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Informacién general

Ganancia del curso

El curso practico de Biologia Celular se gana con el cumplimiento de los siguientes

requisitos.
1.- La asistencia a los practicos - registrada con puntualidad (75%).
2.- La aprobacion del 75% de la actividad practica, dénde se califican:

a.- Una pregunta al inicio de cada clase (20%).

b.- El informe de practico, entregado al final de la clase (80%).
La no aprobacion de la actividad equivale a una inasistencia.
El maximo de inasistencias (incluidas las actividades no aprobadas) permitido para aprobar el
curso es de 3 (en 14 clases practicas).

Nota: Las preguntas del Cuestionario Guia de cada actividad practica que figuran en EVA
sirven de orientacion, al igual que el texto de la Guia del estudiante, para el estudio y la
preparacion de la actividad.

Asistencia

La asistencia a este curso es obligatoria. Esto significa que se espera una asistencia
completa y puntualidad en cada una de las instancias programadas (tolerancia de cinco
minutos). Usted debe asistir al grupo en el cual se inscribié. En caso de no poder asistir a su
practico asignado podra recuperar dicha actividad durante el transcurso de la semana en
aquellos practicos con cupo disponible, solamente con certificado médico de la D.U.S.
(Divisiéon Universitaria de Salud).

Seguridad en el laboratorio

* Esta prohibido comer, beber, tomar mate, o fumar durante la clase practica.

* Debe tener especial cuidado con el manejo de sustancias quimicas y colorantes, por lo cual
es obligatorio el uso de tunica y se exhorta a prestar atencion a las recomendaciones de su
docente.

» Debe reportar cualquier tipo de accidente.

* Todos los teléfonos celulares deben permanecer en silencio durante la clase.

Libros de texto

* Alberts, B.; Bray, D; Lewis, J.; Roberts, K. & Watson, J. Biologia Molecular de la Célula (52
Ed).

* Lodish, H. et al. Molecular Cell Biology. 52 ed. (2004) Ed. Freeman.

* Karp, G. Biologia Celular y Molecular. Ed. Mc Graw - Hill Interamericana

* Weiss, L. Histologia. 52 ed. (1986). Ed. El Ateneo, Buenos Aires.

* Fawcett, D.W. Tratado de Histologia. 122 ed. (1995) Ed. Interamericana.

* Gilbert, S.F. Developmental Biology. 5% a 92 eds. Sinauer Associates Inc. Publishers.
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Practico 1 — Introduccién a la Microscopia 1

FUNCIONAMIENTO DEL MICROSCOPIO DE LUZ, INTRODUCCION A LA
MICROMETRIA. OBTENCION Y ANALISIS DE MEDIDAS DE LONGITUD
MICROSCOPICA

Objetivos:

e Introduccién a técnicas microscopicas de uso comun en Biologia Celular y a
herramientas basicas para el manejo de microscopios foténicos.
e Obtencidn y analisis de medidas de longitud microscopica.

Introduccion:

Desde su invencion, el microscopio ha sido una herramienta de enorme importancia en
el desarrollo de distintas disciplinas cientificas. Si bien el uso de lentes magnificadoras para la
observacion de detalles en estructuras pequefias comenzo en la antigua Roma, no fue hasta el
desarrollo del microscopio de luz, durante el siglo XVII, que este instrumento fue utilizado en la
biologia. Una célula animal tipica mide entre 10 y 20 ym de didmetro, muy por debajo del
tamafio mas pequefio que puede apreciar el ojo humano (100 um). Para observar estructuras
tan pequenas y para distinguir detalles dentro de éstas, es necesario el uso de lentes
magnificadoras. Una lente convexa constituye un microscopio simple, pero generalmente no
logra aumentos mayores a 10 veces el tamafio real del objeto. Para obtener magnificaciones
mayores se desarrollo el microscopio compuesto, el cual esta constituido por un sistema de
lentes que logran aumentos de mas de 1000 veces el tamafio del objeto.

