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En los Gltimos tiempos el poder de resolucion de los microscopios se ha in-
crementado hasta conseguir unos limites de resolucién muy superiores a los
convencionales. Eric Betzig, William E. Moemer y Stefan Hell consiguieron
el Premio Nobel de Quimica en 2014 por el desarrollo de la microscopia de
fluorescencia de superresolucion, que permite obtener imagenes de células o
sistemas vivos con una resoluciéon de unos pocos nanémetros (10 nm), frente
al limite de resolucion de 200 nm de las técnicas clasicas. Hell desarrollé una
técnica de microscopia confocal en la que se utilizan dos laseres: uno «encien-
de» las moléculas seleccionadas y el otro «apaga» otras moléculas que se en-
cuentran alrededor. Moerner y Betzig lograron localizar moléculas individuales
activadas selectivamente con pulsos de luz.

Estas técnicas han permitido no solo conocer nuevas caracteristicas de las cé-
lulas y sus propiedades, sino también las funciones in vivo de proteinas, su inte-

raccion o el movimiento de moléculas en su interior.

Un ejemplo es la observacion de procesos dindmicos en la membrana celular,
como la interaccion entre la membrana celular y proteinas citoesqueléticas en
procesos de endocitosis, la division mitocondrial o el transito de vesiculas en el
complejo de Golgi.

Dong Liet al.

Extended-resolution structured illumination imaging
of endocytic and cytoskeletal dynamics,

Science DOI: 10.1126/science.aab3500 (2015)

:(Quéeslafluorescencia? Reflexionad sobre suaplicacion en la microscopia.
Explicad qué creéis que es un fluoréforo.
:Qué quiere decir que pueden observarse las células in vivo?

La microscopia de fluorescencia de superresolucion se ha podido aplicar a
estudios sobre la enfermedad de Alzheimer. Con ella, se ha observado la
formacion de estructuras caracteristicas de esta enfermedad, como son
los ovillos neurofibrilares y las placas amiloides. También se ha aplicado a
la investigacion sobre la malaria. ;Qué sabéis sobre estas enfermedades?
:(Qué creéis que aporta el desarrollo de nuevas herramientas y técnicas
experimentales a la investigacion?

Organizad un debate sobre la relacion entre los avances en el desarrollo
de herramientas microscépicas y los avances en biologia celular, conside-
rando la fisica como herramienta de la biologia.



Santiago Ramén
y Cajal

A principios del siglo xx, las investiga-
ciones sobre la estructura del sistema
nervioso realizadas por el histélogo
espanol Santiago Ramén y Cajal, Pre-
mio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1906, demostraron la individualidad
de las neuronas y la universalidad de
la teoria celular, que se aplicé tam-
bién al tejido nervioso.
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La c¢célula como unidad funcional.

La teoria celular

En la actualidad, existe una gran controversia sobre lo que se debe considerar un

ser vivo.

Recuerda lo aprendido en afos anteriores y relaciona los conceptos de ser vivo y de
célula. ;Crees que los virus podrian considerarse seres vivos? ;Crees que Unicamente
hay que considerar su capacidad para realizar las funciones vitales para considerarlos

seres vivos? Razénalo.

Hasta el siglo xv se consideraba, tomando como base las ideas de Hipocrates
(600 a. C.), que los seres vivos estaban compuestos por una sustancia o «crasis»,
formada por diferentes tipos de jugos o <humores».

Posteriormente, algunos filosofos, como Aristételes (384-322 a. C.) o Paracelso,
propusieron que todos los organismos estaban constituidos por pequenas unidades

elementales, comunes a todos ellos.

Robert Hooke en 1665 propuso el término
cellula o célula después de observar «celdi-
llas» en el corcho y otros tejidos vegetales.

Mas tarde, en 1674, Anton van Leeuwenhoek,
un comerciante holandés, consiguid desarro-
llar lentes mas precisas que permitian aumen-
tar el tamano de los objetos y con ellas observo
una gran variedad de células vivas. Van Leeu-
wenhoek explicé que la sangre estaba com-
puesta por diminutos glébulos que fluian a lo
largo de delgados capilares y realizé6 numero-
sas observaciones de diversos «animalculos»
u organismos microscopicos, por lo que se le
considera el «padre» de la microbiologia.

Durante el siglo xix la biologia celular evolu-
ciono paralelamente al desarrollo de la micros-
copia. En 1838 el botanico Matthias Schleiden
y el zo6logo Theodor Schwann enunciaron el
postulado basico de la teoria celular, segin
el cual todos los tejidos vegetales y animales
estan compuestos por una o mas células, uni-
dades basicas de todos los organismos.

Figura 6.1. Esquema de la construccion
del microscopio de Robert Hooke en su
Micrographia (1665), la primera obra en
la que se mostraron observaciones rea-
lizadas mediante un microscopio optico.

Rudolf Virchow establecid, en 1855, que todas las células proceden de otras células

preexistentes (omnis cellula e cellula).

Actualmente, la teoria celular se resume en los siguientes puntos:

Todos los organismos vivos estan compuestos por células.

La célula es la unidad estructural y fisiologica de los seres vivos.

Las células constituyen las unidades basicas de la reproduccion: cada célula
procede de la division de otras células preexistentes y es idéntica a estas, ge-

nética, estructural y funcionalmente.

La célula es la unidad de vida independiente mas elemental.



e Tipos de células

Las células son muy diversas tanto en su morfologia como en las funciones que
desempenan. No solo hay diferentes tipos celulares en los distintos grupos de orga-
nismos, tanto entre los organismos unicelulares como en los tejidos de los organis-
mos pluricelulares, sino también en los propios organismos.

El tamano celular también es muy variable, generalmente microscépico. Por ejem-
plo, la bacteria Escherichia coli mide 2 um de longitud, el parasito Trypanosoma cruzi
tiene una longitud media de 4-20 pm, mientras que algunos 6vulos fecundados en
animales pueden tener un didmetro desde micras a milimetros.

