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INTRODUCCIO

Lacitologia a la llicenciatura de biologia de la Universitat de Barcelona

Els continguts de 1’assignatura de citologia responen a les caracteristiques del pla d’estudis on
aquesta s’enmarca (Pla d’estudis 1992). Es una assignatura troncal de primer cicle, amb una carrega do-
cent de 3,5 credits: 2 de tedrics i 1,5 de practics.

L’assignatura de citologia s’imparteix el primer semestre del primer cicle de la llicenciatura de bio-
logia.

Com a assignatura troncal de primer cicle, és basica per a la formacié de futurs llicenciats en bio-
logia, en qualsevol de les tres especialitats: biologia sanitaria, biologia d’organismes i sistemes, i la bio-
logia agroalimentaria i biotecnologia. També és basica per a aquells alumnes que volen accedir al segon
cicle d’altres llicenciatures, com bioquimica o ciencies del mar.

L’objectiu principal de 1’assignatura és donar a coneixer I’estructura, 1’organitzacid i el funciona-
ment de la cel-lula. Amb el programa teoric de 1’assignatura es pretén que els alumnes coneguin la mor-
fologia de la cel-lula i s’introdueixin en els aspectes moleculars i funcionals dels diferents components
cel-lulars, per a poder entendre la cel-lula com a unitat basica de la materia viva. Els aspectes moleculars,
gengtics o de morfologia comparada de la ceél-lula seran tractats de forma més rigorosa en ’assignatura de
biologia cel-lular. L’ organitzacié cel-lular procariota s’esmenta, perd no és considerada com a objectiu
d’estudi prioritari, ja que ho és de 1’assignatura de microbiologia de la llicenciatura de biologia.

Els coneixements impartits en citologia son la base d’altres coneixements que s’aniran adquirint en
diferents assignatures com la histologia vegetal i animal, la biologia cel-lular, la neurobiologia, 1’organo-
grafia microscopica i la iniciaci6 a la histopatologia, impartides pel Departament de Biologia Cel-lular.

El segon cicle de la llicenciatura de biologia de la Facultat de Biologia de la Universitat de
Barcelona, permet a I’alumne optar per una de les tres especialitats proposades en el pla d’estudis, es-
mentades anteriorment, o bé dissenyar un curriculum amb un itinerari lliure adaptat a les seves preferen-
cies en els diferents camps de la biologia.

Les practiques de citologia

La citologia, com a ciéncia que es basa en 1’observacio i la verificacié d’hipotesi per mitja del tre-
ball experimental, comporta que les classes practiques siguin necessaries per constatar els coneixements
adquirits en les classes teoriques.

Els objectius generals dels ensenyaments practics de citologia son els segiients:

1. Aprendre el funcionament dels diferents tipus de microscopis optics i electronics, aixi com les

seves aplicacions en I’estudi de les cel-lules.

2. Iniciar ’alumne en el processament de mostres biologiques: fixacid, inclusio i tincié.

3. Observar cel-lules en teixits i cel-lules dissociades.

4. Identificar i caracteritzar ultraestructuralment els diferents components cel-lulars.

Les classes practiques de citologia s’imparteixen un dia a la setmana, durant set setmanes consecu-
tives, a rad de dues hores setmanals, excepte una sessié que és de tres hores. La realitzacié de les practi-
ques durant un mes i mig permet que puguin ser simultanies i complementaries amb les classes de teoria
de I’ensenyament de citologia.
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Lassistencia a les classes practiques és obligatoria, com també la presentacié d’un quadern on es
recullin els resultats i les conclusions de les sessions practiques.

En I’avaluacio de les classes practiques es tindra en compte:

Lassistencia i el treball realitzat en el laboratori

El quadern de practiques

L’examen practic

Aprovar les practiques €s imprescindible per aprovar 1’assignatura de citologia.