En el microscopio compuesto existen basicamente dos sistemas de lentes, uno ocular y
otro objetivo, ademas de todo el sistema mecanico encargado de darle soporte. Dentro de los
componentes no O6pticos del microscopio se encuentran la base o pie y el brazo del
microscopio, los cuales en su conjunto se denominan estativo. En la base del microscopio se
localiza la fuente de luz del mismo, o el espejo responsable de dirigir la luz natural hacia la
muestra. La platina constituye un soporte sobre el cual se coloca el espécimen, y posee un
orificio que permite el pasaje de la luz. Asociados a esta platina existen dos tornillos que
permiten el desplazamiento en el plano xy del espécimen. A ambos lados del estativo se
disponen, generalmente, de forma concéntrica los tornillos de enfoque del microscopio
(macrométrico y micrométrico), encargados de mover hacia arriba y abajo la platina para poner
en foco el espécimen. Por encima de la platina se localiza el revdlver portaobjetivo donde se
encuentran las lentes objetivas de distinto aumento. La rotacion del revoélver coloca a cada una
de las lentes en el eje Optico. Siguiendo el camino del eje 6ptico se encuentra el tubo donde se
localizan elementos del sistema optico.

La parte éptica propiamente dicha esta constituida por el condensador, la lente objetiva
y la ocular. El condensador es una lente convergente que toma los rayos de luz provenientes
de la fuente y forma un cono de rayos convergentes sobre la muestra. El condensador posee
un tornillo de enfoque que permite su movimiento hacia arriba y abajo para lograr una éptima
iluminacién del espécimen. Ademas, posee un diafragma o iris que regula la cantidad de luz
que atraviesa el condensador y llega al espécimen, asi como el angulo del cono de luz. Las
lentes oculares y objetivas son lentes convergentes, que describiremos en detalle mas
adelante.
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Figura 1: Esquema del funcionamiento de un
microscopio compuesto. La luz proveniente de una
fuente pasa a través de una lente condensadora y luego
atraviesa al espécimen localizado en el soporte o platina
del microscopio. La lente objetiva forma luego una imagen
real (es decir que puede ser proyectada en una pantalla)
intermedia que se proyecta justamente en el diafragma fijo
de la lente ocular. Esta imagen es posteriormente
aumentada aun mas por la lente ocular generandose una
imagen virtual (no puede ser proyectada en una pantalla)
invertida del objeto que es percibida por el ojo como si

estuviese a 2.5 cm de distancia.

i " =—=>Lente condensadora

—>Fuente de luz

Caracteristicas de las lentes objetivas:

La lente objetiva estd compuesta por un conjunto de lentes, de las cuales la mas frontal
(primera lente que atraviesan los rayos de luz en la lente objetiva) se encarga de generar una
imagen magnificada del objeto. El resto de las lentes se encargan de corregir aberraciones
Opticas. Las aberraciones (distorsiones) esféricas o cromaticas son inherentes al disefio de
toda lente. Las aberraciones de tipo esféricas hacen que el campo se vea curvo cuando en
realidad es plano. Las aberraciones cromaticas son producto de los distintos indices de
refraccion de las diferentes longitudes de onda que componen la luz blanca, y hacen que los
objetos se vean borrosos. Las lentes objetivas que presentan correcciones para ambos tipos de
aberracion se denominan planapocromaticas.

La lente objetiva tiene inscripciones que indican ciertas caracteristicas, tales como su aumento,
apertura numeérica, correcciones, etc. (figura 2). Las lentes objetivas de un microscopio, que
poseen distinto poder de aumento, suelen estar disefiadas para proyectar la imagen intermedia
en el mismo punto del tubo, de manera que es necesario hacer uUnicamente pequefas
correcciones con los tornillos de enfoque cuando se cambia de lente durante la observacion.
Los microscopios que poseen este tipo de lentes se denominan parafocales. Ademas, el centro
del campo de observacion es el mismo en los distintos lentes, por lo cual se denominan

paracentrales.
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Figura 2: Complejidad de una lente objetiva y nomenclatura estandar. (Modificado de
www.olympusmicro.com)
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lluminacion:

Para obtener buenas imagenes es importante el uso de una correcta iluminacion, utilizando
tanto fuentes naturales como artificiales de luz. La iluminacion debe ser brillante y uniforme en
toda la muestra, lo cual se logra en los microscopios actuales utilizando el sistema de
iluminacion Kohler. En este sistema, una lente colectora colocada por delante de la fuente
generadora de luz proyecta una imagen aumentada de la fuente de luz, cuyo foco se localiza
exactamente en el diafragma o iris del condensador. Al atravesar el condensador se genera un
cono de rayos de luz que iluminan de manera uniforme la muestra. El diafragma del
condensador regula el angulo del cono de luz que alcanza el espécimen. Modificando la
posicién del condensador con el tornillo de ajuste del condensador y variando también la
apertura del diafragma iris del condensador se logra que el filamento de la fuente de luz se
localice en el plano focal de la lente objetiva. Es asi que se obtienen condiciones 6ptimas de
iluminacion de la muestra.

La funcion de un microscopio sera entonces generar una imagen aumentada del objeto, esto
es una imagen de mayor tamafio que el objeto real, y que permita apreciar los detalles del
mismo, es decir que debe tener resolucién. Generalmente a magnificaciones mayores, mayor
sera la resolucion de la imagen, aunque esto no siempre es cierto. Es importante comprender
entonces las diferencias entre aumento (tamafio de la imagen) y resoluciéon (detalles en la
imagen). Sin resolucién, no importa cuan aumentada esté la imagen del objeto, esta no
aportara informacion al observador, el aumento deja de aportar informacion util para
transformarse en “aumento vacio”.

Limite de resolucion:

El limite de resolucion se define como la menor distancia que puede haber entre dos puntos
para ser distinguidos como dos entidades independientes. Para el ojo humano esta distancia es
de 100 pm, es decir que dos puntos que estén separados una distancia menor a 100 ym seran
percibidos por el observador como un Unico punto.

0000 Q000 La capacidad de distinguir (separar) detalles
oX X J@) O@»O pequefios sera entonces el poder de resolucion del
OO Og OOOQ Microscopio.

100um 60pum

Teniendo en cuenta esta definicion, el poder de resolucion de un microscopio aumenta cuando
la minima distancia entre dos puntos que pueden distinguirse como dos objetos disminuye. El
limite de resolucién de una lente puede calcularse utilizando la ecuacion de Abbe:

Donde A es la longitud de onda de trabajo, y AN
_0.611 es la apertura numérica, la que se calcula como:
Limite de Resolucion = 4 AN = 1. sen 6.

La apertura numérica depende de dos parametros: el angulo de incidencia de la luz en el lente
(20), y el indice de refraccién del medio que separa el objeto de la lente objetiva (n) (figura 3).
Nétese que al aumentar el angulo de incidencia de la luz, es decir en aquellos lentes de gran
apertura numeérica, disminuye la distancia de trabajo, esto significa que la distancia, entre el
espécimen y el extremo inferior de la lente objetiva, es muy pequefia (figura 3).
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Considerando las ecuaciones anteriores es evidente que existen tres maneras de modificar el
limite de resolucion de un microscopio: variando la longitud de onda de trabajo, variando el
indice de refraccion, y el angulo del cono de luz que incide sobre la muestra. Trabajando con
longitudes de onda cercanas al violeta (ver apéndice), se logra el mejor poder de resolucion, es
decir valores de limite de resolucion pequefios. Por otro lado, para modificar el angulo del cono
de luz que incide sobre la muestra puede variarse la distancia del condensador al objeto o el
disefio del condensador. Para variar el indice de refraccion, lo que se hace es madificar el
elemento que esta en contacto con el objeto y con la lente objetiva. El indice de refraccion (n)
del aire es 1, el del agua es 1.33 y el del aceite y vidrio es aproximadamente 1.51 (figura 4).
Por tal motivo utilizando aceite entre el preparado y la lente objetiva 100x, se logra que los
rayos de luz que atraviesan la muestra se desvien poco y sean captados por la lente.