En cuanto a la morfologia, esta es enormemente variable en microorganismos
como las bacterias, arqueas, chromistas, protozoos y los hongos, pero también en
los tejidos de células animales y vegetales.

Microorganismos

Células vegetales

Células animales

Ovulo fecundado. Células musculares. Neuronas.

Ademas, las células difieren en su funcién. Existen organismos constituidos por una
Unica célula que presenta todas las funciones celulares, hasta las células especializa-
das de los tejidos en los organismos superiores, con funciones especificas.

Hay dos tipos de células, cuya estructura y forma de realizar las funciones vitales son
muy diferentes: la célula procariota, propia de bacterias y arqueas, y la célula euca-
riota, que es caracteristica de chromistas protozoos, hongos, animales y vegetales.

L L
Actividades &
o = ;Qué consecuencias tuvo la aceptacién de la teoria O = ;Puede constituir la célula procariota por si misma un
celular para la medicina? Razona tu respuesta. organismo?

6. La teoria celular. Técnicas de estudio citologicas @



Caracteristicas de las células procariotas

Las células procariotas son estructuralmente mas simples que las células eucario-
tas. La estructura procariota es caracteristica y exclusiva de los reinos Bacterias y
Arqueas.

La mayoria de las células procariotas son de pequeno tamaro (este oscila por lo gene-
ral entre 0,1y 50 pm, si bien las nanobacterias o ultramicrobacterias presentan un
diametro inferior a 0,1 pm, mientras que otras bacterias, como Oscillatoria, alcanzan
un diametro de 7pm). Se presentan como células aisladas o formando agrupacio-
nes o filamentos. Basicamente, una célula procariota presenta la siguiente estructura
(figura 6.3):

ribosomas

inclusiones

pared celular

flagelo*

. A )
fimbrias capsula*

citoplasma membrana - ¢ o
Figura 6.2. Especimenes de Archaea plasmatica
desulfotomaculum observados al MET Figura 6.3. Estructura de una célula procariota. Se sefialan con un asterisco (*) los elemen-
(falso color). tos que no son comunes a todas las bacterias.

Una membrana plasmatica, que delimita el citoplasma celular.

Una pared celular rigida, que rodea la membrana y mantiene la forma de la
célula. La composicion y estructura de la pared varia entre los principales grupos
de procariotas, aunque esta presente en todo ellos, excepto en los micoplasmas
y en algunas arqueas.

El citoplasma, de aspecto granuloso, con ribosomas 70S y diversas inclusiones,
que pueden estar rodeadas, aunque no siempre, de una membrana.

El nucleoide, una zona situada en el centro de la célula, donde se encuentra el
material genético. En este tipo de células este material genético no esta rodeado
Los procariotas son los primeros por ningun tipo de membrana.
organismos VIvos que aparecie-

ron en la Tierra en el curso de la Algunas células procariotas también pueden presentar flagelos y otros apéndi-

evolucion. ces externos (pelos y fimbrias), capsulas y capas mucosas, y algunos sistemas
internos de membrana.

Figura 6.4. A: Bacterias Escherichia coli intercambiando material genético a través de sus
pili; B: Flagelos de Helicobacter pylori. Imagenes obtenidas mediante MET (falso color).

@ BLOQUE II. BIOLOGIA CELULAR



o Caracteristicas de las c¢élulas eucariotas

La célula eucariota es estructuralmente mas compleja que la procariota. Las células
eucariotas son caracteristicas de chromistas, protozoos, hongos, animales y vege-
tales, si bien presentan distintas propiedades en los distintos grupos.

Este tipo de célula presenta diversos «compartimentos» u organulos, en general
delimitados por membranas, en los que se llevan a cabo distintas funciones celulares.

La estructura de una célula eucariota tipica consta de los siguientes elementos:

* La membrana plasmatica, rodeada en ocasiones de una pared celular rigida (funda-
mentalmente de celulosa en las células vegetales y de quitina en el caso de algunos
hongos) o de un glicocélix (en las células animales y que contribuye a la cohesion de
los tejidos).

¢ El citoplasma celular, que contiene los diversos organulos celulares y ribosomas
80S.

¢ Organulos celulares con diferentes estructuras y funciones:

o El reticulo endoplasmico y el complejo de Golgi, relacionados con la biosin-
tesis de moléculas y su distribucién dentro de la célula, asi como con la secre-
cion de sustancias al exterior.

o Mitocondrias y cloroplastos, relacionados con la obtencién de energia.

o Vacuolas, lisosomas y diversas inclusiones de reserva.

ey

o Un citoesqueleto, constituido por un entramado de filamentos proteicos,
implicado en la formacion de cilios y flagelos, los movimientos intracelulares

C . . Figura 6.5. Células eucariotas:
y la division celular, entre otras funciones.

linfocito B humano (A); célula del

o Un nacleo, delimitado por una doble membrana, que contiene la croma- parénquima clorofilico (B). Image-
tina, constituida por ADN asociado a histonas, cuya unidad estructural es el nes obtenidas mediante MET (falso
nucleosoma. color).

reticulo endoplasmico reticulo
@ rugoso endoplasmico

cloroplastos rugoso

nucleo

citoplasma mitocondria

vacuola
plasmodesmo

nucléolo reticulo

endoplasmico
vacuola liso
digestiva

nucléolo
centrosoma corpusculo

basal

pared nucleo
celular
reticulo ribosomas asociados
endoplasmico liso al reticulo rugoso mitocondria
complejo de Golgi complejo de Golgi
membrana membrana
plasmética plasmatica

Figura 6.6. Esquema de una célula eucariota animal (A) y vegetal (B).
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En microscopia, las conversiones
mas utilizadas del sistema métri-
co decimal son las siguientes:

1Tm=10%2cm
Tm=103mm
1m=10°pm

1m=10° nm
1Tm=10"A

Figura 6.8. Algas vistas al microsco-
pio 6ptico de campo claro.

Figura 6.9. Ciliados observados in
vivo con microscopia de interferen-
cia diferencial.

