéndria Parede celular

Cloroplasto

Membrana
plasmatica

Plasmodesmos e

Vesicula
Complexo
de Golgi
Reticulo Reticulo
endoplasmatico endoplasmatico Q
rugoso liso
A - Esquema de célula animal B — Esquema de célula vegetal

No quadro seguinte resumem-se alguns exemplos de organelos celulares e suas fungdes.

ORGANELO CELULAR FUNCAO

m conim e b (Cédlgo genéﬁco - CéIU|a)‘
Mitocondria Realiza reagbes da respiragdo celular.
Complexo de Golgi Processa e transporta substancias como, por exemplo, proteinas.

Sintetiza e transporta substancias. Quando associado a ribossomas sintetiza

Reticulo endoplasmatico )
proteinas.

Tem grandes dimensdes em células vegetais. Armazena agua e substancias.
Vactolo Tem pequenas dimensdes nas células animais. Faz, por exemplo, digestdo de

substancias.

Cloroplastos Usa a luz solar para fazer a fotossintese.
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3 Atividades laboratoriais: divisao celular

3.1 Preparagao de apices de raiz de cebola (Allium cepa L) para analise de figuras de mitose

Material

Extremidades de raizes jovens de cebola (Alium cepa L)

a) Vidro de relégio b) Pinga e bisturi ¢) Acido cloridrico a 5%
d) Microscopio 6tico (MOC) e) Laminas e lamelas f) Papel de filtro
g) Lamparina e mola ou suporte h) Solucdo diluida de corante orceina acética

Atividade

1 - Coloca uma gota de solugédo diluida de acido cloridrico (HCI) num vidro de reldgio (Figura 1).
2 - Corta uma porg¢do pequena (4 a 5mm) da extremidade da raiz (contendo o apice) (Figura 2).
3 - Coloca as porgGes de raiz no vidro de reldgio. Espera 15 minutos (Figura 3).

4 - Coloca 1 gota de solucdo diluida de corante orceina acética numa lamina de microscopia. Transfere a

extremidade da raiz para a lamina mergulhando-a na gota do corante (Figura 4).

5 - Segura a lamina com uma pinca e aquece-a a chama alguns segundos (ndo deixes queimar) (Figura 5).
6 - Coloca a lamela e comprime para esmagar suavemente a raiz, junto ao apice (Figura 6).

7 - Coloca no microscépio otico e observa seguindo as regras de utilizacdo do microscdpio (vé seccdo 4).

8 - Procura identificar as células em interfase, profase, anafase e telofase. Desenha e legenda o que observas.

Passos iniciais para a preparagdo de material bioldgico (dpices de raizes de cebola) para visualizagdo de mitoses ao microscépio otico.
Os numeros correspondem as etapas descritas acima.
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3.2 Preparagao de anteras para analise de figuras de meiose

Material
a) Solucdo fixadora de 3 partes de dlcool para 1 parte de acido acético (fixador de Carnoy)

b) Anteras de milho (Zea mays L) ou de Lilium sp, por exemplo.

¢) Solucdo diluida de corante carmim d) Laminas e lamelas e) Pinca e bisturi
f) Alcool etilico a 70% g) Microscdpio
Atividade

1- Usaanteras que te sdo fornecidas pelo(a) professor(a) ja fixadas em Carnoy (durante 1 a 2 dias), e posteriormente

fixadas em alcool 70%.

2 - Transfere 1 a 2 anteras para uma lamina limpa.

3 - Coloca sobre as anteras 1 ou 2 gotas de solugdo corante de carmim.

4 - Com o bisturi corta as anteras esmagando-as depois suavemente com uma pinga para soltar as células.
5 - Aquece a lamina ligeiramente.

6 - Cobre a lamina com a lamela e pressiona para esmagar suavemente. Deixa arrefecer.

7 - Coloca a preparagdo no microscopio otico e observa seguindo as regras de utilizagdo do microscépio (vé

sec¢do 4).

8 - Localiza as células em meiose. Desenha e legenda as varias fases da divisdo | e Il que observas (observa os

exemplos abaixo).
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(A) Microfotografia de células em meiose (Fase 1) em MOC (400x); (B) desenho esquemdtico da microfotografia, com legenda
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4 Utilizagao do microscdpio dtico composto

4.1 Constituicao

O microscopio dtico composto é um instrumento muito dispendioso, por isso importa conhecé-lo e seguir as

regras de utilizacdo, de modo a usa-lo com cuidado para que nao seja danificado. As figuras seguintes mostram

a sua constituicao basica.