El programa de practiques de citologia consta de sis blocs, cadascun amb una unitat conceptual i
metodologica. Cada bloc constitueix un capitol d’aquest text-guia, el contingut del qual es detalla a con-
tinuacio:

Capitol |. El microscopi optic. Descripcié basica. Components mecanics i Optics. Maneig del mi-
croscopi i observacié de preparacions. Micrometria. Cameres clares.

Capitol 11. Observacio de preparacions biologiques amb diferents modalitats de microscopia
optica. Funcionament i utilitzacié de diferents tipus de microscopis Optics: de camp fosc, de contrast de
fase, de polaritzacid, de contrast interferencial de Nomarski, de fluorescéncia i 1’estereomicroscopi.
Observacié de protozous: estudi del moviment cel-lular. Observacié de cel-lules en cultiu. Observaci6
d’estructures cel-lulars birefringents: paret cel-lular vegetal, grans de midd, fibres musculars estriades, tei-
xit ossi. Deteccié d’organuls energetics per fluorescéncia: plastidis, mitocondris. Deteccié de la cromati-
na nuclear amb microscopia de fluorescéncia.

Capitol I11. Preparacio i estudi d’una extensié de sang. Introduccio a la fixacié i a les técniques
tintorials. Obtencié de preparacions d’extensions de sang. Observacid i tipificacié de les cel-lules sangui-
nies. Micrometria. Calcul de la férmula leucocitaria.

Capitol 1V. Observaci6 de cél-lules en teixit i de cél-lules dissociades. Preparaci6 i obtencié de
suspensions cel-lulars.

Capitol V. Estudi del nucli cel-lular interfasici mitotic. Observacié de cél-lules en interfase i en
mitosi. Identificacié de les diferents fases de la mitosi. Calcul de la durada de cada fase de la mitosi.
Observaci6 de cel-lules en procés de mort cel-lular.

Capitol VI. Microscopi electronic. Estudi ultraestructural dels diferents organuls cel-lulars.
Introduccié al processament de mostres per a 1’estudi ultraestructural: fixacid, inclusié i contrastacio.
Microscopi electronic de transmissid. Microscopi electronic de rastreig. Introducci6 a diverses tecniques
de microscopia electronica. Identificacid i caracteritzacié ultraestructural dels diferents components
cel-lulars.

Aquest text-guia esta pensat com a suport practic per als estudiants i s’ha elaborat de manera que
tots els conceptes i les tecniques que es treballaran en les classes practiques, hi estan explicades. Al final
de cada capitol hi ha un giiestionari amb un nombre variable de preguntes, que serveixen per veure si 1’a-
lumne ha assolit els coneixements impartits en les practiques. També s’inclou una llista de referéncies bi-
bliografiques per aprofundir tant en el vessant conceptual com el metodologic dels temes treballats.

Aquest text-guia s’ha elaborat gracies a I’ajuda concedida pel Gabinet d’Avaluacié i Innovacié
Universitaria (GAIU) de la Universitat de Barcelona.

Enric Ribes Mora
Coordinador de I’edici6 del text-guia: Practiques de citologia
Departament de Biologia Cel-lular de la Universitat de Barcelona
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CAPITOL |I: EL MICROSCOPI OPTIC

Descripcié basica. Components mecanics i optics. Maneig del microscopi i observacié de preparacions.
Micrometria. Cameres clares.

1. OBJECTIUS

* Identificar els diferents components del microscopi optic.
¢ Congixer-ne el funcionament.

e Saber-lo utilitzar correctament.

¢ Mesura de distancies horitzontals.

e Utilitzaci6 de la camera clara.

¢ Cura i neteja del microscopi.

2. INTRODUCCIO
2.1. El microscopi. Formacio de laimatge i augment

El microscopi és un instrument optic format per un sistema de lents que déna lloc a imatges virtuals
i augmentades d’objectes molt petits.