@ BLOQUE II. BIOLOGIA CELULAR

Métodos de investigacion en biologia
celular

¢ Por qué son esenciales los microscopios para la observacion y estudio de las
células? ;Qué tipos de microscopios conoces? ;Crees que las diferencias entre
ellos tienen que ver Unicamente con su capacidad para aumentar la imagen de
la muestra?

El avance en el conocimiento del papel que desempenan las células y los compo-
nentes celulares ha estado estrechamente ligado al desarrollo de técnicas micros-
copicas cada vez mas complejas, que no solo permiten visualizar detalles de la
morfologia celular sino también, estudiar la estructura, funcién y dinamica de sus
componentes.

5.1.

Los microscopios O6pticos actuales
constan, basicamente, de una o dos Oculares
lentes oculares, una serie de lentes
objetivo de distintos aumentos y una
lente condensadora que dirige la luz
sobre la muestra. Los componentes
basicos de un microscopio optico se
muestran en la figura 6.7.

Revolver

Objetivos

Las dos caracteristicas mas impor-
tantes en un microscopio son la
amplificaciéon (cuanto se aumenta el
tamano original de la muestra) y el
poder de resolucién (capacidad para
observar separados dos puntos muy
cercanos de la muestra).

Condensador

Fuente de luz

Figura 6.7. Microscopio 6ptico.

El poder de resolucién de los microscopios no solo depende del tamano y la calidad
de las lentes, sino también de la longitud de onda de la luz incidente y del indice de
refraccion del medio (normalmente, el aire) que se encuentra entre el objetivo y la
preparacion.

Cuanto mayor es el indice de refraccion, mas disminuye la velocidad de la luz y, en
consecuencia, mas aumenta la resolucion; por este motivo, los objetivos de inmer-
sion tienen un poder de resolucion mayor, ya que el aire (indice de refraccion 1,0)
es sustituido por una sustancia viscosa, como el aceite (indice de refraccion 1,5).
La resolucion que ofrecen los objetivos normales alcanza un limite maximo de
300 nmy llega hasta 200 nm en los de inmersion.

Microscopio de campo claro. En este tipo de microscopio las muestras se
observan directamente iluminando la muestra con una fuente de luz. Como
las células vivas suelen ser bastante transparentes, se utilizan con frecuencia
tinciones con uno o varios colorantes para aumentar el contraste con el medio
para obtener una imagen mas definida de algunos componentes celulares
(figura 6.8).

Microscopio de interferencia diferencial de Nomarsky. Utiliza un prisma que
divide la luz en dos rayos polarizados que interfieren entre siy proporcionan una
imagen de la célula que parece tridimensional (figura 6.9).



Microscopio de campo oscuro. Un disco opaco bloquea el haz de luz, de forma
que solo la luz refractada por la muestra alcanza el objetivo y esta aparece con-
trastada sobre un fondo mas oscuro.

Microscopio de fluorescencia. En este caso se emplea una lampara especial y
filtros que permiten emitir una luz a diferentes longitudes de onda. Se aplica
la longitud de onda capaz de excitar las moléculas fluorescentes (fluoréforos o
fluorocromos) empleadas en cada caso.

Algunos pigmentos, como las clorofilas, presentan autofluorescencia, es decir, . . .
) . ) ) o ) Figura 6.10. Paramecium bursaria
pueden visualizarse directamente las células al ser iluminadas con la longitud de (protozoo ciliado) visto al microsco-
onda adecuada. pio de fluorescencia. En azul se ob-
serva el nacleo marcado con DAPI,
una sustancia que se une a los acidos
nucleicos. En rojo, la clorofila pre-
Las técnicas de inmunodeteccion se utilizan para localizar determinadas pro- sente en el organismo simbidtico del

teinas en ciertos componentes de la célula utilizando la microscopia Optica de género Chlorella.
fluorescencia. Para ello se emplean anticuerpos dirigidos contra la proteina en
cuestion, marcados directamente con un fluorocromo (técnica de inmunofluo-
rescencia directa) o conjugados con un segundo anticuerpo fluorescente (en
cuyo caso la técnica se denomina de inmunofluorescencia indirecta (figura 6.11).

Esta técnica también se emplea combinada tanto con la microscopia 6ptica
como con la electrénica, que se describira a continuacion.

\\f" anti-A anti-(anti-A)

anticuerpo anticuerpos
primario fluorescentes

Otras técnicas

La microscopia correlativa es
una técnica mixta de microsco-
pia de fluorescencia confocal y
MET que permite captar image-
nes de células vivas. Para ello, se
emplean anticuerpos especificos

Soa7|

componente é i

i
celular -

/j /f 1‘ conjugados con fluorocromos o

/.'.'-'- /—-‘-"" -..._‘\ con oro.
A \)ff \}ff \ La estereomicroscopia electro-
nica es una técnica que fotogra-
_ fia la muestra al MET desde dis-

antigeno

tintos angulos y permite obtener
imagenes tridimensionales.

Figura 6.11. Técnica de inmunofluorescencia indirecta.

p e o

Actividades

e = Para calcular los aumentos en una observaciéon mi- 6 = ¢Qué es un anticuerpo y cuél es su funcién en el
croscopica, hay que tener en cuenta los aumentos de organismo?

las lentes oculares y los aumentos de las lentes objeti-
vo. Calcula los aumentos que se obtienen con un ocular
15Xy un objetivo 40X.

= Si el limite de resolucién del ojo humano es de unos
0,23 mm, ;cuantas veces permite ampliar el microsco-
pio nuestra capacidad de observacion?

0 = ;Qué técnica utilizarias para observar la ultraestruc-
tura del nicleo celular? ;Y de una proteina asociada a la
cromatina?

0 = ;Seria posible en un microscopio éptico, con unos
objetivos oculares con un aumento 10X, y utilizando
un objetivo de inmersion, la visualizacion de dos pun-

e ® ¢A qué correspondian las «celdillas» que Robert tos que estuvieran a 2nm de distancia? ;Y a 2pm? ;Y a
Hooke observé en el corcho y otros tejidos vegetales? 400 nm?

6. La teoria celular. Técnicas de estudio citologicas @



5.2.

