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Aplicaciones
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] » d =3 Biologia celular y molecular: Visualizacion de organelas y moléculas dentra de
MICROSCOPIA DE s cliuias
= Neurociancia: Estudio de neuronas vy sinapsis para comprandar la funcidn
FLUORESCENCIA

cerabral.
Microbiologia: Observacion de MECFOOrganismaos y sus inleraccionas en entorno
-

:EN QUE CONSISTE?
‘ .
L& WECAGSCORlA DE FLUDRESCENCIA SE Biologia del desarrollo: Seguimiento del desarrollo embrionario y la diferenciacion
BASA EM LOS MISMOS PRMCIPIOS DE N
CPTICA GE LA MICROSCOPMA COMON, COM
DIFEREMCIAS EM EL MANEJD ¥ EL DISERO
RELACIOMADAS COM LA GEMERACION ¥
TRANSMISISH DE LONGATUDES DE SMDA
ADECUADAS A LOS FLUOROCROMOS CUE
SE QUIEREN VISUALIZAR. YA SEAN PROPIOS
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micl &culas para absorber fa Wiz a una kengitad de o0da e sy aplicasilided en sl agtetion de las
parlicudar y, postarianments, mifir kiz de una Mayir e lilopaltgenas, y hoy es una de las Idonicas

Citometria de flujo: Analisis de poblaciones celulares basado en la fluorescencia.

Diagndstico médico: Deteccion de enfermedadas (como la tuberculosis) medianta
marcadores fluorescenias en muasiras biokigicas

SENSBILIDAD ¥ ESPECIFICIDAD: MARCACION SELECTIVA DE MOLECULAS O ESTRUCTURAS,
ALTA RESOLUCION ESPACIAL: WVISUALIZACION DETALLADA DE COMPONENTES BIOLOGICOS.

longitud ardas después de un breve inlerale mis ublizadis en esle campa, -
- COMPATIBILIDAD CON MUESTRAS VIVAS: ESTUDID DE PROCESOE DINAMICCS EN TIEMPD
| B A REAL.
¥ "'3,’ | ! = MULTIPLEXAGION: VISUALIZACION SIMULTAMEA DE MULTIPLES MARCADORES EN LUNA
I-, s MUESTRA
! _; HE_-E B .=_ I ) = VERSBATILIDAD: INTEGRACION CON OTRAS TECRICAS ¥ APLICACIONES AVANZADAS
| 1 r i RE fE- rencias - MO DESTRUCTIVA: OBSERVACION REPETIDA SN DANAR LA MUESTRA.
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fluorescencia an 1852 El acufid el celular, ya que unid las imagenes de s w
tarming en honor a la fluorita mineral células vivas, &l marcado especifico de o &
flusrescants azul-blanco orgénulos individuales y complejos Instituto Politécnico Naclional
macromoleculares. Doctorado en Alimentos
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LUZ POLARIZADA
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IMPORTANCIA EN LA MICROSCOPIR
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TECNICAS DE CONTRASTE CON LUZ POLARIZADA
MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASES MICROSCOPIA DE INTERFERENCIA DIFERENCIAL
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APLICACGIONES
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COMSIDERACIONES
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= DETAR PORE GILETIVOS DE ALTA CALIDAD, UN COMNDIMSADDE ARSTANE ¥ UMA LUSTHACHN ADDCUATA PARA ORTENER
IMASENES CLARAS [@]

» CONSDEEAR LA ERGOROMIA ¥ [l FRISLIPUTSTO AL TSO0GR Lk M ROSC OR FATA TRARAIAR [u]

CONCLUSIONES
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01 Reflexion

¢ Fenomeno por el cual la luz rebota en una superficie cuando incide sobre
ella. Este rebote puede ocurrir de manera regular, como en un espejo,

donde la luz se refieja de forma ordenada. o de manera difusa; como en
una superficie rugosa, donde la luz se refleja en diferertes direcciones.
Cuando un rayo de luz incide sobre una superficie, ko llamamos rayo incidente. La
luz reflejada en la superficie se llama rayo reflajadod

Anpulo de incikdencia = Angulo reflejad:
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Refleadia adpadidar Roflexide difeia 5 /
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02 Refraccion |
r~ ~

Es &l cambio en la direccitn de la luz cuando pasa de

5 2 ; Rayo incldenie
medio a otro de diferente densidad - A,
= A pasar de un fiedio menos denso & o mas denso, & e i
S teswin hacin kA nomal pongue e ralentiza. i
= M paser de un medon mas denso & o medos denso, (& e i, 1 i s
i tesyia e lonamal porge e se acelera. h

= Lahe o se nefracla sividga & ko lango de ba linea nooma 4 I
a0 Madad

Ley de Snell

N
\_ my xsin(8;) = ny x sin(8,) _/
<

02 Difraccion

r/(zli:ur“re cuando-la luz se curva alrededor de obstaculos o se extiende
después de pasar a través de una abertura estrecha.

Ezta suicede pargue (o Lz s
comporta comd una anda y

11 || | '|'| ! '.l'\\"\" difracin, &5 decir, = esparce, al
||] Illll)l IJ:IJ:"l shsofirarse con ur bonds o una
i b ’z",';,-' AberLre

s 04 Absorcion

Ccurre cuando los materiales absorben parte o toda la energia de fa luz qud’ -
| incide sobre elios. Esta energia absorbida puede transformarse en calor u ofra
¢ forma de energia.

