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DIATEC 35-VIVO
Una oquedad de micro-observacidn

Diatec 35~-VIVO, es una oquedad de micro~observa
cidn del mismo tamsfio que ung, dlapositiva fotogrd-
fica de 35 mm, que ha sido disefinda para multitud
de utilizaciones diddcticas. Se ruede someter a esg
terilizacidn en autoclave. 35-VIVO puede tambidn
utilizarse como una "microplaca Petriv, ofreciendo
una oportunidad ¥nica de observacidn directs de
sotlvidades celulares, Diatec 35-VIVO puede susti-
tuir directemente las dilapositivas oéncavas tradi-
clonales que se utilizan para preparaciones lfqui
das en general,

Informacidn General pars la utilizacidn de Diatec
Les especificeciones son las siguientes:

~Temafio “ecsrescssvsecssssenessss D0MM X 50mm
-Egpesor total tacoscosesassnanee 2.5 mm
-Frofundidad de la oquedad see... 1.5 mm
~ Superficie de la 0quedad eeese. 433 mm2

~ Didmetro de 1l 0quedad seedeee. 23.5 mm

B
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Precauciones para la utilizacidn de Diateo 35=-VIVO

l.~ Para evitar rallasduras de la superficie que
puedan interferir en la observacidn microecdpica,
se recomienda que se protejan con papel tipo Klee-
nex o bien almacenarlos geparademente en sobres
pldsticos,

2.- Utilicense sélamente materisles no abragi-
vos para limpiar o secar. _

.3+= No se deben mentener durante periocdos pro-
longados e la luz solar, La luz solar puede cousar
despolimerizacidn 'de los polimeros pidsticos.

Compatibilidades A.- Microproyectores
Dlatec 35-VIVO se puede utilizar con:

- Proyectores Halight

- Microproyectores Kenematio

- Mleroproyectores B & I

- Otros microproyectores que admitan diapositi-
vas de 35 mm con dimensiones exteriores de
50 mm X 50 mm.,

-+ Bs= Microscopios

Diatec umm<ﬁﬁo.mm puede utilizar con casi todos
los microscopios compuestos o de reflexidn.
l.~ Microscopio compuesto

~ Platina con clips.- Coloque la oquedad de micro
observacidn disgonalmente sobre la platina.
Ver figura

~Platine mecénica con brazo retrdetil.- Colo-
que la oquedad de micro-observacién diagonslments
sobre la platina, segin la figura. NOTA: Las oque-
dades de micro-observacién no se pueden colocar
gobre platinas mecédnicas sin brazos retrdctiles,

2’

~0bjetivos.~ Se pueden utilizar objetivos de
pocos awmentos (4x, 10x). Los.objetivos de muchos
aumentos (40x) y los objetivos de inmersidn no se
pueden ajustar, debido a que no permiten un sufi-
olente margen. Este margen de trabajo y observacidén
estd en relacidn directa con el movimiento posible
del objetivo, para obtener el enfoque éptimo de
la .imsgen que se pretende estudiar,
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2.~ Microscopio de reflexidn

Las oquedsdes de micro-observacién se pueden uti-
lizar con cualquier microscopio de reflexidn. Las
oquedades .se pueden ilumingyr bien desde arribs o dean
de ebajo. -

Usos sugeridos de Distec 35-VIVO

l.~Diatec oquedad de micro-observacidn, se ha dise-
fiado especimlmente para uns diapoeitiva de espesor,
Cade. oquedad de micro-observacidn tiene uns capsoi~
dad eproximada de 0,5 ml, pars observacién micros-
cdépica utilizando microscopio compuesto o de refle-
xidn,

Se consigue esta cantidad con una pipeta celi-
brada, o con 3 gotas de un cuentegotas standard
(de vidrio o de pléstico). Ponganse siempre las
gotas en el ceéntro de 1la oquedad,

Cologuese cuidadosamente la &mmm formendo 4ngulo
¥y empujando hacia abajo hasta su.oompleto oisrre,
teniendo cuidado de no retener burbujas de aire.

x
Call Cevetrt -~ M
\JV!\\\ \

J\”lluullJl-l ~Cell Well

2.~ Preparacidn de"Gotas de compregidny

De la misma meners que la preparacidn standard
de "gota suspendida", pero en vez de"suspendexr"
la gota se mantiene estacionaris ¥ "comprimida®
entre las dos pilezas plésticas, que componen la
oquedad de micro-observaocidn.

