TP N°2: Microorganismos y microscopia

Objetivos:

» Comprobar la omnipresencia de microorganismos en diferentes ambientes.
» Adquirir conocimientos de las partes del microscopio 6ptico y sus funciones.
» Adquirir destreza en el manejo del microscopio optico.

Microorganismos

Un organismo es una unidad viva capaz de autoreplicarse. Un microorganismo o
microbio es tan pequefio que se requiere la ayuda del microscopio para visualizarlo
y se mide en micrémetros (um). La microbiologia es la ciencia que estudia los
microorganismos u organismos microscopicos (lvanov 2011).

Los ambientes capaces de albergar a los microbios reflejan el amplio espectro de
evolucion de los mismos. Viven en mares y agua dulce, en presencia y en ausencia
de aire, a temperaturas comprendidas entre los puntos de congelacion y ebullicion
del agua. Algunos han desarrollado ciclos de vida que incluyen una fase de latencia
en respuesta a la falta de nutrientes. Los microorganismos se hallan capacitados
para acometer una extensa gama de reacciones metabdlicas y adaptarse a
diferentes ambientes (Madigan, y col., 2003). Por su poco peso pueden ser
transportados por las corrientes de aire y estar en todas partes, pero las
caracteristicas del medio determinan cuéles especies pueden multiplicarse.

Dominios y reinos
Las dificultades logicas para ubicar a los microorganismos en los vegetales o

animales desaparecieron cuando se admitié un tercer reino, el de los protistas. Este
reino incluia a todos aquellos organismos que se diferencian de las plantas y los
animales por su falta de especializacion morfologica, siendo la mayoria unicelulares.
Luego los protistas fueron divididos en dos grupos claramente definidos sobre la
base de la estructura celular. Los eucariéticos eran protistas superiores. Este grupo
comprendia a los protozoos, hongos y algas. Los procariéticos eran protistas
inferiores e incluian a las diversas bacterias y cianobacterias. Por los estudios
ultraestructurales, bioquimicos y de la biologia molecular, los procariotas fueron
ubicados en los dominios Bacteria y Archaea mientras que el dominio Eucarya
congrega a los microorganismos en tres reinos. Los microbios eucaridticos
estudiados por los fitopatdlogos, estan distribuidos entre los reinos Chromista, Fungi
y Protozoa (Moore y col. 2011).

Los hongos comprenden a los mohos, levaduras y setas. Las levaduras son
unicelulares en condiciones normales mientras que los mohos crecen como un
sistema ramificado de filamentos (hifas).
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Las bacterias unicelulares y las actinobacterias filamentosas son procariéticas. Sus
células carecen de membrana nuclear y mitocondrias, ademas poseen un solo
cromosoma que se encuentra libre en el citoplasma y una pared celular rigida.

Los virus son particulas de biopolimeros autoensamblados, diferentes de todos los
otros microorganismos, que solamente se multiplican dentro de células pro- y
eucarioticas (Ilvanov, 2011).
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Factores ambientales para el crecimiento de microorganismos

Los principales ambientes naturales de los microbios son el suelo y el agua. Muchos
se encuentran en una capa delgada de suelo de algunos decimetros de espesor.
Los microorganismos de los lagos y lagunas estan concentrados en la superficie y
en el fondo por encima del cieno. Los organismos transportados por el aire, se
encuentran accidentalmente en este medio y provienen del suelo, agua u otros
organismos vivos (Catrrillo, 2013).

Es necesario que haya ciertas condiciones en el ambiente para que sirva como
reservorio de los microbios. El crecimiento depende del abastecimiento adecuado
del agua y las sustancias nutritivas, el pH conveniente, la tension de oxigeno
suficiente y la temperatura necesaria, ademas de otros factores (Carrillo, 2013).

Requerimientos Nutricionales
Los microorganismos toman del ambiente circundante los materiales o nutrientes
gue son el punto de partida para las reacciones metabdlicas productoras de los
constituyentes celulares. Hay nutrientes necesarios, sin los cuales una célula no
puede crecer, y otros utiles, pero no indispensables. Las categorias nutricionales
tienen en cuenta dos parametros: la fuente principal de carbono y el origen de la
energia.
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Condiciones de pH
El pH del medio influye sobre la expresion de genes y regula el transporte de
protones, la degradacion de los aminoéacidos, la adaptacion al medio y aun la
virulencia. Las células perciben los cambios del pH ambiente a través de diferentes
mecanismos. El gradiente de protones a través de la membrana actiia como un
sensor para ajustar los procesos dependientes de la energia.

