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MICROSCOPIA

Presentacion:

El microscopio es un instrumento que permite observar objetos no
perceptibles a simple vista. Esto se logra mediante un sistema 6ptico compuesto por
lentes, que forman y amplifican la imagen del objeto en observacién. El término,
surge en el siglo XVII y deriva de las palabras griegasmikrés (pequefio) y skopéoo
(observar).

Segun el numero y la posicion de las lentes se distinguen dos tipes de
microscopios 6pticos:

- Microscopio simple: comunmente llamado lupa. Esta constituido por una
lente, o un sistema de lentes que actuan como si fuera una lente simple.

- Microscopio compuesto: esta constituido por la combinacién de dos
sistemas de lentes convergentes: uno, préximo al ojo del observador, el ocular, y
otro préximo al objeto, denominado objetivo.

El uso de las lupas se remonta civilizacion asiria, habiéndose encontrado en
las ruinas de Ninive cristales de rocas tallados en forma de lentes plano-convexas
(Figura 1)

Figura 1: Primera lente de la que se tiene
conocimiento en la historia de la humanidad. Se
trata de una lente plano convexa de cristal de roca
tallada toscamente, encontrada en las excavaciones
de Ninive por el arquedlogo britanico Sir Austin
Henry Layard en 1847.

Sin embargo, el verdadero impulsor de la microscopia fue el holandés Anton
van Leeuwenhoek (1632-1723) [Figura 2]. Construia microscopios simples con
lentes convexas que él mismo pulia, con las que realiz6 diversas observaciones.
Estudié la composicion de la sangre, observd protozoos, y descubrio las bacterias
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Figura 2: A la izquierda, un retrato de Antén van Leeuwenhoek (1632-1723). A la derecha, un
esquema del microscopio de Leeuwenhoek: a) posicion de la lente, b) punta de soporte del objeto a

ser observado, c y d) tornillos de regulacién.

El primer microscopio compuesto fue construido en 1590 por el holandés
Zacarias Hanssen, hijo de un tallador de cristales. Unos afos después el italiano
Galileo Galilei también desarroll6 microscopios compuestos muy interesantes
(Figura 3).

A principios del siglo XVII el microscopio sufre importantes modificaciones, no
s6lo en lo que concierne a la 6ptica, sino también en lo que se refiere a la mecanica.
Entre ellos se destacan los construidos por Robert Hook, con los que logra observar
por primera vez células en preparados de corcho. También fueron importantes los
aportes de Bonnani (1691), Joblot (1776), Cuff- Baker (1744), entre otros.

Todos estos aparatos, a pesar de lograr buenas amplificaciones, daban
imagenes muy defectuosas a causa de las aberraciones cromaticas y esféricas y asi
muchos investigadores volvieron al microscopio simple.

Estas aberraciones fueron corregidas gracias a la incorporacion del objetivo
apocromatico, por parte del 6ptico londinense Dolland. Este objetivo consiste en dos
lentes superpuestas, una convergente, y otra divergente. Desde esa época, hasta
nuestros dias, el microscopio compuesto no ha cesado de perfeccionarse,
incorporandose nuevos accesorios como el revélver portaobjetivos, la visidon
binocular, etc.
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Figura 3: A la izquierda: Microscopio compuesto realizado por los hermanos Juan y Zacharias
Janssen en 1590, en Midelburg, Holanda. Esta formado por dos tubos de latén, soportando una lente
cada uno, que se deslizan dentro de otro tubo de latdén lo que permite el enfoque. Se considera el
primer microscopio compuesto de la historia. A la derecha: Microscopio compuesto de Galileo Galilei,
1612. Posee dos lentes instaladas en dos cilindros de madera que se deslizan sobre uno exterior de
cartén, forrado de cuero verde, permitiendo el enfoque. El acabado, con tapadera incluida, es de un
marcado caracter renacentista italiano.

