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Microscopio ottico Microscopio elettronico a trasmissione

Si usa luce visibile (A= 300-700nm) per illuminare  Gli elettroni passano attraverso il
gli oggetti e lenti in vetro convergenti per campione quindi le sezioni devono
elaborare 'immagine e renderla essere molto sottili e i mezzi di
visibile all’occhio in forma ingrandita contrasto elettrondensi



Microscopio ottico Microscopio elettronico a trasmissione

Non si ottiene
. . o un’immagine
all'occhio umano e puo

essere colorata

all’occhio umano:
schermo fluorescente




Il primo TEM é stato progettato da Ernst Ruska nel 1931
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Sorgente di

Sorgente fascio elettroni Elettroni
Campione Campione
Oculari per

osservazione

Immagine



Microscopio Elettronico a Trasmissione Sorgente di
TEM Elettroni

Il fascio di elettroni si muove nel vuoto che &
INCOMPATIBILE CON LA VITAI

Uso di lenti elettromagnetiche: Nella lente
elettromagnetica variando l'intensita della corrente

varia la distanza focale (ingrandimento) Catmbi
ampione

Non si ottiene un'immagine direttamente
visibile all'occhio umano: schermo
fluorescente

Il campione deve essere sufficientemente sottile
da permettere agli elettroni di attraversarlo
Spessore ottimale 70nm

..sempre

Sezionamento all'ultramicrotomo Immagine



Problematiche...

Il fascio di elettroni pu0 attraversare solo materiale di spessore molto ridotto

= jltessuto deve essere sezionato mediante speciali apparecchi, detti microtomi
ed utramicrotomi

La maggioranza dei tessuti biologici sono molli

= prima del taglio, il tessuto deve essere indurito
= Fissazione
" [nclusione

| tessuti sono normalmente quasiincolori e privi di contrasto

= prima dell’osservazione al microscopio, il tessuto deve essere contrastato



Preparazione dei campioni

—

Disidratazione

Fissazione
chimica o
fisica

Prelievo

O

Infiltrazione

in resina
Inclusione ‘,’




L’ultramicrotomo

Lama di
diamante —,

Permette di ottenere sezioni
semifini (spessore di 1 um) adatte
all’osservazione al microscopio
ottico e fini (spessore 70 nm)
adatte all’osservazione al
microscopio elettronico a
trasmissione



Contrasto delle sezioni

Le sezioni vengono contrastate con sali di metalli pesanti come

acetato di uranile e citrato di piombo










Durante la senescenza fogliare, i cloroplasti si trasformano in
gerontoplasti coinvolgendo tipici cambiamenti strutturali che
sono stati rivelati tramite la microscopia elettronica a
trasmissione da piu di 30 anni.

Questi cambiamenti avvengono a livello del Sistema di
membrane presente nel cloroplasto (tilacoidi) che si degradano
in modo progressivo. In parallelo, aumenta il numero di
plastoglobuli nel cloroplasto.



cv. Carina

Cloroplasti prima
della senescenza

Cloroplastiin una
foglia senescente
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