Procedimiento,

l.- Coldquese una sdéla gota de un cuenta-gotas
en el centro de la oquedad de micro-observacidn,
estando ésta sobre une superficie horizontal., Se
pueden obtener gotas mds requefias utilizando cuents
gotas de calibre mds fino, - :

+ 24= Coldquese con cuidado la tapa de lg oquedad,
tipese con cuidado procurandc no mover 1lsg gota,

3o— Afirmese le tapa haste su posicidn, teniendo
cuidado de no mover lg gota,

%

Hanging Drap Cell
Preparatlon ™., e Cover

R 2R |

Compression Drop

Preparalion
§\ {/erlical Positlon}

e || 7

Praparation

SIDE VIEW
{Morlzanial Position)
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4.~ La gota se mantiene estacionarig en posicidn
vertical u horizontal y se puede observar con mi-
croscopio o microproyector.

>+~ Las técnicas de "gotas suspendidas" o de
"compresidn" se utilizan en mantener log protozoos
contenidos en el espacio determinado., ILase gotas de
compresidn reducen la aberracidn esférica, aventa-
Jendo las prepsaraciones de gota~suspendids debido
e la forma de la gota, segin la figurea:

N

Cumprassion Diap Hanglng Drop

3.~ Medida del didmetro del campo

Marcado del objetivo: La siguiente informmoidn:
eatd generalmente impresa sobre cadg objetivo:
, 10x; 0,25; 16 mm.,

10X = poder de empliacidén del objetivo,

0«25 = "N.A" o Indice numérico de epertura, Va-
lor que expresa el poder de resolucidn del objetivo

16 mm = Indice de cempo visual, utilizado paras
calcular el didmetro del cempo visible con cada ob-
Jeto. Dividiendo el numero de campo visual por la
emplificacidn del objetivo se llegs al didmetro de
campo en milimetros

Ejemplo: 16 mm/10 = 1,6 mm (6 1.600 u)

51 los mimeros del cempo visual no estdn impre—
Bos en sus objetivos, se puede calcular el didmetr¢
de -log campos de bocos sumentos, utilizando el pro-
cedimiento que gigues

Procedimiento

l.~ Tdmese papel milimetrado y cdrtese un trozo
de W OHn.Mo ' ’

2.- Se coloca con culdado el cuadrado del papel
calibredo en la guperficie inferior de la oquedad
de micro-observacidn, utilizando cello o cinta ad-
hesiva., Téngase cuidado de centrar el papel calibre
do. Dejese la tape encims de la oquedad de microe
observacidn, Veage 1a figuras

Allix Alorg S |:||||.....‘J

mu...an_.u Using —1 x Battom of
Sticky Tape oy B T R.n:_ Observation Call
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Ginph Papar e

Je= Utilizando una ampliacidn de pocos aumentos
(10x ocular con 10x objetivo), un ocusdro debe que-

dar como la figurs de l1g pégina siguiente, E1 dig-
metro del cempo es 1.6 mm & 1.600 pi

A

092 ¢4



TI._::.:]IL
mm
1 Bnm-———q]

4.- Célculo de los tamafios de log ﬁwowouomm

Despuée de calcular el didmetro de campo en mi-
crémetros para los objetivos de pocos sumentos, es-
top valores se pueden utilizar para estimar €1 tama~-

fio de lo que se quiers medir, .

Un micrdmetro ocular es un disco dé vidrio esme-
rilado de precisidn, con una escala calibrada detrds
del ocular de un microscopio compuesta, ‘La escala es
variable, pero generalmente cuando estd calibrada
se divide en 100 partes., De esta maners utilizando
micrémetro ocular debe de ser como la figura infe-

rior

Procedimiento.