El microscopio compuesto consta de dos partes (Figura 4):

1. Parte_mecanica: tiene la finalidad de sostener la preparacion a examinar y
soportar todo el sistema 6ptico del microscopio. Consta de:

1.1. Pie: soporta al resto del microscopio, en los microscopios antiguos posee
forma de herradura y esta constituido por una estructura metalica, pesada.

1.2. Platina: es la estructura que sostiene al preparado que se desea observar.
Posee en el centro un orificio circular que permite el pasaje de los rayos que van a
iluminar al preparado. Puede ser fija o movil; en este ultimo caso el movimiento
horizontal es producido por un par de tornillos laterales. Esto posibilita recorrer al
preparado en todas direcciones.

1.3. Tubo: en él esta instalado el sistema oOptico. Actualmente son corrientes los
aparatos binoculares (dos oculares) que facilitan la vision con los dos ojos y los
revolveres portaobjetivos, con los cuales se pueden cambiar los objetivos
instantaneamente, sin desenfocar la preparacion. El enfoque se hace mediante unos
tornillos llamados macromeétricos y micrométricos, que permiten desplazamientos
verticales groseros y finos, respectivamente.
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Figura 4: Partes del microscopio 6ptico.

2. Parte optica: Esta formada por dos sistemas de lentes convergentes
centradas sobre un eje optico comun, denominados objetivoy ocular, y por el
sistema de iluminacién, que facilita y mejora la observacién microscopica.

2.1. Objetivos: Se insertan en el revolver del microscopio y se distinguen dos
tipos:

2.1.1. Objetivos en seco: En éstos, el aire se interpone entre la lente y el
preparado. Los objetivos mas comunmente utilizados son de 4, 10, y 40 x.

2.1.2. Objetivos de inmersion: Se distinguen de los anteriores porque entre
la lente y el preparado se debe interponer un medio transparente con un indice de
refraccion (n) superior al del aire (n = 1), y semejante al del vidrio (n = 1,5). El medio
utilizado es un aceite de inmersion, como por ejemplo el aceite de cedro. Son aptos
para la observaciéon de bacterias, finas estructuras etc.

2.2. Ocular: Permite observar la imagen del objeto formada por el objetivo,
actuando como una lupa Esta compuesta por dos lentes: lainferior o colectora, y la
superior, o lente ocular.
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2.3. Sistema de iluminacién:

Situado debajo de la platina, esta formado por:
2.3.1. Lampara 6 espejo de iluminacion.

2.3.2. Condensador. Posee la funcion de concentrar sobre el preparado los
rayos luminosos procedentes de la fuente de luz.

2.3.3. Diafragma: Situado debajo del condensador, sirve para graduar la
cantidad de luz que llega al objeto.

2.3.4. Filtros de luz. Son placas de vidrios, coloreadas, que dejan pasar las
radiaciones de longitud de onda deseadas, absorbiendo las restantes.

En la Figura 5, se representa la formacién de la imagen en el microscopio
compuesto. Puede apreciarse que el objeto (preparado) esta situado, con respecto
al objetivo, entre el foco y la doble distancia focal. Por lo tanto, el objetivo formara
una imagen real, invertida, y muy aumentada con respecto al objeto. Esta imagen
a su vez actua como objeto frente al ocular, encontrandose entre el foco y la lente
de este sistema. Por lo tanto, el ocular forma una imagen virtual, derecha y muy
aumentada, de modo que llega al ojo del observador invertida con respecto al
objeto, virtual, y muy aumentada.

s
T f

Objeto Objetivo

Imagen

observada Ocular

Figura 5: Formacion de la imagen en el microscopio compuesto.
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Capacidad de ampliacién vy poder de resolucion de los instrumentos 6pticos:

Dos caracteristicas determinan la claridad con que puede ser visto un objeto.
Una de ellas es la capacidad de ampliacion del instrumento, que es la relacion del
tamafio de la imagen vista con el microscopio y el tamafo real del objeto. Los
mejores microscopios opticos permiten una ampliacion no mayor de 1.000 -1200
veces, mientras que un microscopio electrénico puede elevarla hasta 250.000 veces
0 mas. La otra caracteristica, es elpoder de resolucién o posibilidad de observar
detalles finos. Es la capacidad del instrumento para dar imagenes distintas de dos
puntos situados muy cerca uno del otro. Ellimite de resolucion (E) se define como
la minima distancia a la cual dos puntos pueden distinguirse como tales y no como
un punto borroso. Esta dado por la siguiente ecuacion:

E=) /AN

Dénde:
A : Longitud de onda de la luz

AN: Apertura numérica del objetivo, que a su vez esta dada por la expresion:

AN=n.sen 0

Dénde:
n: indice de refraccion del medio (en el caso del aire n=1).

0: semiangulo (Y2 0) de la abertura del cono luminoso que entra a la lente
frontal del objetivo (Figura 6).

Objetivo

/ Preparado
|

A
. ~
Lentes del A
condensador ’ /)F\
/,-' [
Iris del 7 - N

condensador 4\ ﬂ—/
. 2

Angulo del cono de luz =28

Figura 6: Esquema ilustrativo del cono que incide sobre el objetivo.

Es importante recordar que el limite de resolucion es la inversa del poder de
resolucion, de modo que cuanto mayor sea este, menor sera el limite de resolucion.
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Puesto que el sen 6 no pude ser mayor de 1, y que el indice de refraccion de
los mejores materiales Opticos no puede ser superior a 1,6, usando aceite de
inmersion, la maxima AN de las lentes es de aproximadamente 1,4. De este modo,
usando luz blanca el poder resolucion es de 250 nm = 0,25 um.

A medida que aumenta la apertura numérica de los objetivos, E disminuye, y
aumenta la posibilidad de ver un mayor numero de trazos en 1 mm del objeto
observado (Tabla 1).

Tabla 1: Relacion existente entre la abertura numérica (AN), el limite del poder de resolucion
(E) y el nimero de trazos observables en 1 mm de objeto, para objetivos a seco y de inmersién.

Tipo de objetivo AN=n.sen 0 E =)\ /AN Numero de trazos
observables en 1 mm
Seco 0,1 5,50 180
0,3 1,84 550
0,6 0,92 1.100
De inmersioén 0,9 0,62 1.650
1,2 0,46 2.000
1,4 0,38 2.500

Cuidado del microscopia

El microscopio es un valioso instrumento. Para que pueda servir eficazmente afio
tras afio, es necesario que se le dispense el cuidado adecuado. Por este motivo,
recuerde las siguientes indicaciones:

¢ Evite mover el microscopio cuando la lampara esté encendida, ya que el filamento
de la lampara incandescente es extremadamente sensible.

e Para desplazarlo a distancia, emplee los correspondientes tornillos de fijacion.

¢ No toque las lentes de oculares y objetivos con los dedos, para evitar mancharlos
con su grasitud natural

¢ No cambie de lugar su microscopio, ni las lentes.

e Luego de usar el microscopio, limpielo con un pafio de lino, libre de polvo, o con
algodon hidrofilo. Verifique que no hayan quedado preparados sobre la platina.

e Déjelo con el objetivo de menor aumento, la platina lo mas proxima posible a él, y
protegido con la cubierta correspondiente.

Microscopio electrénico de transmisiéon

Las células y sus componentes son tan pequefios que los microscopios
opticos comunes solo pueden distinguir los detalles gruesos de las estructuras
celulares. En la mayor parte de los casos todo lo que puede observarse es el
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contorno de las estructuras y su capacidad de tefiirse por alguna sustancia y no por
otra. No fue sino hasta que se desarroll6 el microscopio electrénico, en la década de
los '30 y cuyo empleo se difundi®6 mas ampliamente en los afos ‘50, que los
investigadores estuvieron en condiciones de estudiar los detalles finos o
ultraestructura de las células.