Figura 4: Principio de trabajo de

{a) Objective {b) lentes objetivas de inmersion en

Front Lens aceite. La presencia de aceite en el

espacio comprendido entre el

cubreobjetos y la lente objetiva,

incrementa el nimero de rayos

provenientes del espécimen que

son captados por la lente objetiva.
(Fuente: www.olympusmicro.com)

En algunas aplicaciones del microscopio no es necesario utilizar lentes objetivas de gran
apertura numérica ya que los detalles de la muestra pueden ser apreciados utilizando lentes
con aperturas numéricas mas pequenas. Esto ademas es importante ya que el trabajo con
lentes objetivas de gran apertura numérica trae aparejado el inconveniente de la disminucién
de la profundidad de campo, la cual puede ser entendida como la distancia hacia arriba y abajo
del plano focal real del espécimen que se encuentra en foco. Otra desventaja es que la
distancia de trabajo (ver figura 3) es forzosamente menor en lentes de mayor apertura

numeérica (pues © es mayor).

Tipos de microscopia de luz:

1) Microscopia de campo claro:

En este tipo de microscopia la imagen es obtenida por simple transmision de la luz a través del
preparado. Como la luz debe atravesar la muestra, esta puede ser un aplastado, un dispersado
0 un corte muy delgado del espécimen. Si las muestras no poseen contraste, el mismo se
genera mediante la tincion del espécimen, utilizando colorantes que poseen afinidad por
distintos elementos celulares. El procedimiento para obtener preparados histolégicos implica
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una serie de etapas que se detallan a continuacion.

a) Fijacion: Tiene por objetivo conservar la estructura celular o tisular de manera que ésta
mantenga una estructura lo mas similar posible a la estructura in vivo. Se utilizan para esto
medios fisicos (congelacion, calor, desecacidon) o quimicos. Los fijadores quimicos son
moléculas pequenas que penetran rapidamente en la muestra estabilizando las moléculas que
componen la muestra y evitando alteraciones en el preparado y la retraccion del tejido.
Ademas, la fijacion permeabiliza las células para permitir la entrada del colorante. Ejemplos de
fijadores son el formaldehido, alcohol, glutaraldehido, etc.

b) Inclusién: Muchas muestras son demasiado gruesas como para examinarlas
directamente, por lo cual deben realizarse cortes finos (5-10 ym). Para realizar dichos cortes
las muestras son embebidas en un medio de soporte que les otorgue consistencia permitiendo
una sencilla manipulacion del material. Generalmente se utilizan ceras o resinas — por ejemplo,
parafina - que en su estado liquido rodean y penetran en los intersticios de la muestra, y luego
por enfriado o polimerizacién pueden ser transformados en un bloque rigido.

c) Corte: Se utiliza un aparato denominado micrétomo que posee una cuchilla muy afilada y
un sistema de avance micrométrico de la muestra. Los cortes se colocan sobre un portaobjetos
para su posterior tincion.

Movimiento del bra
| “ del micrétomao
sl \E Espécimen emt
< parafina

A

o
_cuchilla de

Tira de sec

~ Secciones en Ul

portaohjetos, te
y montadas baj
/ cubreohietos

Figura 5. Esquema de un micrétomo. Una porcion de tejido embebido en
parafina es seccionada con una cuchilla de acero para luego tefiir y observar al
microscopio optico. (Fuente: Alberts y cols., Molecular Biology of the Cell, 2004)

d) Tincién: Existe una gran cantidad de colorantes que muestran distinta afinidad por
elementos particulares de la célula. Entre los mas usados se encuentran la hematoxilina y la
eosina. El primero de ellos tifie de violeta estructuras celulares anidnicas como el ADN, ARN vy
algunas proteinas. Por su parte la eosina tifie de rosado estructuras catidonicas como ciertas
proteinas, por lo cual constituyen un buen par para realizar tinciones generales.

