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Prefacio

Biologia, estudio de los seres vivos y sus procesos vitales. Este
campo se ocupa de todos los aspectos fisico-quimicos de la vida.
La tendencia moderna hacia la investigacion interdisciplinar y la
unificacidon de los conocimientos cientificos y la investigacion de
diferentes campos ha dado lugar a un importante solapamiento del

campo de la biologia con otras disciplinas cientificas.

El concepto de homeostasis, segun el cual los seres vivos
mantienen un entorno interno constante, fue sugerido por primera
vez en el siglo XIX por el fisidlogo francés Claude Bernard, quien
afirmé que "todos los mecanismos vitales, por muy variados que
sean, tienen un solo objeto: el de preservar constantes las

condiciones de vida".

La RT-PCR puede utilizarse para diagnosticar enfermedades
genéticas como el sindrome de Lesch-Nyhan. Esta enfermedad
genética esta causada por un mal funcionamiento del gen HPRT]I,
que clinicamente da lugar a la aparicion de calculos urinarios de
acido urico, que son mortales, y a sintomas similares a los de la
gota. El andlisis de los niveles de expresion de ARNm de HPRTI1
en una madre embarazada y en un feto revelara si la madre es
portadora y si el feto tiene probabilidades de desarrollar el
sindrome de Lesch-Nyhan. Deteccion del cancer Los cientificos

estan trabajando en la utilizacion de la RT-PCR en la deteccion del



cancer para ayudar a mejorar el prondstico y controlar la respuesta
a la terapia. Las células tumorales circulantes producen
transcripciones de ARNm unicas en funcion del tipo de cancer. El
objetivo es determinar qué transcritos de ARNm son los mejores
biomarcadores para un tipo de célula cancerosa concreto y analizar

después sus niveles de expresion con la RT-PCR.



Bienvenido a la biologia

1-Biologia

Biologia, estudio de los seres vivos y sus procesos vitales. Este
campo se ocupa de todos los aspectos fisico-quimicos de la vida.
La tendencia moderna hacia la investigacion interdisciplinar y la
unificacidn de los conocimientos cientificos y la investigacion de
diferentes campos ha dado lugar a un importante solapamiento del
campo de la biologia con otras disciplinas cientificas. Los
principios modernos de otros campos -la quimica, la medicina y la
fisica, por ejemplo- se integran con los de la biologia en areas como

la bioquimica, la biomedicina y la biofisica.

La biologia se subdivide en ramas separadas para facilitar su
estudio, aunque todas las subdivisiones estan interrelacionadas por
principios basicos. Asi, aunque se acostumbra a separar el estudio
de las plantas (botanica) del de los animales (zoologia), y el de la
estructura de los organismos (morfologia) del de la funcién
(fisiologia), todos los seres vivos tienen en comun ciertos
fendmenos biologicos, por ejemplo, los diversos medios de
reproduccion, la division celular y la transmision del material

genético.

Labiologia es el estudio cientifico de la vida. Es una ciencia natural

de amplio alcance, pero tiene varios temas unificadores que la unen
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como un campo unico y coherente. Por ejemplo, todos los
organismos estan formados por células que procesan la
informacion hereditaria codificada en los genes, que puede
transmitirse a las generaciones futuras. Otro tema importante es la
evolucion, que explica la unidad y la diversidad de la vida. Por
ultimo, todos los organismos necesitan energia para moverse,
crecer y reproducirse, asi como para regular su propio entorno

interno.

Los bidlogos pueden estudiar la vida en multiples niveles de
organizacidon. Desde la biologia molecular de una célula hasta la
anatomia y fisiologia de plantas y animales, pasando por la
evolucion de las poblaciones. De<ahi que existan multiples
subdisciplinas dentro de la biologia, cada una de ellas definida por
la naturaleza de sus preguntas de investigacion y las herramientas
que utilizan. Al igual que otros cientificos, los bidlogos utilizan el
método cientifico para hacer observaciones, plantear preguntas,
generar hipdtesis, realizar experimentos y formar conclusiones

sobre el mundo que les rodea.

La vida en la Tierra, que surgié hace mas de 3.700 millones de
afios, es inmensamente diversa. Los bidlogos han tratado de
estudiar y clasificar las distintas formas de vida, desde los
organismos procariotas, como las arqueas y las bacterias, hasta los
eucariotas, como los protistas, los hongos, las plantas y los

animales. [Estos diversos organismos contribuyen a la
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biodiversidad de un ecosistema, donde desempefian funciones

especializadas en el ciclo de los nutrientes y la energia.