Oxigeno

Muchos organismos requieren oxigeno molecular pues dependen de la respiracion
aerobia para cubrir sus necesidades energéticas y se los denomina aerobios
obligados. Entre éstos, algunos crecen mejor a presiones parciales de oxigeno
menores que la presente en el aire y se los conoce como microaeréfilos. Algunos
microorganismos son anaerobios facultativos, pues pueden crecer tanto en
presencia como en ausencia de aire. Comprende dos subgrupos: uno, el de las
bacterias que tienen un metabolismo productor de energia exclusivamente
fermentativo, pero no las afectan la presencia de aire; otro, el de las levaduras o
bacterias que pueden pasar del metabolismo respiratorio al fermentativo. En
cambio, los anaerobios estrictos sélo fermentan y son sensibles al oxigeno.

Temperatura

Todos los procesos de crecimiento dependen de reacciones quimicas y como las
tasas de estas reacciones estan influidas por la temperatura. Las variaciones de la
temperatura pueden alterar también ciertos procesos metabdlicos, asi como
morfolégicos de la célula. Cada especie de organismo crece a temperaturas dentro
de una cierta gama de valores. Los valores numéricos de las temperaturas
cardinales (minima, 6ptima, maxima) varian ampliamente entre las bacterias como
se muestra en el cuadro 2 siguiente. Pero algunas bacterias tienen una amplitud
mayor, como por ejemplo Clostridium perfringens que crece entre 12 y 50°C. Los
organismos aislados de ambientes frios crecen a temperaturas por debajo de 0°C
si las altas concentraciones de soluto impiden la congelacién del medio.

El microscopio compuesto
El microscopio es un instrumento que sirve para observar objetos o estructuras
pequeias. Existen dos tipos de microscopios que emplean la luz como fuente de
energia para formar imagenes aumentadas y detalladas de objetos que a simple
vista no es posible observar: a) Microscopio simple b) Microscopio compuesto.

Un microscopio simple no es mas que una lente biconvexa, pero el microscopio
compuesto emplea dos, sistemas de lentes separados, consiguiendo con ello
mayores aumentos. Al ser el microscopio compuesto un instrumento fundamental
en microbiologia, el conocer los principios basicos de la microscopia y la pericia en
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el empleo y manipulacion de este instrumento, son requisitos imprescindibles para
cualquier estudio en esta ciencia.

El microscopio Optico esta conformado por tres sistemas:

a. Elsistema mecanico esta constituido por una serie de piezas en las que van

b.

instaladas las lentes que permiten el movimiento para el enfoque.

El sistema Optico comprende un conjunto de lentes dispuestas de tal manera
que produce el aumento de las imagenes que se observan a traves de ellas.
El sistemade iluminacion comprende las partes del microscopio que reflejan,
transmiten y regulan la cantidad de luz necesaria para efectuar la observacion
a través del microscopio.

La parte mecanica del Microscopio

La parte mecanica del microscopio comprende: el pie, el tubo, el revolver, el asa, la
platina, el carro, el tornillo macrométrico y el tornillo micrométrico. Estos elementos
sostienen la parte 6pticay de iluminacion, ademas permite los desplazamientos
necesarios para el enfoque del objeto.

Sistema Optico: El sistema optico es el encargado de reproducir y aumentar las
imagenes mediante el conjunto de lentes que lo componen. Esta formado por los
oculares y los objetivos.

Los oculares. Los oculares estan constituidos generalmente por dos lentes,
dispuestas sobre un tubo corto.

Los objetivos. Los objetivos producen aumento de las imagenes de los objetos y
organismos y, por tanto, se hallan cerca de la preparacion que se examina. Los
objetivos utilizados son de dos tipos: objetivos secos y objetivos de inmersion.
Los objetivos se disponen en una pieza giratoria denominada revélver.