Con el microscopio electrénico de transmisién, el poder de resolucion
aument6é cerca de 1000 veces respecto del microscopio Optico. Esto se logra
empleando “iluminacion” de una longitud de onda mucho mas corta, que consiste de
haces de electrones, en lugar de rayos de luz. Los electrones son emitidos por un
catodo de tungsteno, cuyo potencial eléctrico se mantiene en 50.000 — 100.000 volt,
mientras que el del anodo, cerca del extremo del tubo, es cero. Esa caida de voltaje
produce la aceleracion de los electrones a medida que se desplazan hacia el anodo.
Una lente condensadora enfoca el haz de electrones sobre la muestra; las lentes
objetivo y proyector enfocan los electrones que atraviesan la muestra y los
proyectan sobre una pantalla de observacién o una pelicula fotografica (debe
entenderse que aqui las “lentes” son sistemas electromagnéticos).

La microscopia electrénica de transmision, suministra en la actualidad un
poder de resolucion de aproximadamente 0,2 nm, unas 500 mil veces mayor que el
ojo humano. Esa medida equivale mas o menos al doble del diametro de un atomo
de hidrégeno.

-
|
S NS i
—— Lr——— o

Figura 6: Fotografia de un microscopio electrénico de trasmision.

Tanto en el microscopio Optico, como en el microscopio electrénico de
transmisidén, la formacion de una imagen con contraste perceptible exigen que
diferentes partes de la célula difieran en su transparencia al haz de iluminacion, ya
sean rayos de luz, o electrones. Las partes del espécimen que permiten el paso de
la luz o los electrones aparecen brillantes, mientras que las partes que bloquean el
paso del haz de iluminacién, aparecen oscuras.

Las células vivas, son casi completamente transparentes a la luz y a los
electrones, porque casi el 70% de su peso esta constituido por agua. Para crear
suficiente contraste cuando se usa el microscopio Optico, las células deben ser
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tratadas con colorantes, u otras sustancias que se adhieran diferencialmente a
componentes subcelulares especificos, o reaccionen con ellos, produciendo
regiones de opacidad diferente. Para el microscopio electrénico, los especimenes se
tratan por lo general con compuestos de metales pesados.

Después que el espécimen ha sido tefiido, todo el colorante que no se haya
adherido a las superficies, debe ser lavado. Sin embargo las células son bastante
fragiles y cualquier tratamiento enérgico, disociaria su estructura. Para resolver este
problema, los especimenes biologicos se “fjan” antes de tedirlos. Este
procedimiento implica un tratamiento con compuestos que “amarran” las estructuras
a su lugar, habitualmente por formacién de enlaces covalentes adicionales entre las
moléculas. Por ejemplo, los aldehidos (como el glutaraldehido) reaccionan con los
grupos amino de las moléculas proteicas, enlazando las moléculas de proteinas
contiguas en una estructura bastante rigida. El tetréxido de osmio se usa a menudo
para la preparacion de especimenes para microscopia electrdnica, y actua uniendo
entre si las moléculas de lipidos.

Los procedimientos de fijacion y tincion suelen realizarse sobre grupos de
células, como por ejemplo, un trozo de tejido. Estos especimenes son demasiado
gruesos para permitir el paso de los rayos luminicos o de los electrones. Para poder
examinarlos con el microscopio Optico, o con el microscopio electronico de
transmision, deben ser cortados en secciones tan finas que las regiones sin tefir
resulten transparentes.

Microscopio electrénico de barrido:

Este microscopio permite que el investigador observe la superficie de
muestras no cortadas, que no se pueden ver con el equipo de transmision, porque
los electrones atraviesan toda la muestra. El espécimen se fija, se seca, y se
recubre con una capa delgada de metal pesado, por ejemplo, platino, por
evaporacion al vacio. Un haz de electrones intenso, dentro del microscopio, barre la
muestra con rapidez. Las moléculas de la muestra se excitan y liberan electrones
secundarios (Figura 7) que se enfocan hacia un detector de centelleo. La senfal
resultante se muestra en un tubo de rayos catdédicos. Dado que la cantidad de
electrones secundarios producidos por cualquier punto de la muestra depende del
angulo del haz incidente, respecto de la superficie, las microfotografias electrénicas
de barrido tienen aspecto tridimensional.
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Figura 7: Esquema representativo del funcionamiento del microscopio electrénico de barrido.