Essencialment el microscopi compost, anomenat normalment microscopi, consta de dos sistemes
optics: objectiu i ocular, situats en els extrems d’un tub amb un eix Optic comu. L’objecte que s’estudia
se situa davant i a prop del pla focal de I’objectiu, aixi s’obté una primera imatge real, augmentada i in-
vertida, de 1’objecte, anomenada imatge primaria del microscopi. L’ocular forma la imatge final virtual,
més gran i dreta, de la imatge primaria situada a la distancia minima de visi6 distinta o perfecta —apro-
ximadament a 250 mm de ’ull de I’observador— (vegeu la figura 1.1).

"fobj’!* fobj*r“ Lt ""’“' foc "‘

Objecte

Imatge primaria

Imatge final

b= 250 mm

Figura 1.1. El microscopi Optic. Formacié de la imatge
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En el microscopi compost I’augment final és el resultat de dues amplificacions o dos augments par-
cials: un, el de I’objectiu, i I’altre, el de ’ocular. El producte d’aquestes dues quantitats és I’augment to-
tal del microscopi, que equival a la relaci6 entre les dimensions de 1’objecte i les de la imatge final.

Amicroscopi = Aobj X Aoc = LT/fobj X 250/f0c

L+: longitud optica del tub o capc¢al en mm

fop;: distancia focal de 1’objectiu en mm

f,.: distancia focal de I’ocular en mm

250: distancia minima de visid distinta o perfecta en mm
Agyj: augment de 1’objectiu

A,.: augment de I’ocular

Anicroscopi- augment total d’un microscopi

Si el tub o capcal inclou d’altres lents, ho haureu de multiplicar pel factor del tub (M,).

Amicroscopi = Aobj X Aoc X Mlub

2.2. Descripcié basica. Components mecanicsi optics

El microscopi consta d’uns components optics: I’ocular, 1’objectiu i el condensador, que tenen com
a funcié la formacié de la imatge; i d’uns components mecanics, que serveixen de suport de la part Opti-
ca (vegeu la figura 1.2).

Tub o capcal {
¢ Ocular
Columna
1 — ] Revolver
4-Objectiu
JPlatina
A——J Condensador
Cargol macrometrlc el R<— Diafragma d’obertura numérica
Cargol mlcrometnc @ S del condensador
Subplatina
Mirall
® ) -
Ly 5 k
T T A\

Font d’il'luminacié  Lent collectora  Diafragma de camp

Figura 1.2. Components mecanics i Optics del microscopi
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2.2.1. Elements mecanics basics del microscopi

Peu. Té com a missid sostenir I’instrument de la manera més estable possible. La seva massa con-
tribueix a esmorteir les vibracions.

Columna. Serveix de suport al tub o capgal, a més de la platina i la subplatina.

Tub o capcal. Estructura cilindrica que té en els extrems 1’objectiu i I’ocular, entre els quals con-
dueix el feix de llum. Els tubs poden ser monoculars o binoculars, segons el nombre d’oculars inserits. La
seva longitud optica, que no ha de coincidir necessariament amb la longitud mecanica, és de 160 o 170
mm. S’entén per longitud Optica la distancia que ha de recérrer la llum des de la sortida de 1’objectiu fins
a I’ocular.

Revdlver. Dispositiu rotatori que sosté els objectius i que permet intercanviar-los i centrar-los amb
Ieix optic.

Platina. Superficie plana inserida perpendicularment a 1’eix Optic on se situa la preparacié; nor-
malment té incorporat un dispositiu que permet el desplacament de la preparacié en les direccions dels ei-
xos X-Y, de manera que en facilita I’observacio.

Subplatina. Part mecanica que subjecta el condensador.

Cargol macrométric i micrométric. Comandaments ubicats en la columna, que desplacen la pla-
tina o bé el tub (en els microscopis antics) i que serveixen per enfocar correctament la preparacio.

2.2.2. Elements optics del microscopi
2.2.2.1. Objectiu

Es un sistema de lents convergents situat a 1’extrem inferior del tub del microscopi que té com a fi-
nalitat obtenir una imatge real, augmentada i invertida, de 1’objecte.