A principios del siglo xx, el desarrollo de la microscopia electrénica supuso un avance
extraordinario en las técnicas de observacion microscopica, ya que permitié aumen-
tar el limite de resolucion hasta 0,3 nm y la amplificacién, desde los 1 000 aumen-
tos del microscopio 6ptico hasta unos 250 000 aumentos. Con las técnicas de alta
resolucion actuales, incluso se pueden incrementar dichos aumentos.

Ultimos avances: alta
resolucion

La microscopia electrénica de
transmisién de alta resolucién :
(high-resolution transmission :
electron microscopy o HRTEM)
permite alcanzar resoluciones de
0,05-0,08 nm. También se han
desarrollado microscopios de
barrido de alta resolucién que

: El MET esta basado en la utilizaciéon de un haz de electrones de longitud de onda
: corta que atraviesa una serie de lentes electromagnéticas (en lugar de luz y lentes de
cristal, como en el microscopio 6ptico) en un sistema de vacio. Existen dos tipos
: de microscopio electronico: el de transmision (MET) y el de barrido (MEB).

alcanzan 2-5nm. Filamento
...................................... Fuente Ll (fuente de
de luz i electrones)
AN Lente __| _ Lente
W —;‘-”"’ condensadora condensadora
Muestra =N MUestra—-3
~__ Lente —_ Deflector
objetivo
I lente
o tecsccceccssccsccssscsccssscssccssss : objetivo
: Colorear - 3 A Lente e
: . . o : Lente [ i royectora dlta sl Muestra
: microfotografias : e alLE - A /
¢ A veces, a las imagenes obteni- : Pantalla _| — Pantalla
. i i i - Observador  fluorescente
: da‘s rnednante microscopia ele? : : : e
. tronica se les afladen después : Microscopio ————
¢ colores (falso color) para facilitar : 6ptico MET MEB |
: su visualizacién y comprension.  :
feeeenneeeienneteennetanenneennennen : Figura 6.12. Esquema comparativo de los tipos de microscopios 6pticos MET y MEB.
Microscopio electrénico de transmisién (MET) roscopio electrénico de barrido (MEB)
Las muestras, en cortes ultrafinos, se montan sobre rejillas El paso de los electrones por un deflector permite el barrido de
de cobre que permiten el paso de los electrones. Se aumenta el la muestra, generandose electrones secundarios en funciéon
contraste mediante la utilizacion de metales pesados, como del relieve y una imagen tridimensional. La muestra se cubre

el plomo, en lugar de colorantes. previamente con una capa de oro.

Figura 6.13. Escision bacteriana. Imagen MET (falso color). Figura 6.14. Escision bacteriana. Imagen MEB (falso color).

@ BLOQUE II. BIOLOGIA CELULAR



Interpretacion de resultados de microscopia electronica
Imagenes obtenidas
mediante el MET

En la microscopia electronica
de transmision pueden utilizarse
sustancias que, debido a su den-
sidad, oponen mas resistencia a
los electrones, aumentando el
contraste. Utilizando oro coloi-
dal unido a anticuerpos especi-
ficos pueden identificarse deter-
minadas estructuras celulares.

La microscopia electrénica de transmision aporta informacion sobre la ultraestruc-
tura celular y pone de manifiesto la morfologia y disposicion de los componentes
internos de la célula en cortes ultrafinos.

Observacion de células procariotas
Si observamos una seccion de una célula procariota podremos distinguir (figura 6.15):

© La pared celular gruesa y la membrana plasmatica de estructura trilaminar (dos
bandas densas separadas por una banda clara).

© Una zona de aspecto fibrilar, mas clara, en el centro de la célula, que corres-
ponde al nucleoide, material genético que no presenta ninguna membrana de
separacion con respecto al resto de la célula.

® Inclusiones de reserva de carbono o lipidicas e invaginaciones de la membrana,
presentes en ciertas bacterias.

* En algunas bacterias se observan apéndices méviles, como los flagelos, o inmo-
viles, rigidos y mas cortos, como las fimbrias o los pelos.

el Ve LV
- "

Membrana

plasmatica
ety

celular

.: :ﬁ.%‘? __;x..i g
s, R Ty

#

Figura 6.15. Corte ultrafino (MET) de una bacteria.

Observacidn de virus

Para poder observar particulas muy pequenas, como los virus, se utiliza la tincion
negativa, un método de microscopia electronica que permite aumentar el con-
traste tifiendo el medio circundante con un colorante como el acetato de uranilo,
denso a los electrones.

La microscopia electronica de
barrido nos permite obtener in-
formacion tridimensional de la
superficie celular o de estructu-
ras celulares.

n ; : ' o
Figura 6.16. A: Virus Ebola; B: Virus H5N1; C: Coronavirus. (MET).

-3 - o

L L
Actividades o
o = Explica las diferencias basicas entre las técnicas de 0 = (Qué método de microscopia utilizarias para visualizar
microscopia electronica y de microscopia optica. la estructura mitocondrial en una célula eucariota? ;Y
@ % ;Cémo se observaria una bacteria en un corte trans- si se pretende observar la distribucion de cilios en un
versal al MET? protozoo ciliado?
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Observacion de células eucariotas animales y vegetales

En las células eucariotas se puede determinar la estructura y localizacion de los
organulos celulares y su mayor o menor desarrollo en funcion de la posible especia-
lizacion de la célula. En las siguientes microfotografias (figuras 6.17 y 6.18) se mues-
tran dos células eucariotas en las que se pueden reconocer diversos organulos:

Estructuras externas a la membrana: matriz extracelular en células animales y
pared celular en células vegetales.

Membrana plasmatica (estructura trilaminar).

Ndcleo celular, rodeado por una doble membrana con un interior fibrogranular,
con zonas mas densas a los electrones (cromatina) y nucléolo.

Mitocondrias, con una membrana externa y una membrana interna, con crestas
o invaginaciones mitocondriales.

Cloroplastos (en las células vegetales) rodeados de una doble membrana y con
sistemas de saculos membranosos aplanados en su interior.