2) Microscopia de contraste de fases:

Los especimenes biolégicos son generalmente transparentes, es decir que el contraste de la
muestra es tan bajo que, independientemente del aumento o del poder de resolucion del
microscopio, el objeto es practicamente invisible. Entonces, cuando es necesario mantener
inalterada la muestra, sin tefirla, se recurre a técnicas que permiten incrementar el contraste
natural. Este contraste se genera al transformar diferencias en el retardo del pasaje de la luz a
través de la muestra, en diferencias en intensidad de luz que puedan ser captadas por el ojo
humano o la camara fotografica. Los especimenes bioldgicos interaccionan con la luz de una
forma que no es uniforme, ya que retardan el pasaje de la misma de manera variable
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dependiendo de la estructura celular que se interponga en su camino. Este retardo dependera
del indice de refraccion o grosor de la estructura celular generandose un retardo que
generalmente es de 1/4 A. El microscopio de contraste de fases esta disefiado entonces, para
generar contraste en los especimenes bioldgicos transformando las diferencias de desfasaje de
las ondas en diferencias de amplitud (intensidad) que sean apreciables. El sistema posee un
mecanismo constituido por un disco opaco con un anillo transparente que se inserta en el
condensador del microscopio. Existe un anillo complementario en la lente objetiva, que tiene
como funcién separar los rayos que atravesaron la muestra, de los que no lo hicieron. Casi
toda la luz que atraviesa el anillo transparente en el condensador, pero no atraviesa la muestra,
pasa luego por el anillo del objetivo. La luz que atraviesa la muestra sera retrasada y no
atravesara el anillo de la lente objetiva en ese plano.

El microscopio transforma el desfasaje de 1/4A en uno de 1/2A. Al existir dicho desfasaje entre
las ondas que atraviesan la muestra y las que no, éstas pueden interferir con las ondas que no
son retrasadas por la muestra, de manera destructiva (desfasaje de 1/2\) generando oscuridad,
o constructiva (desfasaje de A) generando zonas brillantes (Figura 6).

Este tipo de microscopia es la elegida para seguir el transcurso de ciertos procesos biolégicos
ya que permite la observacion de células vivas y no es necesario fijar y tefir la muestra para
generar contraste.

3) Microscopia de contraste interferencial de Nomarski (DIC):

El fundamento es similar al de contraste de fases, pero reduce al minimo los artefactos 6pticos
que ésta posee y aumenta la resolucién. Separa por completo la luz directa de la difractada
utilizando prismas y transmision de luz a través de vias complicadas. No se observan halos
brillantes donde hay cambios bruscos del indice de difraccion de la luz, pero si se genera un
falso volumen de las muestras (Figura 5).

Figura 6: Observacion de distintos
especimenes biolégicos utilizando
microscopia Optica de contraste de fases
(a, ¢, e) y microscopia de contraste
interferencial (DIC) (b, d, f).

(de http://www.olympusmicro.com)

4) Microscopia de epifluorescencia:

Algunas moléculas o atomos son capaces de absorber energia, pasando de un estado basal a
uno excitado o energizado, y rapidamente volver a un estado basal mediante la emisién de luz
o calor. Cuando el decaimiento ocurre mediante la emision de luz, el fenomeno se denomina
fluorescencia. Las moléculas que exhiben este comportamiento son denominadas
fluorocromos, y cada uno es capaz de excitarse a una determinada longitud de onda y emitir a
otra longitud de onda distinta y mayor a la de excitacion. Estas moléculas se utilizan en
microscopia de fluorescencia para marcar ciertas estructuras celulares destacandolas del resto
de los elementos que componen la célula. Esto permite identificar distintas moléculas o
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conjuntos de moléculas. El fluorocromo puede tener afinidad por distintos elementos celulares,
0 puede ser acoplado quimicamente a otras moléculas como anticuerpos que reconocen
especificamente cierto componente celular.