En resumen, mientras que en el microscopio electrénico de trasmision los
electrones atraviesan el preparado, en el de barrido un haz de electrones “barre” la
superficie. De este modo el primero permite estudiar la ultraestructura de las células,
mientras que el segundo es ideal para obtener y reconocer la topografia de la
misma, ya que produce imagenes tridimensionales (Figura 8).

Figura 8: Microfotografias de un corte de traquea, tomada con microscopio electronico de
transmision (arriba) y de barrido (abajo). Note que la microfotografia obtenida con TEM revela la
ultraestructura, mientras que aquella proveniente del SEM permite estudiar la “topografia” del tejido,
ya que provee imagenes tridimensionales.
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Por ultimo, en la Figura 9, se presenta una comparacion entre la microscopia optica
y la electrénica de transmision y de barrido.
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Figura 9: Comparacién entre microscopios. a) Optico. b) Electrénico de trasmisién. c)
Electrénico de barrido. Segun Curtis et al. 2000. Biologia, 6ta. Edicién. Editorial Médica Panamericana

Este trabajo practico tiene como objetivos desarrollar destrezas en:

- La elaboracion de preparados microscépicos, y uso del microscopio optico.

- La estimacién de las dimensiones de especimenes.

- La identificacibn e interpretacion de fotografias tomadas con microscopio
electronico de transmision y/o barrido.

Aspectos tebdricos necesarios:

Para comprender los fundamentos teéricos de este practico, Ud. debera dominar
previamente los siguientes temas:

- Lentes; tipos, caracteristicas y propiedades
- Formacion de imagenes; casos, marcha de los rayos en el microscopio 6ptico.

Para ello la catedra aconseja consultar en la bibliografia y recursos de INTERNET
recomendados.
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Actividades:
1) Compruebe las caracteristicas de la imagen formada por el microscopio 6ptico:

Corte de un diario letras pequefas, “a”, “b”, o “e”. Haga con ellas un preparado
temporario, procediendo de la siguiente manera (Figura 10):

1) Coloque una gota de agua sobre el portaobjetos.

2) Con la ayuda de una aguja histologica coloque el material sobre la gota de agua.

3) Coloque un cubreojetos en un angulo de 45°.

4) Apoye el cubreobjetos sobre la gota de agua, y déjelo deslizar suavemente, de
modo que escape el aire y se evite la presencia de burbujas.

5) Si el material no queda completamente cubierto por el agua y comienza a
secarse, agregue una gota de agua en la orilla del cubreobjetos, sin levantarlo, ya
que ésta penetrara por capilaridad.
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o
x’?
- — Lt —
3) ,ip_ -c_t:ff:ﬁ {;—':-;“-l {},5;3
—
/7
— 7 N
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5) . oy SO
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< - =

Figura 10: Montaje del material, para la obtenciéon de un preparado temporario.

A continuacioén:

a) Encienda la lampara del microscopio.

b) Baje la platina y coloque el preparado fijandolo con los sujetadores; cuide que el
cubreobjetos quede hacia arriba.

c) Tenga en cuenta que, salvo excepciones que le seran sefaladas, el condensador
debe estar colocado en el tope superior.

d) Coloque el objetivo de menor aumento. Para enfocar correctamente, y sin riesgo
de deteriorar el objetivo, éste se aproxima al preparado hasta obtener una
distancia minima, sin que ambos se toquen. Recuerde: enfoque por alejamiento
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de objetivo/platina, nunca por aproximacion, pues se corre el riesgo de dafar el
preparado, y sobre todo, el objetivo.

e) Mire por el ocular, y haga descender la platina lentamente mediante el tornillo
macrométrico, hasta que logre ver la preparacién mas o menos enfocada.