Els objectius estan formats per sistemes complexos de lents (doblets i triplets), que s’utilitzen per
corregir les aberracions geometriques (esfericitat, astigmatisme, coma, distorsié i curvatura del camp) i
cromatiques inherents a les lents tniques (vegeu la figura 1.3). Segons quin sigui el grau de correccid
cromatica que presenten els objectius, es classifiquen en acromatics, semiapocromaticsi apocromatics,
aquests ultims amb un grau més alt de correccid. Aixo s’aconsegueix substituint algunes lents de vidre per
altres de fluorur de calci (fluorita), que €s un mineral que té un poder de refraccié molt baix i una disper-
si¢ cromatica molt petita respecte al vidre.

-m

v

4x/0,10 10x/0,25 40x/0,65 100x/1,30 oil
160/ - 160/ - 160/0,17 160/ -

Figura 1.3. Serie d'objectius d'un microscopi

Els objectius apocromatics sén cars a causa de la complexitat de la seva construccio i 1’elevat preu
de la fluorita, aixo fa que només s’utilitzin per a microscopis de gamma alta i per a microfotografia. Els
objectius acromatics estan construits amb lents de vidre, resulten més economics i sén els que s’empren
per a microscopis més senzills, com els de practiques.

Respecte a la curvatura de camp, es diferencien els objectius normalsi els objectius plans, en els
quals s’ha suprimit practicament la curvatura de la imatge.
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Els objectius poden ser Secs, quan entre el cobreobjectes i 1’objectiu hi ha I’aire, o d’immersio, si
entre la lent frontal de I’objectiu i el cobreobjectes hi ha una gota d’un liquid, que normalment és I’oli
d’immersid, que té un index de refracci6 igual que el de vidre de les lents de 1’objectiu, i també del cobre
i del portaobjectes, és a dir, de n = 1,515 (vegeu les figures 1.4 1 1.5).

Els objectius muntats en els microscopis moderns sén parafocals, indiquen que tenen la mateixa
distancia entre I’extrem superior de 1’objectiu i I’objecte que s’observa, cosa que facilita el procés d’en-
focament.

Les principals caracteristiques dels objectius sén I’augment i I’ obertura numeérica:

Augment. Es la relaci6 entre la grandaria de I’objecte i la de la imatge que d’aquest forma
I’objectiu. Els augments més freqiients sén 4 x, 10 x i 20 x (objectius de petit augment), 40 x i 60
x (objectius d’augment mitja) i 100 x (objectiu de gran augment).

Obertura numeérica (ON). Equival al producte de I’index de refraccié del medi (n) que hi
ha entre la preparaci6 i I’objectiu pel sinus del semiangle d’obertura (sin b/2) (vegeu la figura 1.4):

ON =n x sin /2

Objectiu

Oli d’immersié n= 1,515 Aire n=1

Cobreobjectes
Mostra

. = Portaobjectes
Objectiu d’immersié amb oli Objectiu sec

Figura 1.4. Obertura numerica

En relacié amb I’obertura numerica, hi ha un seguit d’altres factors dels quals depen la qua-
litat de la imatge microscopica i que s’indiquen a continuacio:

Poder de resolucio (PR). Es la capacitat de la lent objectiu per donar imatges separades de
dos punts molt proxims; depen de 1’obertura numerica (ON) i de la longitud d’ona (1) de la llum uti-
litzada. S expressa per la férmula d’ Abbe:

PR = 1/d = cte x ON/A

cte = 0,61
on d és la resolucio, que és la distancia minima a la qual poden estar situats dos punts perque les
seves imatges es vegin separades, i ve donada per 1’expressio:

d = cte x AJON

El poder de resolucié és el factor del qual depen la capacitat d’un objectiu per reproduir en
la imatge els detalls d’un objecte.

Per aconseguir el maxim poder de resoluci6 d’un microscopi cal emprar
objectius d’immersié ja que amb els mateixos augments presenten una obertura numerica més gran.