En el microscopio de epifluorescencia, la luz accede a la muestra desde la parte superior y no
la atraviesa, al mismo tiempo se colecta la luz emitida por la muestra utilizando la misma lente.
El microscopio cuenta con una lampara de mercurio o xenon que emite distintas longitudes de
onda que atraviesan una serie de lentes colectoras y un diafragma, hasta que alcanza un
espejo que desvia la luz en sentido vertical hacia la lente objetiva y atravesando ésta hacia la
muestra. Antes de llegar a la muestra la luz atraviesa un filtro que selecciona la longitud de
onda de excitacion dependiendo del fluorocromo que se esté utilizando. La luz emitida por la
muestra es captada por la lente objetiva y luego de atravesar un sistema de filtros que impide el
paso de la luz de excitacion reflejada pero si la emitida por la muestra, llega a la lente ocular
(figura 7).

(a)

filamentos de actina aparato de golgi proteina de membrana neuronal

(b)

v

lente ocular

-
filtro de barrera | \ |

wvarda

_filtro de barreragzy|

<

Espejo dicroico WW/

fuente de luz

<. lente objetiva

muestra
Figura 7: Imagenes de distintos elementos celulares obtenidas con epifluorescencia (a). Esquema del

sistema Optico de un microscopio de epifluorescencia. La seleccién del juego de filtros se realiza en cada
caso de acuerdo a las caracteristicas espectrales del fluorocromo de eleccion (b).
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5) Microscopia de barrido de laser confocal:

El principio de este tipo de microscopia es el mismo al descrito en la seccion anterior, pero
tiene como principal ventaja la eliminacion de la sefial fuera de foco. Se utiliza un laser que
ilumina la muestra a diferentes alturas, generando secciones opticas de la muestra. Ademas se
reduce la pérdida de fluorescencia por fotooxidacion debido a que la intensidad del laser puede
ser regulada. Un laser escanea la superficie del preparado en el plano xy para cada plano z.
Luego la sefial es captada por un fotomultiplicador y digitalizada. Mediante una computadora se
puede realizar el andlisis y procesamiento posterior de la imagen utilizando un software
especial (Figura 7). Las imagenes obtenidas para cada plano z de la muestra, pueden ser
luego agrupadas para realizar reconstrucciones tridimensionales del preparado.

Un componente fundamental del microscopio laser confocal es el pinhole, una apertura
localizada por delante del fotomultiplicador que evita el pasaje de fluorescencia de distintas
regiones de la muestra que no estan en foco; la luz proveniente de regiones localizadas por
encima o por debajo del plano focal no converge en el pinhole y por lo tanto no sera detectada
por el fotomultiplicador (Figura 8).

A computadora

fotomultiplicador

filtro de barrera de emision

Filtros de PinhOleS

densidad neutra
y de excitacion

Laser

generador de barrido

nav annima dal facn

an facn

por debajo del foco

Figura 8: Esquema de microscopio laser confocal

Utilizando microscopia de epifluorescencia o laser confocal: ; mediante qué
aproximaciones experimentales es posible identificar una proteina de interés? ¢y un
lipido?.
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APENDICE 1: Procedimiento para el uso correcto del microscopio de luz

{ATENCION!

Use los tornillos macro y micrométricos moviéndolos lentamente.

iLa rotura de cubreobjetos puede ser extremadamente perjudicial para la lente
frontal del objetivo, pudiendo danarla en forma irrecuperable!

Si desplaza un microscopio hagalo manteniendo siempre el instrumento en
posicion vertical, tomandolo del brazo y levantandolo, NUNCA lo arrastre sobre
una superficie para moverlo (la vibracidon provocada afloja y desajusta las lentes).

1 - Coloque el preparado en la platina, verificando que el cubreobjetos quede hacia arriba y que
el material quede centrado en el orificio de la platina.

2 - Encienda la fuente de luz y ajuste el voltaje de la lampara.

3 - Abra el diafragma iris del condensador al maximo.

4 - Suba el condensador hasta la posicion maxima.

5 - Verifique que el material en el preparado esta iluminado. En los microscopios que no tienen
luz incorporada: mueva el espejo, controlando desde el exterior, hasta que la luz incida sobre el
material en la platina.