Sistema interno de membranas constituido principalmente por el reticulo endo-
plasmico (rugoso, si esta asociado a ribosomas, y liso, si no lo estd) y el complejo
de Golgi, un conjunto de cisternas membranosas apiladas.

Elementos citoesqueléticos: filamentos de diversa naturaleza.

Vacuolas y otras inclusiones de reserva o con funciones especificas.

Membrana
plasmatica

Matriz

- 5 7
wH, S extracelular [

itocondria
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L | =

Reticulo endoplasmico
rugoso

-

Figura 6.17. Corte ultrafino (MET) de una célula animal.
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Figura 6.18. Cortes ultrafinos (MET) de células vegetales.

La criofractura es una técnica de microscopia electronica especialmente utilizada para estudiar los componentes de la
membrana.

Consiste en la congelacion de la muestra, que posteriormente se fractura con una cuchilla en las superficies que ofrecen
menor resistencia. A continuacion, se sombrea con un metal y se cubre con una fina capa de carbono para obtener una
réplica, que es la que se observa al microscopio, ya que la muestra original se elimina durante el desarrollo de la técnica.
Con esta metodologia se pueden poner de manifiesto detalles en relieve de distintas superficies.

membrana celular sombreado

/ con un metal
o e # {
) -

&

hielo
carbono /
Figura 6.19. Técnica de criofractura. Criofratura (A). Sombreado con un metal (B). Figura 6.20. Adipocitos observados utili-
Obtencion de la réplica de carbono y vaciado (C). zando la técnica de la criofractura.
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Figura 6.21. Ultracentrifuga.

Los ribosomas tienen diferentes
coeficientes de sedimentacion:
70S los de las células procariotas
y 80S los de las eucariotas. Las
unidades Svedeberg (S) reflejan
la tasa de sedimentacion de una
particula en una ultracentrifuga-
cion y esta depende del tamafio
de la particula y de su densidad.

Figura 6.23. Equipo de difraccion de
rayos X utilizado para determinar la
estructura de una proteina u otros
componentes celulares.
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5.3.

En un cultivo de células aisladas y fijadas, estas pueden separarse del medio
mediante centrifugacion ;Qué es una centrifuga? ;Cudl es el fundamento de su
funcionamiento?

Esta técnica consiste en la ruptura controlada de tejidos y células para separar diver-
sos organulos o componentes intracelulares en distintas «fracciones». Para ello,
se homogeneiza el tejido, ya sea por plasmdlisis, aplastado, triturado o mediante
ultrasonidos, con el fin de romper las células y, posteriormente, el extracto celular
se somete a una centrifugacion diferencial (centrifugaciones sucesivas a distintas
velocidades) que permite la separacion de los distintos componentes celulares.

Las particulas de la muestra, de diferentes densidades, sedimentan a distintas velo-
cidades que se miden en unidades Svedberg (S). La centrifugacion se lleva a cabo
en una centrifuga o en una ultracentrifuga. Esta Gltima permite llevar a cabo la cen-
trifugacion a velocidades muy elevadas (figura 6.22).
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Figura 6.22. Procedimiento de fraccionamiento celular. G corresponde a la fuerza de la
gravedad.

5.4.

La difraccion de rayos X es una técnica que se utiliza para estudiar detalles de la
estructura molecular de los componentes celulares.

Mediante un haz de rayos X se puede determinar la disposicion de los atomos en
una molécula en estado cristalino. Los rayos X son dispersados por los electrones
de la muestra, de modo que los atomos grandes con muchos electrones, como
el C, el N, el Oy el P, se detectan mejor que los atomos pequerios, como el H. El
patron de difraccion se recoge en una placa fotografica. Una vez reunida esta infor-
macion, y tras un estudio detallado de los resultados, se pueden obtener modelos
tridimensionales.



Los elementos que constituyen las moléculas organicas de las células no presentan
isétopos radiactivos. La técnica de la autorradiografia consiste en incubar las célu-
las en presencia de determinados isotopos radiactivos que podran ser incorporados
a determinadas moléculas. Estos radioisétopos son inestables y emiten radiacio-
nes ionizantes que se pueden registrar con aparatos especificos, como el contador
Geiger, un aparato que mide las radiaciones emitidas por un isétopo mediante la
ionizacion que estas producen en un gas, o bien mediante su impresion sobre una
emulion fotografica.

Mediante las técnicas de autorradiografia es posible seguir el «recorrido» de los
radioisétopos por la célula o a través de los tejidos. Una de las primeras aplicacio-
nes practicas de este procedimiento fue el marcaje con C del CO,, y el estudio de
su incorporacion a las moléculas organicas en el proceso de fijacion del CO, de los
organismos autotrofos fotosintéticos.

La siguiente tabla muestra la vida media, es decir, el tiempo transcurrido hasta que
una determinada cantidad de isotopos radiactivos se reduce a la mitad, para varios
radioisotopos.

Radiois6topo | Vida media
40K 1300 Ma
35y 704 Ma
1“C 5730 afios
Ga 78 horas

El desarrollo de nuevas técnicas experimentales es esencial tanto para el avance en el conocimiento cientifico como para
desarrollar futuras aplicaciones tecnologicas. En este sentido, Marie Curie y Rosalyn Sassman fueron dos cientificas pio-
neras en el desarrrollo de nuevas técnicas:

Marie Curie (1867-1934) fue la primera mujer que recibié un Premio Nobel y
la primera mujer docente en la Universidad de la Sorbona. En 1903 recibi6 el
Nobel de Fisica por el descubrimiento, junto a su marido, de la radiactividad, y
en 1911 el de Quimica, por sus trabajos acerca del radio.

Sus investigaciones fueron clave para el desarrollo posterior de tecnologias
aplicadas, como la autorradiografia.

Rosalyn Sussman Yalow (1921-2011), fisica estadounidense, fue galardonada
con el Nobel en Medicina en 1977, junto a Andrew V. Schally y Roger Guille-
min, por el desarrollo del radioinmunoensayo (RIA) para cuantificar los niveles
de hormonas peptidicas, como la insulina.