Sistema de lluminacién: Este sistema tiene como finalidad dirigir la luz natural o
artificial de tal manera que ilumine la preparacion u objeto que se va a observar en
el microscopio. Comprende los siguientes elementos:

El espejo. Tiene dos caras: una concava y otra plana. Goza de movimientos en
todas las direcciones. La cara concava se emplea de preferencia con iluminacion
artificial, y la plana, para iluminacion natural (luz solar). Modernamente se
prescinde del espejo en la fabricacion de microscopios, ya que éstos traen
incorporada una lampara colocada en el eje del microscopio.

Condensador. El condensador estd formado por un sistema de lentes, cuya
finalidad es concentrar los rayos luminosos sobre el plano de la preparacion. El
condensador se halla debajo de la platina. El condensador puede deslizarse
sobre un sistema de cremallera mediante un tornillo que determina su
movimiento ascendente o descendente.
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« Diafragma. Generalmente, el condensador esté provisto de un diafragma-iris, que
regula su abertura y controla la calidad de luz que debe pasar a través del
condensador.
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El haz luminoso procedente de la lampara pasa directamente a través del diafragma
al condensador. Gracias al sistema de lentes que posee el condensador, la luz es
concentrada sobre la preparacion a observar. El haz de luz penetra en el objetivo y
sigue por el tubo hasta llegar el ocular, donde es captado por el ojo del observador.

Propiedades del Microscopio

e Poder de resolucion, es una cualidad del microscopio, y se define como la
distancia minima entre dos puntos préximos que pueden verse separados. El ojo
normal no puede ver separados dos puntos cuando su distancia es menor a una
décima de milimetro.

« Poder de definicion. Se refiere a la nitidez de las imagenes obtenidas, sobre todo
respecto a sus contornos. Esta propiedad depende de la calidad y de la
correccion de las aberraciones de las lentes utilizadas.

e Aumento del microscopio. En términos generales se define como la relacion entre
el diametro aparente de la imagen y el diametro o longitud del objeto.

Para calcular el aumento de un microscopio, basta multiplicar el aumento del ocular
por el aumento del objetivo. Por ejemplo, si estamos utilizando un ocular de 10Xy
un objetivo de 45X, el aumento a que estamos viendo la preparacion sera: 10X x
45X = 450X, lo cual quiere decir que la imagen del objeto esta ampliada 450 veces.
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Empleo del microscopio
Se coloca la muestra en la platina

Se enfoca con el objetivo de menor aumento subiendo el condensador con
el tornillo macrométrico.

Una vez enfocada la muestra, se cambia el objetivo a un mayor aumento
moviendo el revolver ajustando el micrometro.

Se realiza la observaciéon hasta 40X para hongos y para bacterias y levaduras
el objetivo de 100X con aceite de inmersion.

PRECAUCIONES ESPECIALES

Para mantener limpio el microscopio y las lentes:
No tocar nunca las lentes: si se ensucian estas, limpiarlas suavemente con

el algodon, el que puede estar humedecido en alcohol.

No dejar el portaobjetos puesto, cuando no se esta usando el microscopio.
Limpiar siempre el objetivo de inmersidbn después de usarlo. Si,
involuntariamente, los objetivos de pocos aumentos se manchan de aceite,
limpiarlos inmediatamente.

Mantener seca y limpia la platina del microscopio. Si se derrama sobre ella
algun liquido, secarla con un pafio. Si se mancha con aceite, limpiarla con un
pafio humedecido con alcohol.

No inclinar el microscopio cuando se esta trabajando con aceite de inmersion.
Este puede caer al sistema mecanico de la platina de donde es dificil
limpiarlo, o puede gotear al condensador.

Cuando no se usa el microscopio, guardarlo cubierto y en su caja.

Para evitar la rotura del microscopio:

No forzarlo nunca. Todas las conexiones deben funcionar suave y facilmente. Si
algo no funciona bien, no intentar fijarlo uno mismo, sino llamar inmediatamente al
docente.

Las lentes objetivo no deben tocar nunca los portaobjetos.

No bajar el tubo del microscopio con el tornillo de enfoque grosero mientras
se esta mirando por el ocular.

No intercambiar los objetivos o los oculares de microscopios distintos, y, bajo
ninguna circunstancia, se deben separar las lentes frontales de los objetivos.
Cuando no se usa, guardar el microscopio en su caja. Dejarlo con el objetivo
de pocos aumentos colocado y asegurarse que la parte mecénica de la
platina no sobresale del borde de la misma.
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