1. Ocular — contém lentes que ampliam a imagem fornecida pela objetiva;

2. Tubo — peca que suporta a ocular (duas oculares no microscépio dtico binocular) e o revdlver;

w

. Revélver — suporta todas as objetivas e deve ser rodado para mudar de objetiva;

4. Objetivas — ampliam a imagem da amostra;

w

. Parafuso da sobreplatina — move a sobreplatina (muitos MOC ndo possuem esta pega);

6. Pinga ou pingas da sobreplatina — seguram a preparacao sobre a platina;

7. Platina — suporta a preparagao que esta a ser observada;

8. Diafragma — abre e fecha regulando a quantidade de luz que atinge a preparagao;

9. Condensador — sistema de lentes que concentra a luz na preparacao;

10. Parafuso do condensador — sobe e desce o condensador;

11. Fonte de iluminagdo — emite um feixe de luz em dire¢do ao condensador;

12. Base — assenta na bancada e fornece estabilidade ao microscoépio;

13. Parafuso micrométrico — parafuso que promove os movimentos de pequena amplitude da platina;
14. Parafuso macrométrico — parafuso que promove os movimentos de grande amplitude da platina;

15. Brago — suporta o tubo e faz a ligagdo a base do microscdpio.
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4.2 Colocagao da preparacao e focagem até a objetiva de 40x e de 100x

A) Focagem para a objetiva de 40x

1. Retira a prote¢do do microscépio, liga-o a corrente elétrica e liga o interrutor.

2. Confirma se a objetiva de menor ampliacdo (4x) esta colocada na posicdo de observacao.

3. Ajusta o condensador, aproximando-o da platina. ,
. ) ) ) Objetiva de &
4. Coloca a prepara¢do na platina, com a lamela voltada para cima, fixa-a
com as pingas e ajusta-a para que a amostra fique iluminada pelo feixe de luz.
5. Roda o parafuso macrométrico sobe a platina.

6. Observa pelas oculares e ajusta a intensidade da luz, regulando a

abertura do diafragma.

e lamela

7. Usando o parafuso macrométrico comeca a descer a platina até
comecares a observar algo da amostra.

8. Passa a utilizar o parafuso micrométrico (rodando nos dois sentidos) até a imagem ficar o focada o melhor possivel.
9. Para observar outras partes da amostra desloca a preparagdo sobre a platina.

10. Roda o revélver para a objetiva seguinte e ajusta a focagem com o parafuso micrométrico. Nunca movas a
platina antes de efetuar este procedimento. Se ndo conseguires focar a amostra, volta a colocar a objetiva de 4x
e reinicia a focagem.

11. Terminada a observagdo com a objetiva de 10x, coloca a de 40x. Cuidado, pois a objetiva ficara muito préxima da
preparagao. Foca rodando apenas o parafuso micrométrico. Se necessdrio reinicia a focagem com a objetiva de 4x.
12. Nofinal, baixa totalmente a platina com o parafuso macrométrico. Coloca a objetiva de 4x e retira a preparacgao.

13. Desliga o interrutor e arruma o aparelho, colocando sempre a capa de protegdo.

B) Focagem para a objetiva de 100x

Nos casos em que precisares de grande ampliacdo, podes usar a objetiva de 100x. Para isso, deves proceder
como descrito acima até ao ponto 11. Em seguida:

12. Assegura que tens a imagem focada e centrada na objetiva de 40x.

13. Roda o revdlver e coloca uma objetiva menor (atengdo ndo mexas nos parafusos micrométricos).

14. Coloca uma gota de déleo de imersdo sobre a lamela.

15. Com muito cuidado roda a objetiva de 100x.

16. Ajusta com muito cuidado a focagem com o parafuso micrométrico.

17. Depois de veres, baixa totalmente a platina com o parafuso macrométrico.

18. Deves depois limpar com um lenco a objetiva de 100x, para remover o dleo.

19. Nofinal, baixa totalmente a platina com o parafuso macrométrico. Coloca a objetiva de 4x e retira a preparagao.

20. Desliga o interrutor e arruma o aparelho, colocando sempre a capa de protecao.

4.3 Cuidados especificos

1. As objetivas possuem, geralmente, um anel colorido, que as identifica, e uma inscricdo com o seu poder de
ampliacdo: geralmente 4x (anel vermelho), 10x (anel amarelo) e 40x (anel azul) e 100x (anel preto). Verifica estas

carateristicas de forma a distinguir, facilmente, cada uma das objetivas.
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2. Nunca toques nas lentes das objetivas ou das oculares com as maos.
3. Se as lentes do microscépio ficarem sujas pede ao professor para
proceder a sua limpeza. Nunca forces os parafusos do microscépio
(macrométrico, micrométrico, sobreplatina, revolver e condensador).