05 Dispersion
Femdmeno por el coal la luz se separa en sus diferentes componentes
pasar a través de un medio, como un prisma.
Esto =e debe & gue la velocidad de - CEgmtem
la luz varia segin su longitud de ooy
onda, o que hate que los .
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diferantes colores se deswien en

angulos ligeramente diferentes al F;, ' : : l;‘;
atravesar un material dispersor gl 111
3
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o) 06 Transmision £
La transmision de luz se produce cuande la fuz incide en
un objeto que es transparente o transtocido y la luz
puede penetrar el material y atravesario por completo.
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PHASE
CONSTRAST "DireRENTIAL HOW IT WORKS?

An opague device is interposed between

POLARIZED the light beam and the sample, allowing
LIGHT cn‘lg e peripheral rays to pass through,
L) an the objective receives the rays

scattered by the sample. (1

BRIGHTFIELD V5. DARKFIELD
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The darkfield microscope is implemented in biological and medical research to
observe cell structures, bacteria and viruses. It is also used in materials research,
such as the observation of nanoparticles and surface characterization.

To visualize biclogical materials they must have a contrast caused by the appropriate

refractive indices” or be stained, which often causes them to be ‘killed. However,

darkfield microscopy makes it possible to form a hole cone of light so that when light is

LGCUHEEd l:-g: the sample plane, the image of the sample shines on the "dark
ackground.
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= Aprovecha la luz polarizadao, es decir qué pasa
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Contraste de interferencia
diferencial

cQueé es?

Técnica de contraste optico para microscopia gue permite :'r.“'r'f =
observar estructuras sin tincion en las células con un contraste\ 9 ', @&. " [
y una resolucion odecuada. puede ayudar a visualizar L) &

pequenas diferencias de altura en las superficies de los
materiales. Es decir, Permite ver detalles (relieve topografico
de los materiales).

Aprovecha la luz polarizada vy la diferencia en la densidad aptica de la
muestra, provocando un desplazamiento de fase de la luz que pasa a través
de alla

Partes del microscopio 6ptico
utilizados en DIC

1. Fuente (lampara de halégeno)

2. Filtro polarizador

3. Prisma DIC {Nomarski o Wollaston)
4. Platina y muestra

5.Revolver con objetivos

B.Prisma DIC (objetivos)

7.Ocutares

= Mota: El prisma Wollaston esta elaborado de
dos cufios de un material birrefrigente, las
cuales eastan camentadas entra si an su base,
Tienen ejes Opticos paralelos a la superficie vy
pearpendiculares entre si

ifi i Differontial interferance G Sc
Especificaciones para DIC e SR

;-im‘:-

por un fitro poelarizador y el haz de la fuente se
polariza a 45%,

Postericrmente pasa por el prima Wollaston,
donde se separa en componentes polarizados
perpendiculares de 0 a 90°

En el condensador enfoca la luz sobre o
mueastra que esta lluminada por dos rayos
paralelos coharentes, con diferente polarizacion

Los rayos experimentan un desfase, es decir,
diferentes longitudes de recorrido oplico, pueade
haber diferencias en el indice de refraccion
Después de pasar el objetivo y otro prisma
Wollaston, la luz polarizada perpendicularmente
se recombing a una luz de 1352

Aplicaciones

MNeuronas

» Ciencia de los materiales = Naurociencia

Biologia molecular y celular
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optica

DEFINICION

e Resolucidn: Capacidad de distinguir dos
puntos individuales.

= Poder de resolucidon: Distancia minima
entre dos puntos que se pueden
distinguir.

» Los microscopios dpticos tienen un
limite mdximo de resolucidn de 0.z um,

§ 3@ RESOLUCION ESPAGIAL
» Se enfoca en la claridad de la estructura: distinguir detalles finos.
» Se relaciona con la nitidez y definicidn de los objetos observados.
= Puede mejorarse con el uso de objetivos de alta apertura
numeéerica.
= Es esencial para obtener imigenes detalladas y precisas.

RESOLUCION TEMPORAL

* Se centra en distinguir cambios en el tiempo

* Se mide en unidades de tiempo y puede mejorarse gt
velocidad. '

* Técnicas como la microscopia de fluorescencia
mejorarla.

FACTORES QUE AFECTAN
LA RESOLUCION

Défraccidn de la Aperiusd Piamercs
iz del objetive
Lomgitud de onds | Tamaio del pants
de la b focal

R T e e PR TTRTS
—

Absriracones Medio de
Gfticas inmaridn J

METODOS PARA MEJORAR L.l. L=

RESOLUCION

* Utilizacién de objetivos de alta aperturag
» Empleo de técnicas de superresolul
« Uso de diferentes medios para réducir
difraccidn. i
= Ajuste de condiciones de iluminaci
contraste. T
 Procesamiento de imdgenes T
EJEMPLOS
= Biologia celular y molecular: Estructuras
celulares, subcelulares.
= Medicina diagndstica: Tejidos, patologias.
= Neurociencia: Conexiones neuronales,
circuitos cerebrales.

» Ciencia de materiales: Propiedades, nivel™

atémico, molecular. @ ’ ‘ 3
* Procesos dindmicos: Divisidn celular,

movimiento de proteinas, tiempo real
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= Versatilidad 7 Lina de las principales desventajas de
» Disponibilidad la microscopia &plica es que puede
= Compatibilidad resultar dificil distinguir entre diferentes
= Imdagenes detalladas : estruciuras que s& encuentran a

( diterentes protundidaodes dentro de la

muasira
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