Esta técnica tiene actualmente muchas méas aplicaciones. Se emplea de manera
habitual para cuantificar la concentracion de hormonas, virus, enzimas, drogas

y otras sustancias de forma precisa. Figura 6.24. Rosalyn Sussman Yalow.
Actividades
@ = Si se somete un tejido vegetal (por ejemplo, parén- @ = ;Qué técnica utilizarias para probar las diferencias en-
quima clorofilico) a una centrifugacion diferencial, ;en tre el lado externo y el lado interno de la membrana?
qué fraccion podrian separarse los cloroplastos? Justifica tu respuesta.

@ = ;Qué significa que la vida media del fosforo-32 es de @ = Investiga codmo se dedujo la estructura de la doble hé-
14 dias? lice de ADN y muéstralo en una linea del tiempo.

@ = Explica como se pueden obtener las distintas fraccio- @ = Investiga en qué consiste una gammagrafia tiroidea y
nes celulares mediante ultracentrifugacion diferencial. explica de manera sencilla su fundamento.

6. La teoria celular. Técnicas de estudio citologicas @
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= Indica los principios basicos de la teoria celular.

= Explica por qué, segin la teoria celular, la célula es la
unidad de vida mas elemental.

= Algunas células pueden medir desde algunos centi-
metros a 1 milimetro. Busca ejemplos y represéntalos
sobre una linea de tamanos crecientes.

= La forma de las células esta, en muchos casos, relacio-
nada con la funciéon que desempenan. Pon tres ejem-
plos que ilustren esta relacion.

= ;A qué reino pertenecen las bacterias?

= Investiga si es correcta la siguiente afirmacién: «Todos
los organismos procariotas son microscopicos».

= Dibuja un esquema de una célula procariota elemental.

= La bacteria Streptococcus pneumoniae es una de las prin-
cipales causas de enfermedades graves, como la neu-
monia o la meningitis, entre otras. Actualmente se han
desarrollado vacunas polivalentes (son eficaces frente a
las variantes mas agresivas), que contienen una mezcla de
polisacaridos capsulares del neumococo. El diagnéstico
clinico incluye la observacion microscopica de muestras
de pacientes afectados, inmunodeteccion e identificacion
molecular de la bacteria. Investiga y prepara una breve
presentacion sobre las caracteristicas estructurales de las
cepas patogenas y las técnicas de diagnéstico clinico.

= La malaria es producida por diferentes especies de
Plasmodium, un protozoo que se transmite a través de
los mosquitos. Una de las estrategias para combatir
esta enfermedad en los paises en los que es endémica,
es eliminar a los mosquitos vectores mediante insecti-
cidas como el DDT. Este es un insecticida muy toxico
cuyo uso estd prohibido desde el Convenio de Esto-
colmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes,
excepto para la prevencion de la malaria. ;Qué opinas
sobre esta decision? ;Piensas que el calentamiento glo-
bal podria tener relacion con la malaria?

= Investiga cémo son las células en los eucariotas unicelu-

lares. Explicalo a partir de la estructura celular de Chlamy-
domonas y de un protozoo incoloro como Paramecium.

@ BLOQUE II. BIOLOGIA CELULAR
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= Con referencia a los componentes y estructuras celu-
lares, sefiala (Si o No) si se encuentra en el tipo celular
indicado:

Célula
animal

Célula
vegetal

Componente/

Bacteria
estructura

Envoltura nuclear

Mitocondria

Complejo de Golgi

Membrana
plasmatica

Centriolos

Sistema de
endomembranas

Pared celular

Ribosoma

= Nombra cinco organulos comunes a las células anima-
les y a las células vegetales.

= ;Qué importancia funcional tiene la compartimenta-
lizacion de la celula eucariota?

= Los hongos son organismos eucariotas, pero sus célu-
las presentan ciertas particularidades que las diferen-
cian de las células animales y de las vegetales. Investiga
e indica cuales son las similitudes y diferencias con los
otros tipos de células eucariotas.

= De los siguientes organulos, indica a qué tipo de célu-
las pertenecen (animal o vegetal).

= Indica qué tipo de técnica microscépica utilizarias en

los siguientes casos.

a) Visualizacion del complejo de Golgi en una célula
secretora.

b) Caracterizaciéon de los de los

foraminiferos.

Caparazones

c) Visualizacion de los poros nucleares en la superficie
del nicleo.

d) Localizacion de una proteina mayoritaria en el ni-
cleo de una célula eucariota.



Q = Observa la siguiente fotografia y responde: @ = Observa la siguiente fotografia.

L]

a) ;Con qué tipo de microscopia se ha tomado la
imagen?

b) ;Qué organulos reconoces en ella?

c) Cita una funcidn de cada uno de ellos.

a) ;De qué tipo de microscopia se trata?

b) ;Qué se observa en ella?

@ = ¢Para qué se utiliza la técnica de fraccionamiento
celular?

] s e en . A i H .2 .
@ = Observa la siguiente fotografia. ;De qué tipo de mi- @ = La observacién de los caparazones de diatomeas que
croscopia se trata? se muestran en la fotografia se ha realizado utilizando
a) ;Queé tipo de microscopia se ha empleado? técnicas de microscopia electrénica. ;Qué tipo de mi-
croscopia se ha empleado para visualizarlos? ;Cual es

b) Se observan bacterias. ;Sabrias decir cuales son? PSS
su fundamento basico?

c) También se obsewrvan cilios en seccién transversal.
;Sabrias decir cuales son?

@ = ;Con qué tipo de microscopia se puede observar una
muestra con una ampliacion de 250000 aumentos?

@ = ;Cémo podrias aislar ribosomas para su estudio a par- (Qué resolucién puede alcanzarse con este tipo de
tir de un cultivo celular? microscopia?

@ = ;Como podrias detectar la presencia de actina en una @ = ;Como se podria detectar mediante microscopia la
célula? presencia de bacterias patoégenas intracelulares?