1.~ E1 didmetro de campo se obtuvo como 1,600 g
{vease el didmetro de medicidn de campo méds arriba).
Por lo tento cada unided de divieién de la escalse

(100 divisiones) equivale a:

1.600 &/100 unidades = 16 p/ unidad

2.- Péngase el microorgenismo a medir movierido
la escala de calibracidén o la oquedad de micro-ob-
sexvacién sobre la platine, Refierase e lg ilustre.
cidén anterior, . 3

NOTA: Se recomienden agentes relantizantes de
protozoos (fislcos y quimicos) durante la observa-
cidén y cdlculo de tamafio,

3e~ Se utiliza el paramecium en el ejemplo si-
gulente: Refiriendose & lm figurs anterior Be pye-
de ver que la oquedad mide 20 unidades de escalsa,
El cdlculo de su tamsfio:

longitud = 20 unidades de escala x 16 p/unided =

mwmQSmbdo@mpmmompswmmwmam mm&pﬁWo»&baoaou
blacidn, - :

R b

Le oquedad de micro-observacién Diatec 35 VIVO
86 puede utilizar para obtener estimamciones de pobl
cidn de muestras del placton. E1 objetivo es contar
el nimero de microorganiemos en un volumen conocido
de muestra (o soluciones diluidas). Se pueden hacer
cdlculos de extrapolacidn rara voldmenes de células
segdn la situacidn de lgs miestras. La oquedad de
micro-observacidn puede contener 0,5 ml sin contar
burbujes de aire o mermas,

Procedimiento

l.~ Cdlculo de diametro de campo paras objetivo
especifico de pocos aumentos g utilizar, vease el
del cempo de medids,
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2.~ Agitese bilen la muestra para mezcler las od-
lulas. Llenese una pipeta celibreda.y péngase exac-—
temente 0,5 ml en el centro de la oquedasd de micro-
observacidn,

3¢~ Péngase la tapa de la oquedad con cuidado
desde un dngulo cerrédndolo bien. Apriete la tapsa
hasta su posicién, teniendo ocuildado de no perder
nada de la muestra o de retener burbujas de aire,
Repitase si es necesario. -

NOTA: Las célulaes méviles son dificiles de con-
tar (el no imposible). Se suglere sfiadir unas gotas
de yodo (la tinbtura de yodo es apta) e un pequefio
volumen de muestra que se va a contar, Afadanse 2
& 3 gotas de yodo por 100 ml, de muestra. El yodo
destruye les células y tifie los grédnulos de almiddn
(de lap cédlules de mlgas) de un color azul-negro.

4.~ Cuentese y tdmese nots del ndméro de odlulag
de la cantidad total-de célulaes o de microorganis-
mos escogldos. Utilicese la técnica de contar des-
crita debajo: :

Y ' { I Y = Sirip 3
M ACACAAAL

DIAGRAM A
Scanning the
Micrg Obeervallon Calt

DIAGRAM C

AGRAM B

Empiece por el punto marcado "x" en el diagrams
A y anétese todo lo que estd en el campo (o lo que
interesa). Inclyyanse en la cuenta todas las célu-
las que caigan dentro del campo (vease el diagrama
B). Muevase el campo hacia la derecha y repltass e:
recuento. Sige hasta que se hayas leido la franja
completa -{vease diagrama (), Cuentese por lo menos
3 de esgtas franjas. . ; i

Se= Utilicese la férmule siguiente para calcula:
la densidad de los microorganismos (por géneros in.
dividuales o total) por ml de muestra.

area X nimero de células por zénero (o total)
areg del campo x 3 franjas x volumen

Ejemplo: E1l dildmetro. del campo ha sido determina
do como 1.6 mm, Sé han recontado 3 franjas y 24 fi.

lamentos de mmwwomﬁwm

.+Mw mm X 24 Spirogyra
1.6 mm/franja x 3 franjas x 0.5 ml

10.392
2.4

NOTA: Normalmente las muestras concentradas se
deben volver a examinar, Para determinsr las densi-
dad ‘presente en soluciones acuosas usaremos la si-
guiente fdérmula:

= 4,330 filamentoe de Spirogyra

organismos por muestra conc. x vol., total de conc,
volumen total de agua examinadsg
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Para obtensr Uha miestra concentreds de 100 m1,

cdleulos serfian como Bigues . ﬂ -

4.330 filamentos de 8pirogyra x 100 nl,” concentrsdo

10.000 ml de bgua filtrada de lago

= 43.3 filamentos de Spirogyra por ml agua de lago

6

o~ Ilustracidn grdfica de Galvanotaxig

se inicie una corriente eléctrica. Fisiologicamente
esta reeccidn se debe a un latido ¢iliat en 1g re-
gidn del cuerpo mds cerce del #nodo, mientras qué

un nimero menor de eilios cerca del cédtodo late en

la direceidén inveras, a

Estudio del Paramecium

Materiales necesariog:
~ 1 oquedad de mlero-observadidn 35 VIVO

1

2

N -

tubo de pegamento de epoxl o de otro pegemen~
to no goluble en agus.. . \

bpiles "D" 1.5 voltios o un’ transformador DO
de 6-9 voltios, . o

alambres de platino, preferentementes, como
electrodos, o de cobre, de una medida ne 16
(5 pulgadas)

elembre de teldéfono de 30 pulgadas
interruptores

Procedimiento
l.~ Fijen los dos cables de electrodos con pe-

gamento al fondo de la oquedad de micro-observa-
cidn, seain se ve en la figura

DIAGRAM OF
ELECTROOE PLACEMENT

/ / \m.uﬁ:.un_a Wires

— 1 \\\[J) _~Glue

_.._n..u Observalion
|~ Cetl Well

A

Note:
Cell Cover shoyld
nol be used

)

2.~ Construyase un circuito segin la figurs

N

5 = Switch

Paramacia

3.~ Prepare el conjunto segin el diagraema de
arriba., Asegurese que la oquedad de micro-observa-
cidn estd bien apoyadm pars su observacidn conecte

se el circulto, . )
4.~ Afiadese un cultivo de peramecium & la oque-

dad de mlcro-observacidn, Afiadase bastente 1fquido
pare cubrir los electrodos, No se utiliza la tapas

la oqueded,
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Obgervaciones

l.~ El1 paramecium emigrerd hacig el cdtodo (po-
lo =) ¥y se concentrard slrededor de él, ya que tie-
ne galvanotropismo negativo.

2e~ Al ceambier la corriente utilizando interrup-
tores tal como se indics por las lineas de puntos
en el diegreme enterior, el paramecium cembiard de

\

direccidn y emigraerd hacise el electrodo shora negati-

VO,
Este mecaniesmo se puede estudiar en datalle

A: Los cilios de la izqulerda han sido inverti-
dos; normelmente hacia la dereche. EL protozoo me

vuelve heclims las izquierda, hacia el cdtodo (vease
la flecha)

B: E1l cuerpo se mueve hacia el cdtodo sdlo con
la pequiia inversién de cilios producidos anterior—
mente, :

C: Al utilizer una corriente més fuerte (6-9
voltios) se desplazen més cilios,

’

NOTA: Para este demostracidn se puede utilizar
el microscopio de reflexidn. Para ello se- colocs ,
un papel negro (a pruebs de luz) debajo de la ogque=
dad de micro-observacién para observar. con més fa-
cilidad las células, La luz se suministra desde
arribs.

Se puede estudiar mds facilmente la reversidn
ciliar si se utiliza un agente fisico relantizante
del protozoo. Los agentes qufmicos pueden interfe-
rir con la acecidn ciliar, merced a sus efectos
snesteslantes sobre el organismo oumaw<mao..