4. A platina do microscépio deve ser sempre mantida limpa e seca. Podes

usar um lengo de papel para a limpar.

Algumas informagoes sobre a objetiva de 100x

Esta objetiva é diferente das anteriores. Por exemplo, a objetiva de 100x é
maior que as outras, o que quer dizer que pode mais facilmente tocar na
lamela, e sujar-se ou ficar riscada. Se isto acontecer, a objetiva pode ficar
estragada. Assim, sé se deve usar a objetiva de 100x quando é mesmo
necessario usar grandes ampliacdes para ver estruturas celulares muito

pequenas.

Como a objetiva de 100x esta muito préoximo da lamela, coloca-se uma
gota de um 6leo especial chamado “éleo de imersdao” entre a objetiva e
a preparacdo para que os feixes de luz atravessem o vidro e o dleo sem
se desviarem. O 6leo de imersdo ajuda por isso a teres uma imagem mais
nitida com a objetiva de 100x.

O ¢dleo de imersdo so pode ser usado com a objetiva de 100x e pode

r/ﬂ
2l
.

estragar as outras objetivas. Assim, NUNCA uses a objetiva de 40x numa lamina / lamela com dleo de imers3o.

Lamina
e lamela
/

Objetiva de
ampliagao
100x

1) Colocar uma gota de 6leo de imersdo sobre a lamela; 2) com muito cuidado rodar o revélver para a objetiva de 100x ficar sobre a
gota do dleo de imersdo e observar ajustando a focagem; 3) descer a platina e rodar a objetiva de 100x limpando a lente (seta) com um

lengo muito limpo, para retirar o resto de dleo de imersao.

5 Outras técnicas usadas em laboratérios de biologia

5.1 Uso da balanga de precisao

A determinac¢do da massa de substdncias quimicas (ex. cloreto de sddio, sacarose, glicose, amido) para realizar

trabalhos laboratoriais é feita com balangas de precisdo. Existem varios modelos.
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A balanca analitica é um instrumento delicado que deve ser usada com extremo cuidado. Sé funciona com rigor

se estiver bem limpa e seca. O professor fornecera instrugdes sobre como usar corretamente a balanca.

Nunca se deve colocar cargas (sais, liquidos, material bioldgico, etc.) diretamente no prato da balanca. Usa-se
sempre uma superficie de protecdo (caixa de plastico, vidro de relégio, papel, etc.) que deve ser colocada no

centro do prato da balanca. Depois de usar a balanca, esta deve ser desligada e bem limpa.

1)Ligar a balanga; 2) colocar o suporte que vai receber as substancias (neste caso um vidro de reldgio); 3) voltar a colocar a balanga a
0,000g; 4 e 5) adicionar com cuidado a substancia a pesar até ao valor desejado

5.2 Centrifugacao

A centrifugacdo é um processo de separa¢do de particulas numa amostra fluida. A amostra é colocada dentro de

tubos. Os tubos sdo colocados num rotor de um aparelho que se chama centrifuga.

Liquida % © o
o © o©
l Centrifugacdo o. o® o ©
o o
* o.° ° g °
T Hk o o oo
oo | —— oo
Sélida % o Centrifugagdo 00
o o
\ oy 0° o
/ () o 0
°
¥ @
Amostra Precipitado 1

Quando o rotor da centrifuga roda faz os tubos rodarem a grande velocidade (exemplo 100 a 100 000 rotagGes
por minuto, ou seja, o tubo pode dar 100 000 voltas num minuto). O numero de rota¢des que o tubo faz por
minuto chama-se rotac¢des por minuto. Esta rota¢do faz com que as particulas no fluido se separem, pois as mais
pesadas descem mais depressa e as mais leves descem mais devagar. O conjunto de particulas que se depositam
no fundo do tubo como resultado da centrifugacdo chama-se sedimento ou pellet. O conjunto de amostra que

nao deposita chama-se sobrenadante.
A centrifuga é um aparelho caro. Se for mal manipulado pode ser perigoso, por isso deve ser usado com cuidado.