La biologia suele plantearse a partir de niveles que tratan de las
unidades fundamentales de la vida. En el nivel de la biologia
molecular, por ejemplo, la vida se considera una manifestacion de
las transformaciones quimicas y energéticas que se producen entre
los numerosos componentes quimicos que componen un
organismo. Gracias al desarrollo de instrumentos y técnicas de
laboratorio cada vez madas potentes y precisos, es posible
comprender y definir con gran precision y exactitud no so6lo la
organizacion fisicoquimica final (ultraestructura) de las moléculas
de la materia viva, sino también la forma en que ésta se reproduce
a nivel molecular. El auge de la gendmica a finales del siglo XX y
principios del XXI ha sido especialmente crucial para estos

avances.

La biologia celular es el estudio de las células, las unidades
fundamentales de estructura y funcion de los organismos vivos. Las
células se observaron por primera vez en el siglo XVII, cuando se
inventd el microscopio compuesto. Antes de esa fecha, el
organismo individual se estudiaba como un todo en un campo
conocido como biologia organismica; esa area de investigacion
sigue siendo un componente importante de las ciencias bioldgicas.
La biologia de poblaciones se ocupa de los grupos o poblaciones
de organismos que habitan en una zona o region determinada. En
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este nivel se incluyen los estudios sobre el papel que desempefian
determinados tipos de plantas y animales en las complejas y
autoperpetuantes interrelaciones que existen entre el mundo
viviente y el no viviente, asi como los estudios sobre los controles
que mantienen esas relaciones de forma natural. Estos niveles
generales -moléculas, células, organismos completos y
poblaciones- pueden subdividirse para su estudio, dando lugar a
especializaciones como la morfologia, la taxonomia, la biofisica, la
bioquimica, la genética, la epigenética y la ecologia. Un campo de
la biologia puede ocuparse especialmente de la investigacion de un
tipo de ser vivo, por ejemplo, el estudio de las aves en la
ornitologia, el estudio de los peces en la ictiologia o el estudio de

los microorganismos en la microbiologia.

Etimologia

La biologia deriva de las palabras griegas antiguas [iog
romanizada bios que significa 'vida' y -Aoyia; romanizada -logia
que significa rama de estudio' o 'hablar'. La combinacion de estos
términos da lugar a la palabra griega fioAloyia romanizada biologia,
que significa "biologia". A pesar de ello, el término froloyia en su
conjunto no existia en el griego antiguo. Los primeros en tomarlo
prestado fueron el inglés y el francés (biologie). Historicamente
existia otro término para designar la biologia en inglés, lifelore; hoy

en dia apenas se utiliza.



La forma latina del término aparecio por primera vez en 1736
cuando el cientifico sueco Carl Linnaeus (Carl von Linné) utilizd
biologi en su Bibliotheca Botanica. Volvi6 a utilizarse en 1766 en
una obra titulada Philosophiae naturalis sive physicae: tomus III,
continens geologian, biologian, phytologian generalis, de Michael
Christoph Hanov, discipulo de Christian Wolff. EI primer uso en
aleman, Biologie, fue en una traduccion de 1771 de la obra de
Linneo. En 1797, Theodor Georg August Roose utilizé el término
en el prefacio de un libro, Grundziige der Lehre van der
Lebenskraft. Karl Friedrich Burdach utilizo el término en 1800 en
un sentido mas restringido al estudio del ser humano desde una
perspectiva morfologica, fisioldgica y psicologica (Propéddeutik
zum Studien der gesammten Heilkunst). El término adquirié su uso
moderno con el tratado en seis volumenes Biologie, oder
Philosophie der lebenden Natur (1802-22) de Gottfried Reinhold

Treviranus, que anuncio.