Estudios de otros Protozoos

e Reaccidn .
Bursarie truncatella CG
LRuglenig viridis NR
Nycthotherus cordiformis CG
Opaline ranarum CG
Paramecium species CG
Polytoma uvella AG
Spirostomn sp. /@
Stentor cosruleus CG

CLAVE: CG= galvenotaxia catddics
AG= galvanotaxis anddica

NR= no hay reaccidn .
7.- Demostracidn de fototaxis

La reaccidn de un organismo dirigiéndose hacia
la luz se llama fototaxis positiva. La reaceidn
opuesta, en sentido inversd a la lug, se llama
fototaxis negativh. Bacterias de color pirpura y

atlgas azul-verdosas reaccionan Hadpomsmb&o.m,Hom
camblos de intensidad de la luz, mientras que los

‘protozoos flagelados, tales como 1la Euglensa, tiener

la capacidad para orgenigzar Eo<uaum5¢ow.mpeummmom
hacia una fuente de luz.
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Procedimientq

l.~ Cortese un cuadrado de 3 cm. .de un papel ne-
&ro a prueba de luz, )

2+« Con un alfiler se hacen bastentes agujeros

en el centro del cuadrado, Heganse algunos agujeros
mds. grandes que otros. .

3e— Fijese el cuadrado de papel a la parte infe-

rior de la oquedad de micro~observacidn, segin la
figura siguiente:

Unad ol Micro
q J\\ QCbservation Call

_\a_nnx Paper

Vartous Dlameater
"Pin Holes™

Alllx Black

Paper 10 Ballom —————— ;
ol Micro Observalion Na—— )

4+~ Llenese la oquedad con un cultivo de Euglena
sobre fécula. Cubrase y pdngalo sobre lg plating
del microscopio, _ .

5= AJUstese el condensador microecdpico parsa
que emita méxims cantidad de luz a través de lg oque-
ded de micro-observacién, Trabajando en una cdmars
ogcure sk facilita la observacidn,

6.~ Despuds de algunos minutos nétese que lasg
células se han concentrado slrededor de los aguje-
ros hechos, donde ls luz penétre a través del pa-
pel negro,

/v

8.- Micro cultivos estdédriles

Técenica de mm&mmwwwmmoqu

1l.- Coldéquese una oquedad de micro-observacidn
desmontada en una cestilla para autoclave.

2.~ Péngase la oquedad en autoclave -si no se
dispone de autoclave, se puede utllizsr un esteri-
lizador de vapor- a 15 libras por pulgada cuadrada
durante 20 minutos. Utilicese el "ololo seco" de.
la auto-~-clave.

3e~ Con los dos componentes todavis en la ces-
t1lle, se manipula la tapa del tal manera que se
coloque sobre la parte superior de la oquedad, De-
je la cestilla cerrada hesta que se necesite,

Método pars cultivo de agar

‘Antes de adicionar el agar asegurese detener di:
ponible el agar fundido adecuado para el medio bae-
terioldgico requerido, junto con una pipeta estéri:
calibrada, Este actividad es idéntica a la que me
requiere cuando se utilizan placas Petri estdriles.

IMPORTANTE! Se requier tener prdctica en tdcnioc:
estéril para el procedimiento siguiente:

Procedimiento

le~ Trabajando sobre una superficie sélida y
limpia quitese la tapa de la oquedad de micro-ob-
servacidn e partir de un dngulo minimo que sea
suflciente para poder wverter le cantidad requerida.

2.~ Coldquese aproximademente 0,2 ml (1-2 gotas)
del ager fundido. T4pese inmediastamente. Sacudase
le oquedad de micro-observacidn cuidadosamente pars
que el medio de cultivo afiadido cubra toda la super
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ficie, pero nd la cubierta. Déjese enfriar. .

, 3e= Paras inocular ﬁwwHHmmBmo.wbdessmb&om estd-
riles. Tenge culdado de no romper la superficie
fine del agar.

. 4.- Para su observacién utilice un microscopio
compuesto o de reflexidn. La capa de agar debe de
ser lo bastente fina para permitir una observacidn
standard sin suplemento de luz o un microscopio
compuesto invertido.

Sugerencias a estudiar

~Observacidn de las células en colonias de Phy-
. Sarunm
~ Observacidén des la migracidn de plasmodium de

Wwwm garum, ‘
~ Observacidn de mohos (Saprolegnia, Allomyces)

Cultivos liquidos

Cologquense cul'tivos de liquido esterilizado tal
¥ como se ha descrito mds arriba. Inuculese mediante
una, pipeta :

a
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