Algumas regras basicas: verificar se a centrifuga se encontra limpa e bem cuidada; usar apenas tubos préprios
para a centrifuga; usar sempre um tubo de calibragdo (pode conter apenas agua) para compensar o teu tubo da
amostra; os tubos tém de ficar em lados opostos entre si; fechar a tampa da centrifuga antes de marcar o tempo

e a velocidade de rotagBes por minuto; retirar os tubos sem agitar nem mexer bruscamente para nao agitar as

162 | Adenda



fracOes separadas (para o sedimento ndo se misturar com o sobrenadante); depois de usar a centrifuga limpar e

desligar da corrente elétrica.

] v-w\

a

1) Colocar a amostra no tubo de centrifuga e colocar igual volume de agua no outro tubo de centrifuga; 2) colocar um tubo na centrifuga;
3) colocar o outro tubo no lado oposto do rotor da centrifuga; 4) fechar a centrifuga e programar a centrifuga para o tempo e velocidade

desejada.

Existem atualmente varios modelos de centrifugas desde as manuais até

centrifugas grandes e que atingem altas velocidades.

A centrifugacdo é uma técnica muito importante para a biologia,
guimica, e outras areas. Podes aprofundar mais conhecimentos sobre
o funcionamento das centrifugas e centrifugacdo nas disciplinas de

quimica e de fisica.

5.3 Eletroforese

A eletroforese é uma técnica de separacao de moléculas, por exemplo,

proteinas, RNA, DNA, etc. com a ajuda de um campo elétrico.

Um pequeno volume da amostra é colocado num pequeno poc¢o de um
gel dentro de uma tina. A tina contém uma solucdo rica em sais e com

pH estdvel (solugcdo tampao) e que cobre o gel. A esta solucdo na tina

aplica-se um campo elétrico. Assim, um dos lados da tina fica carregado

positivamente, o anodo (+), e outro lado fica carregado negativamente, o catodo (- ).

Normalmente, as moléculas da amostra estdo carregadas negativamente e por isso deslocam-se para o lado

positivo da tina (dnodo).
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As moléculas mais pequenas deslocam-se mais depressa no gel, e as .

de amostras

moléculas maiores deslocam-se mais devagar. )
(com moléculas)

Os equipamentos de eletroforese, normalmente sdo constituidos por ~ "°° P9
duas partes: a tina (onde se coloca a solugdo tampao e o gel com a
amostra) e uma fonte de alimentacdo que fornece a corrente elétrica -
gue vai criar na tina os polos elétricos positivo e negativo.
N L. . . Aplicagdo
Sao aparelhos sensiveis que devem ser manipulados com cuidado. de campo
elétrico
Algumas regras bdsicas: verificar que a tina se encontra limpa e bem
cuidada; a solugao tampao deve estar limpa; usar apenas géis e suportes
adequados a tina; colocar a amostra nos pogos com muito cuidado
para a amostra ndo sair do pogo; a tina deve estar em local estdvel Migragdo Moléculas de 9

) ) ) ) das moléculas  maior dimensdo
sobretudo quando ligada a fonte de alimentagdo; depois de usar deixar

0 equipamento e a bancada limpos. Em cada
banda ha

A eletroforese é uma técnica muito importante para a biologia, quimica ~ moléculas
com 0 mesmo

e fisica. Podes explorar mais sobre esta técnica nas disciplinas de quimica tamanho

L. Moléculas pequenas
ou fisica.

- -
. '.‘”

1) Colocar a amostra no pogo do gel, na tina; 2) tapar a tina e plicar uma corrente elétrica (fornecida pela fonte de alimentagdo); apds
corrida vém-se bandas que correspondem a moléculas com pesos diferentes.

5.4 Reacao da polimerase em cadeia (PCR)

A técnica da reagdo da polimerase em cadeia (PCR) permite copiar fragmentos de DNA. Esta amplificacdo é feita
a custa de uma polimerase extraida de microrganismos que vivem em ambientes de elevada temperatura, e por
isso, as suas enzimas também toleram altas temperaturas. Geralmente usa-se a polimerase de um microrganismo

chamado Termus aquaticus.

Num tubo coloca-se o tampao, o fragmento de DNA a copiar, a enzima, pequenos fragmentos complementares de porgdes

do fragmento de DNA a copiar (chamados primers) e nucledtidos (de adenina, de guanina, de timina e de citosina).