6. La teoria celular. Técnicas de estudio citolégicas @




SITUACION DE APRENDIZAJE

0 cigoto

A partir del cigoto se obtienen todas
las células del organismo mediante
los procesos de diferenciacion.

T,
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Un atlas de células humanas

Uno de los retos de la biologia celular que podria suponer una enorme importancia
aplicada en medicina es el de poder conocer la diversidad de células que componen
el cuerpo humano. Uno de los grandes avances en este campo es la publicacion
del Atlas de las células humanas, realizado por varios equipos de investigadores de
distintos paises, en el que se recoge informacion de 500 tipos celulares diferentes,
pertenecientes a diversos tejidos.

[...] Aunque el nimero total de células del cuerpo humano se desconoce, se estima
que cada persona adulta tiene alrededor de 37 billones de células (sin contar las
células de los millones de microorganismos que componen el microbioma). Todas
las células de una persona derivan de una misma célula, el cigoto, y en esencia, com-
parten el contenido de su genoma. Sin embargo, no todas lo expresan igual.

[...] Cuatro trabajos publicados en Science recogen los Gltimos resultados del con-
sorcio Atlas de las Células Humanas, que van mas alla del universo conocido de la
expresion en tejidos u 6rganos, y ofrecen los mapas celulares del cuerpo humano
mas detallados hasta la fecha, con informacién recogida célula a célula. Los inves-
tigadores han analizado mas de un millén de células individuales y han generado
un atlas de expresion de 500 tipos celulares, localizados en mas de treinta tejidos
diferentes.

[...] «El Atlas de las Células Humanas esta transformando nuestra comprension de
la biologia y la enfermedad», ha sefialado Sten Linnarsson, investigador del Insti-
tuto Karolinska de Suecia, y miembro del Comité Organizador del consorcio. «Estos
estudios a través de tejidos representan un hito para el Atlas de las Células Humanas
y la biologia de células individuales, ya que permiten la comparacion sistematica y
profunda de los mismos tipos de células a través del desarrollo y la edad adulta.
Son un paso enorme hacia la generacion de un Atlas de Células Humanas de todos
los tipos celulares del cuerpo humano, fundando asi una nueva era de diagnéstico,
sanidad y medicina de precision».

AmpARO ToLOSA
genotipia.com, 18 de mayo, 2022

! - sar . oy : 9)
) + Desarrollo de competencias EMEE - &

Tras leer el texto, contestad a las siguientes cuestiones y realizad un debate en grupo.

El objetivo de esta tarea es valorar la importancia de la investigacion basica y comprender que la caracterizacion de la
diversidad celular tiene muchas aplicaciones en el ambito de la salud.

o ¢Qué se recoge en el Atlas de las Células Humanas?

6 Para esta investigacion se ha necesitado aplicar distintos tipos de tecnologias (moleculares, microscépicas, infor-
maticas...). ;Qué relacion hay entre el desarrollo tecnolégico y el avance del conocimiento cientifico?

e ¢ Qué puede suponer el conocimiento de las alteraciones celulares que tienen lugar durante una enfermedad para

la Salud Publica?

Debatid en grupos sobre la importancia de la investigacion basica frente a la investigacion aplicada. Responded a
las siguientes preguntas: ;Qué se entiende por investigacion basica? ;Deberia financiarla el Estado? ;A qué nos

Buscad en las noticias o en revistas de divulgacion biomédica algunas enfermedades relacionadas con alteracio-

referimos cuando hablamos de investigacion aplicada? ;Hay alguna conexion entre ellas?

nes celulares. Explicad mediante charlas breves su etiologia y las consecuencias de las alteraciones celulares.

@ BLOQUE II. BIOLOGIA CELULAR
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Observacion de distintos tipos celulares

Mediate la siguiente practica observaréis, al microscopio 6ptico, diferentes tipos

, Objetivos
celulares en muestras diversas.

e Realizar observaciones de dis-
tintos tipos celulares, mediante

Materiales . >
microscopia optica.

* Microscopio 6ptico de campo claro. o Ejercitar la preparacion de

e Muestra de estanque o charca, hoja vegetal fresca, muestra de mucosa oral. muestras para su observacion al

e Portaobjetos y cubreobjetos limpios. microscopio.

e Pinzas, pipetas, escalpelo, rasqueta o varilla y aguja enmangada, asa de siem- e Adquirir practica en el empleo
bra y mechero. del microscopio 6ptico y en

el calculo de los aumentos de
observacion.

e Azul de metileno.

e Realizar esquemas de las obser-
Procedimiento vaciones y analizarlas.

1. Muestra de agua de estanque o charca. Toma una gota pequena de la mues-
tra, colécala sobre un portaobjetos y pon encima el cubreobjetos; observa
con los objetivos de 10X y 40X. Posteriormente pon otra gota sobre un por-
taobjetos y deja secar al aire, pasa el porta dos o tres veces por la llama del
mechero, echa después unas gotas de azul de metileno y lava a continuacion
con agua destilada; observa con el objetivo de 100X.

2. Epidermis de la hoja. Pon una gota de agua del grifo sobre un portaobjetos;
con un escalpelo, haz una incision en forma de V en la cara interior de una hoja
y separa la epidermis con las pinzas, colocandola sobre el portaobjetos. Coloca
un cubreobjetos sobre la preparacion y observa al microscopio a 10Xy 40X.

3. Muestra de mucosa oral. Con cuidado, pasa una rasqueta o varilla limpias por
la cara interna del carrillo. Pon la muestra en un portaobjetos y extiéndela
con otro portaobjetos para hacer un frotis. Una vez seco, pasalo por el me-
chero para fijar la muestra y tifie con azul de metileno como en el caso 1.

Paramecio visto al microscopio optico.

Observaciones esperadas

1. Muestra de agua de estanque o charca. Se observaran distintos tipos de microorganismos procariotas y eucariotas.
En las observaciones en vivo a 10X y 40X se podran observar algunas especies, principalmente de chromistas y pro-
tozoos, como flagelados, ciliados o amebas. A 100X se observan bacterias de forma bacilar, cocoide o filamentosa,
aisladas o en grupos y tefidas de color azul.