f) Seguidamente, logre el enfoque adecuado con el tornillo micrométrico.

g) Compare la posicion de las letras en la imagen obtenida, con la posicidon en que
fueron montadas en el preparado. ,Por qué el microscopio cambia la posicién de
las letras?. Fundamente su respuesta mediante un esquema.

h) Calcule el aumento de la imagen.

i) Dibuje las letras, tal como las observa en el microscopio.

j) Vea el preparado con un objetivo de mayor aumento. Con qué aumento observa
una mayor proporcion de la letra

k) Examine y dibuje fibras de algodén, lana y seda, con diferentes aumentos

I) Repita la operacion con cabellos de diferentes caracteristicas.

2) Realice mediciones con auxilio de la regla micrométrica:

El tamafo de los objetos observados con el microscopio compuesto puede
ser estimado determinando el diametro del campo de observacién, utilizando un
objetivo particular. Luego, el tamafio del espécimen se estima comparandolo con el
diametro del campo de observacion. Para ello:

a) Coloque sobre un portaobjetos una pequena regla transparente, milimetrada.
Enféquela con el objetivo de menor aumento.

b) Mueva la regla de modo que el comienzo de la escala milimetrada coincida con el
extremo izquierdo del campo de observacion.

c) Cuente el numero de trazos desde el extremo izquierdo, hasta el derecho. Si éste
ultimo no coincide con una linea, estime la fraccion correspondiente. Exprese la
medida en mm y [/m.

d) Cuidadosamente enfoque la regla con el objetivo de 40x. Note que el diametro del
campo es inferior a 1 mm. Reemplace la regla por un portaobjetos graduado (éste
es un portaobjetos, que presenta gravada en su superficie una escala muy
pequefa). Estime el diametro del campo del objetivo 40x.

e) Ahora puede estimar el diametro del campo de los otros objetivos, por
comparacion con cualquiera de los anteriores. Para ello se emplea la siguiente
relacion:

Aumento total de A x diametro de A = aumento total de B x diametro de B

Recuerde que el aumento total = aumento del objetivo x aumento del ocular.
Estime el tamafo de diferentes especimenes comparandolos con el diametro del
campo de observacion.

3) Microscopia electrénica: Indique a qué tipo de microscopia electrénica
corresponde cada microfotografia.
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w i

Célula pancreatica

Meloidogyne sasseri Granos de polen Mitocondria
Cuestionario:

1) Dibuje las siguientes lentes convergentes: concavo-convexa, biconvexa,
planoconvexa.
2) Dibuje las siguientes lentes divergentes: concava-convexa, biconvexa,
planoconcava.
3) Esquematice la formacion de imagenes en lentes convergentes cuando el objeto
se encuentra :

a- Infinito d-Entre2fyf
b- Entre el infinitoy 2 f e-Enf
c- En2f f: Entre fy la lente

4) ¢ Qué funcién desempenan los filtros en la microscopia 6ptica?.

6) Menciones las principales aberraciones de las lentes.

7) Ud. quiere estudiar la ultraestructura de un organoide. ¢qué tipo de microscopia
electrénica emplearia? ¢ por qué?.
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Curtis, H. 2000. Biologia, 6ta. Edicion. Editorial Médica Panamericana.

Karp, G.1998. Biologia celular y molecular. 1° edicion en espafol. Editorial
McGraw-Hill Interamericana.

Lodish, H; Berk, A; Zipursky, S; Matsudaira, P; Baltimore, D; Darnell, J. 2000.
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Recursos de INTERNET:

En este direccion encontrara un completo libro de Biologia, generado por la
Universidad Nacional de La Plata:

http://www.biol.unlp.edu.ar/biologia

En la siguiente direccién encontrara un “museo virtual de la historia del microscopio”,
perteneciente a la Universidad de Salamanca, Espafia:

http://campus.usal.es/~histologia/museo/microsco/muse.htm
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