Quando se usa a polimerase de Thermus aquaticus, chamada Taq polimerase, usam-se as temperaturas descritas a seguir:
O tubo é colocado num aparelho que:

1) Aquece a cerca de 95°C e separa as cadeias da dupla hélice de DNA (desnaturagdo do DNA).

2) Depois baixa a temperatura para cerca de 50°C, permitindo que os primers emparelhem com as zonas

complementares de DNA (emparelhamento).
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3) Em seguida sobe a temperatura para cerca de 72°C (temperatura ideal para a enzima polimerase do DNA
poder trabalhar), permitindo que a polimerase adicione novos nucledtidos. Forma-se assim uma copia de

cada cadeia da molécula modelo de DNA.

<l‘—’ Ciclo

2 Ciclo

NUCLEOTIDOS POLIMERASE
(ACGT) TAMPAO

PRIMERS
| MOLDE DE DNA
sequéncia alvo
ﬁ —— 12 Ciclo
DNA molde

22 Ciclo

AAANAAA
A I T

2 copias 4 cépias 8 copias 16 copias

Composi¢do do meio de reagdo no tubo de PCR; B) esquema do aumento de cépias de DNA ao longo dos ciclos

No segundo ciclo a temperatura volta a variar (por exemplo, 952C / 50 2C / 72 2C) e forma-se outra cdpia de cada
cadeia. Repetindo os ciclos formam-se muitas cadeias, numa progressao exponencial. Diz-se que a amostra foi

amplificada.

Esta técnica é essencial para se obter DNA em quantidade necessaria para estudos de biologia molecular,

engenharia genética, biotecnologia, medicina, ciéncias forenses, entre outros.

1) Colocar os tubos de PCR no aparelho de PCR; 2) fechar o aparelho; 3) programar o aparelho para fazer varios ciclos de variagdo de

temperatura
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6 Regras de seguranc¢a em laboratdrio

] & ) ' ‘ A,
A

Awmil

Uso de roupa e dculos de protecao

1. Prende cabelos longos, e protege pe¢as ornamentais ou vestudrio que possam tocar em substancias.
2. Usa sempre uma bata de protecgao.

3. Usa 6culos de protecdo quando existe a possibilidade de qualquer substancia quimica atingir os olhos.

Regras de conduta

4. Nao deves comer ou beber dentro do laboratério.

5. Antes de executar qualquer trabalho, 1é com atengdo as instrucGes de procedimento. Ndo avances com duvidas.
6. Nunca executes trabalhos que ndo tenham sido autorizados pelo professor.

7. Nunca toques, cheires ou comas uma substancia quimica nem uses vidro de laboratério para beber.

8. Nunca pipetas com a boca.

9. Manipula com muito cuidado as substancias quimicas. Se alguma derramar, pede ajuda sobre a forma de
limpar.

10. Comunica imediatamente ao professor qualquer tipo de acidente que ocorra dentro do laboratério.

Regras de seguranga quando se utilizam fontes de aquecimento

11. Nunca uses uma fonte de chama sem o professor explicar o funcionamento.

12. Mantém a d4rea a volta de uma chama desocupada e limpa e ndo te aproximes muito.
13. Nunca aquecas um recipiente fechado porque este pode rebentar.

14. Nunca direciones a abertura de tubos a aquecer para ti nem para os teus colegas.

15. N3o agarres objectos a aquecer ou aquecidos com a mao.

Como usar utensilios afiados em seguranga:

16. O uso de laminas de bisturi, ou de facas, deve ser feito com extremo cuidado.

17. Nunca cortes material na tua direcdo, mas sim na direcdo oposta, e sempre apoiado numa superficie

especifica.

18. Avisa imediatamente o professor se te cortares com algum utensilio afiado.

Regras a seguir no final de cada trabalho

19. No final do trabalho, limpa e arruma a area de trabalho; desliga e guarda o equipamento utilizado.
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20. Se utilizaste a fonte de aquecimento verifica se este fica desligado e se a ligacdo ao gas fica fechada.

21. Lava as mdos com agua e sabdo, no final de cada trabalho.

7 Alguns materiais de laboratorio

Apesentam-se em seguida algum material de laboratdrio.

Lo TN

Copo (ou goblé) Proveta Matraz Funil Pipeta Pipetas Pasteur
com vareta volumétrica com Tetina

A _—

.

Frasco Tubos de ensaio Almofariz Baldo volumétrico Caixa de Petri Tubo de centrifuga
e conta gotas e suporte de tubos e Pildo

Lamparina Bico Bisturi Tesoura Pinga
de Bunsen (a) (com lamina)
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