2. Epidermis de la hoja. Se observaran células con paredes gruesas, los nicleos, y también se pueden observar estomas; en
algunos casos, en los bordes, pueden verse células del parénquima de color verdoso por la presencia de cloroplastos.

3. Mucosa oral. Se observaran células de contornos irregulares con un nicleo claramente visible.

Analisis de los resultados
o Compara la morfologia y el tamario de los diferentes tipos celulares observados.

8 En esta practica has observado distintos tipos de células pertenecientes a distintos grupos de organismos. ;Son to-
das las células de un organismo pluricelular de la misma forma y tamano?

e ¢;Por qué se han utilizado diferentes aumentos para la observacion?

o ¢Por qué no esta tan marcado el contorno de las células de la mucosa oral como en las de la epidermis vegetal?

i Informe de la practica y resultados ’ Video del experimento 6. La teoria celular. Técnicas de estudio citolégicas @
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La c¢élula como unidad funcional. Teoria celular

® Desde que Robert Hooke introdujera el término en 1665, la célula se ha considerado como la unidad mas elemental de
todos los seres vivos.

¢ La teoria celular recoge la unidad estructural, fisiologica y de reproduccion de la célula.

Los tipos de células

Las células son muy diversas, tanto en tamafo como en morfologia y funcion. Estructuralmente hay dos tipos de célula: pro-
cariota y eucariota.

Caracteristicas de las células procariotas
© Las células procariotas son las mas simples estructuralmente. En ellas el material genético no esta rodeado de ninguna
membrana, es decir, no presentan un «nicleo verdadero».

© Las células procariotas presentan una pared celular, externa a la membrana plasmatica, un nucleoide de aspecto fibrilar y
diversas inclusiones citoplasmaticas.

¢ La presencia de flagelos, inclusiones citoplasmaticas y capsulas o capas mucosas es variable entre las células procariotas.

Caracteristicas de las ¢élulas eucariotas

© Las células eucariotas presentan un «nlcleo verdadero» en el que el material genético esta separado del resto de los com-
ponentes celulares por una doble membrana.

¢ Presentan diversos organulos membranosos encargados de realizar diferentes funciones, como mitocondrias, cloroplas-
tos, reticulo endoplasmico y complejo de Golgi, entre otros. También presentan citoesqueleto, un entramado de elemen-
tos fibrilares, esencial para diversas funciones celulares.

© Los distintos tipos celulares presentan particularidades; por ejemplo, las células animales y vegetales no son estructural-
mente iguales y presentan algunos organulos y estructuras exclusivos.

Métodos de investigacion en biologia celular

© La microscopia 6ptica se basa en la incidencia de un haz de luz sobre las diferentes lentes, hasta iluminar la muestra. Exis-
ten diferentes microscopios opticos: de campo claro, de contraste de fases e interferencia diferencial y el microscopio
de fluorescencia.

¢ La microscopia electrénica hace pasar un haz de electrones por la muestra, lo que permite incrementar los aumen-
tos. Existen dos tipos fundamentales, la microscopia electrénica de transmision (MET) y la microscopia electrénica de
barrido (MEB).

¢ Ademas, se han desarrollado técnicas de inmunodeteccion mediante las que se pueden detectar determinadas proteinas
mediante la union a anticuerpos por microscopia de fluorescencia optica, asi como electronica.

¢ Elfraccionamiento celular permite separar los componentes celulares en fracciones mediante centrifugacion diferencial.

¢ La difraccion de rayos X y la autorradiografia son técnicas que permiten un estudio detallado de la estructura o el movi-
miento de determinados componentes celulares, utilizando los rayos X o isdtopos radiactivos.

GLOSARIO

Elabora un glosario de términos cientificos asociados a esta unidad: célula, teoria celular, diversidad celular, célula procariota,
célula eucariota, pared celular, nucleoide, nicleo, inclusiones, organulos celulares, flagelos, microscopia éptica, microscopio de

campo claro, microscopio de contraste de fases e interferencia diferencial, microscopia de fluorescencia, inmunodeteccion, micros-
copia electrénica, microscopio electrénico de transmisién, microscopio electrénico de barrido, ultraestructura celular, criofractura,
fraccionamiento celular, centrifugacion diferencial, difraccion de rayos X, autorradiografia.

Completa tu glosario con otros términos que consideres oportunos.

@ BLOQUE II. BIOLOGIA CELULAR
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Explica brevemente qué es una célula y en qué consis-
te la teoria celular ;Quiénes la propusieron?

;Todas las células en un mismo organismo son iguales?
¢Presentan diferencias en su morfologia y tamarno?

Indica cuatro diferencias entre las células procariotas
y las eucariotas.

Observa las microfotografias. ;Qué tipo de organulos
o estructuras celulares estan sefialados con una flecha?
Indica el tipo de microscopia empleado en cada caso.

:Qué tipo celular esta representado en el esquema?
Nombra los componentes numerados del 1al 7.

Observa la ilustracion. ;Qué tipo de célula represen-
ta? Indica los organulos celulares o las estructuras
senaladas.

o En relacion con los microscopios 6pticos:

a) ;Qué tipos de lentes presentan los microscopios
opticos?

b) Nombra tres tipos de microscopios 6pticos. Expli-
ca cuales son las ventajas de cada tipo y propén
una observacion que harias con cada uno de ellos.

. Qué tipo de microscopia se ha utilizado para obtener
las siguientes imagenes?

En las siguientes microfotografias se muestran ima-
genes obtenidas utilizando dos tipos diferentes de mi-
croscopia electrénica, especifica cuales son.

..-.. t.._ i

Explica en qué consiste la criofractura y cual es su
utilidad.

Si quisieras separar las mitocondrias de una célula para
llevar a cabo determinados estudios sobre las mismas,
;qué técnica utilizarias?

Observa la siguiente ilustracion: ;se trata de una célu-
la animal o vegetal? Razona la respuesta.

6. La teoria celular. Técnicas de estudio citolégicas @