La resoluci6 maxima del microscopi optic és de 0,25 um, mentre que la de ['ull
huma és al voltant de 0,15 mm.

Poder d'il-luminacio. Es la quantitat de 1lum que entra en I’objectiu per formar la imatge.

Camp visual. Es la zona de la mostra que pot ésser observada sense moure-la ni canviar 1’en-
focament.

Poder de penetracié o profunditat de focus. Es la capacitat d’un objectiu per enfocar de
forma simultania diferents plans de la mostra.

Els dos primers factors varien en proporcionalitat directa amb I’obertura numerica, en canvi
els dos ultims varien en proporcionalitat inversa.

En les montures dels objectius hi ha unes anotacions que serveixen per identificar-los, i sén:
aplicacid, augment propi, obertura numerica, longitud del tub i gruix del cobreobjectes pel qual han
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estat corregits, grau de correccidé cromatica, i si sén d’immersié. Per exemple, un objectiu que por-
ti les anotacions 40/1,00 Oil i 160/0,17 ens indica (vegeu la figura 1.5):

Distancia parafocal

40 x: ’augment de I’objectiu

1,00: I’obertura numerica de 1’objectiu

160: la longitud optica del tub o capgal en mm

0,17: gruix del cobreobjectes de la preparacié. Si en lloc de 0,17 hi ha un guié (-), indica que
aquest objectiu pot observar preparacions amb cobreobjectes o sense; si hi ha un (0), I’ob-
jectiu esta construit per observar tnicament preparacions sense cobreobjectes.

Altres anotacions possibles sén les segiients:

Plan: objectiu pla (sense curvatura de la imatge)

Ac: objectiu acromatic

Fl: objectiu de fluorita o semiapocromatic

Apo: objectiu apocromatic

PH: objectiu de contrast de fase

DIC: objectiu de contrast interferencial de Nomarski

Oil: objectiu d’immersi6é amb oli

Plan Apo : Objectiu pla apocromatic
Plan Apo 40 x : I’augment de 1’objectiu
40 x /1,00 Oil 1,00 : ’obertura numérica de 1’objectiu
160/0,17 Oil : Objectiu d’immersié amb oli

160 : 1a longitud Optica del tub o capgal en mm

0,17 : gruix del cobreobjectes de la preparacio

/ Immersi6 amb oli
2 $

Figura 1.5. Montura de l'objectiu

2.2.2.2. Ocular

Es un sistema optic que, situat en 1’extrem superior del tub del microscopi, déna lloc a una imatge
virtual, augmentada i dreta, de la imatge primaria originada per 1’objectiu.

Els oculars poden ser positius, amb el pla focal exterior al sistema Optic, i negatius, amb el pla fo-
cal interior. S’anomenen oculars compensadors quan acaben de corregir 1’aberracié cromatica residual
que presenta la imatge primaria (vegeu la figura 1.6).

SIS W’W

Negatiu Positiu Compensador negatiu Compensador positiu

( Huygens) (Ramsden)

Figura 1.6. Tipus d'oculars
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Els ocularsindicador s sén els que introdueixen a nivell del pla focal senyals que permeten indicar
zones de 1’objecte i els ocular s micrometrics son els que insereixen reticles o divisions per tal de valorar
diferents parametres de 1’objecte.

També hi ha oculars de projeccid, fotograficsi d’altres que tenen aplicacions especifiques.

En els oculars s’ha de tenir en compte, a més a més de |I’augment, I’anomenat index de camp vi-
sual, que indica I’area de la imatge primaria visualitzada per 1’ocular. Els valors numerics tant d’un com
de I’altre es troben gravats en la muntura de 1’ocular.

2.2.2.3. Sistema d’il-luminacio

Dispositiu que facilita la il-luminacié correcta de la mostra per a una acurada observacié microsco-
pica. Generalment consta de: focus lluminds (lampada), lent col-lectora, mirall i condensador amb dia-
fragma d’obertura (vegeu la figura 1.2).