6 - Coloque el objetivo de menor aumento en el eje dptico del instrumento.

7 - Observando desde el exterior y utilizando el macrométrico, acerque el objeto hasta el tope
superior de la platina.

8 - Observando por el ocular baje la platina lentamente con el macrométrico hasta obtener una
imagen nitida. Corrija el foco con el micrométrico.

9 - Corrija la iluminacion, bajando el condensador y cerrando el diafragma iris hasta obtener el
maximo de contraste en un campo uniformemente iluminado.

10 - Para pasar a un objetivo de mayor aumento, verifique primero si los objetivos son
parafocales.

a) Objetivos parafocales: Coloque el objetivo de mayor aumento en el eje optico. Corrija el foco
con el micrométrico.

b) Objetivo no parafocal: Baje la platina con el macrométrico. Coloque el objetivo de mayor
aumento en el eje optico.

Observando desde el exterior acerque el objetivo hasta un milimetro del cubreobjeto. Observe
por el ocular y repita el paso 8.

11 - Corrija la iluminacién, subiendo el condensador y modificando el diafragma iris hasta
obtener condiciones de iluminacién como en el paso 9.

12 - Para pasar a otros aumentos superiores repita los pasos 10 y 11.

Para acercar el objetivo al cubreobjetos tenga en cuenta la distancia de trabajo de ese objetivo,
(los valores de esa distancia estan en la tabla del apéndice de este protocolo). El ayudante le
dara instrucciones especiales para el enfoque e iluminacién con el objetivo de inmersion.

Al terminar de trabajar, verifique:

- que la platina esté seca y bajela hasta el tope.

que no queda un preparado en ella.

que la intensidad de la luz fue bajada al minimo y luego apague la fuente de luz.

que el tubo queda en posicién vertical en los microscopios de angulo vertical.

que la lente objetiva que quedé en posicidon sea la de menor aumento.

que el tornillo de ajuste del cabezal de los oculares esté ajustado y los oculares firmes.
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APENDICE 2:

Longitudes de onda (nm) en la regidn visible del espectro electromagnético.

Nombres y simbolos de los factores colocados delante de las unidades.

Violeta.... Azul

Factor Prefijo Simbolo

10-1
10-2
10-3
10-6
10-9
10-12
10-15

deci (d)
centi (c)
mili (m)
micro (71)
nano (n)
pico (p)
femto (F)

Caracteristicas de alqgunos objetivos plan-acromaticos
(los utilizados en clase pueden tener especificaciones diferentes)

Aumentos Distancia de Trabajo (mm)
4x 13.80
10x 7.10
20x 1.40
40x 0.48
60x 0.43
100x(aceite) 0.20
Promedio = X " i
-1 N
- 2
Desvio Estandar = \/ (X, —X)
Z n—1

Xi = valores obtenidos, n = niumero de casos
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Realizacién de medidas utilizando el microscopio de luz:

Para medir un objeto en un microscopio se utilizan dos reglas, una ocular y otra objetiva. La
regla o micrometro ocular es un disco de vidrio que se coloca por debajo de la lente ocular.
Posee grabada una escala con 50 divisiones que deben ser calibradas, es decir, debe
adjudicarsele un valor en micras a cada una de sus divisiones, para cada uno de los objetivos
del microscopio. Para ello se utiliza la regla objetiva, la cual es una escala grabada en un
portaobjetos. Esta ultima posee 100 divisiones, cada una correspondiendo a 10 ym, por lo cual
el largo total de esta regla es de 1mm. Comparando la regla ocular con la regla objetiva, se
obtiene el valor de cada unidad arbitraria (UA) de la reglilla ocular, para cada aumento del
microscopio (Figura 1).

¢, Por qué es necesario calibrar la regla ocular? ;Por qué no se mide directamente con la
regla objetiva?
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Calibrocion del mictomaetro ocular
Ohjetivo 4x

Raglilla ocoular
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I
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Figura 1: Diagrama del procedimiento de calibracion para tres aumentos distintos.
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