Condensador. Es un sistema de lents convergents situat a sota de la platina que concentra damunt
de la mostra els feixos de llum emesos per la font d’il-luminacié (vegeu la figura 1.7). Esta equipat amb
un diafragma iris (diafragma d’obertura) que permet controlar el con de llum incident sobre la mostra per
millorar el constrast de la imatge microscopica.

El condensador és 1’element basic d’alguns tipus d’il-luminacié especials en microscopia com
és el cas del camp fosc i del constrast de fase que utilitzen condensadors especials.

Lent frontal de I’objectiu

Pla de la mostra

% Condensador

Figura 1.7. Trajectoria de la llum del condensador a I'objectiu

2.3. II'luminacié de Ko6hler

Consisteix a situar la imatge del filament incandescent de la lampada de baix voltatge en el pla on
es troba el diafragma d’obertura numerica del condensador, actuant damunt la lent col-lectora, i posar la
imatge del diafragma de camp en el pla de la mostra movent el condensador.

Amb la il-luminacié de Kohler s’aconsegueix aprofitar el maxim nombre de raigs lluminosos eme-
sos pel filament de la lampada, i que aquesta llum il-luminadora es trobi uniformement repartida per tot el
camp visual.

Per fer aquest tipus d’il-luminacid, el microscopi ha de tenir un sistema d’il-luminacié amb dos dia-
fragmes: un d’anomenat diafragma de camp, situat a nivell de la lent col-lectora, i el diafragma d’ ober -
tura numerica del condensador. La lent col-lectora és una lent condensadora situada al costat i davant de
la lampada.
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2.4. Mesures en microscopia

Amb I’ajut de diferents aparells podem obtenir, a més de resultats morfologics, valoracions de tipus
quantitatiu, com la mesura de longituds, de diametres, de superficies, de densitats numeriques (recomptes,
nombre de cel-lules per unitat de volum, etc.). Actualment es fan servir sistemes de captacio, digitalitza-
ci6 i analisi d’imatges que permeten obtenir de manera semiautomatica valors morfometrics.

2.4.1. Mesura de distancies horitzontals (micrometria)

Una manera facil de mesurar les cel-lules i les estructures que visualitzem en el microscopi €s uti-
litzar el micrometre ocular o ocular micromeétric. Es tracta d’un disc de vidre que porta gravada una pe-
tita escala i que es col-loca dins de I’ocular. El valor de cada divisié de 1’escala, pel fet d’estar situada a
nivell de I’ocular, varia en funcié de I’augment amb que s’observa. Per tal de saber el valor de cadascuna
de les divisions en un determinat augment, es compara 1’escala de 1’ocular amb la del micrometre de pla-
tina, micrometre objectiu o micrometre objecte, de la qual sabem el valor real. Aquesta operacio rep el
nom de calibratge del micrometre ocular. El micrometre objecte és una preparacié que porta gravat, ge-
neralment, un mil-limetre dividit en 100 parts —el portaobjectes ens ho indica: 1/100, 1:100, 0,01 mm—
(vegeu la figura 1.8).

0,01mm

Micrometre ocular Micrometre objecte

Figura 1.8. Micrometre ocular i micrometre objecte

2.5. Cameres clares

Quan observem una preparacié en el microscopi Optic podem obtenir informacié morfologica de les
estructures que la componen (forma, grandaria, afinitat pels colorants, disposicié...). A més de 1’observa-
ci6 directa podem acoblar alguns aparells o sistemes de registre al microscopi, com ara dispositius de pro-
jeccid, cameres clares, cameres fotografiques, de video, que ens permeten en molts casos guardar la in-
formacié obtinguda.

Les cameres clares sé6n uns dispositius que, mitjancant un sistema de miralls i prismes divisors,
permeten 1’observacié simultania, a través dels oculars del microscopi, de la imatge de 1’objecte i de la
punta d’un llapis situat al costat del microscopi, que serveix per resseguir la imatge damunt d’un full de
paper sense deixar d’observar I’objecte (vegeu la figura 1.9).