Historia

Las primeras raices de la ciencia, que incluian la medicina, se
remontan al antiguo Egipto y Mesopotamia, entre los afios 3000 y
1200 antes de Cristo. Sus aportaciones se introdujeron
posteriormente en la filosofia natural griega de la antigiiedad
clasica y le dieron forma. Fildsofos de la antigua Grecia como
Aristoteles (384-322 a.C.) contribuyeron ampliamente al desarrollo
del conocimiento bioldgico. Sus obras, como la Historia de los
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animales, fueron especialmente importantes porque revelaron sus
inclinaciones naturalistas, y posteriormente trabajos mas empiricos
que se centraron en la causalidad bioldgica y la diversidad de la
vida. El sucesor de Aristoteles en el Liceo, Teofrasto, escribio una
seric de libros sobre botanica que sobrevivieron como la
contribucion mas importante de la antigiiedad a las ciencias
vegetales, incluso hasta la Edad Media. Entre los eruditos del
mundo islamico medieval que escribieron sobre biologia se
encuentran al-Jahiz (781-869), Al-Dinawart (828-896), que
escribio sobre botdnica, y Rhazes (865-925), que escribio sobre
anatomiay fisiologia. La medicina fue especialmente estudiada por
los eruditos islamicos que trabajaban en las tradiciones filosoficas
griegas, mientras que la historia natural se basé en gran medida en
el pensamiento aristotélico," especialmente al defender una

jerarquia fija de la vida.

La biologia comenz6 a desarrollarse y crecer rapidamente con la
espectacular mejora del microscopio por parte de Anton van
Leeuwenhoek. Fue entonces cuando los estudiosos descubrieron
los espermatozoides, las bacterias, los infusorios y la diversidad de
la vida microscopica. Las investigaciones de Jan Swammerdam
suscitaron un nuevo interés por la entomologia y ayudaron a

desarrollar las técnicas basicas de diseccidon y tincidn microscdpica.

Los avances en microscopia también tuvieron un profundo

impacto en el pensamiento bioldgico. A principios del siglo XIX,
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varios bidlogos sefalaron la importancia central de la célula.
Luego, en 1838, Schleiden y Schwann empezaron a promover las

ideas ahora universales que incluyen:
(1) La unidad basica de los organismos es la célula.

(2) Que las células individuales tienen todas las caracteristicas de

la vida, aunque se opusieron a la idea de que.

(3) Todas las células proceden de la division de otras células. Sin
embargo, gracias a los trabajos de Robert Remak y Rudolf
Virchow, en la década de 1860 la mayoria de los bidlogos
aceptaban los tres principios de lo que se conoce como teoria

celular.

Mientras tanto, la taxonomia y la clasificacion se convirtieron en
el centro de atencion de los historiadores naturales. Carl Linnaeus
publicé en 1735 una taxonomia basica para el mundo natural
(cuyas variaciones se han utilizado desde entonces), y en la década
de 1750 introdujo nombres cientificos para todas sus especies.
Georges-Louis Leclerc, Conde de Buffon, consideraba las especies
como categorias artificiales y las formas vivas como maleables,
sugiriendo incluso la posibilidad de una descendencia comun.
Aunque se opuso a la evolucion, Buffon es una figura clave en la
historia del pensamiento evolutivo; su obra influyd en las teorias

evolutivas de Lamarck y Darwin.
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Figura (1): En 1842, Charles Darwin escribié su primer esbozo

de El origen de las especies.

El pensamiento evolutivo serio se origind con los trabajos de
Jean-Baptiste Lamarck, que fue el primero en presentar una teoria
coherente de la evolucion. Postuld que la evolucion era el resultado
de la tension ambiental sobre las propiedades de los animales, lo
que significaba que cuanto mas frecuente y rigurosamente se
utilizara un Odrgano, mas complejo y eficiente se volveria,
adaptando asi al animal a su entorno. Lamarck creia que estos
rasgos adquiridos podian transmitirse a la descendencia del animal,
que los desarrollaria y perfeccionaria. Sin embargo, fue el
naturalista britdnico Charles Darwin quien, combinando el enfoque
biogeografico de Humboldt, la geologia uniformista de Lyell, los
escritos de Malthus sobre el crecimiento de la poblacion y sus
propios conocimientos morfoldgicos y amplias observaciones

naturales, forjé una teoria evolutiva mas exitosa basada en la

13



seleccion natural; razonamientos y pruebas similares llevaron a
Alfred Russel Wallace a llegar independientemente a las mismas
conclusiones. La teoria de la evolucion por seleccion natural de
Darwin se extendio rapidamente por la comunidad cientifica y
pronto se convirti6 en un axioma central de la ciencia de la

biologia, que se desarrollaba rapidamente.

Las bases de la genética moderna se iniciaron con los trabajos de
Gregor Mendel, que presentd su trabajo "Versuche iiber
Pflanzenhybriden" ("Experimentos sobre la hibridacion de
plantas") en 1865,3% que esbozo los principios de la herencia
bioldgica y sirvio de base para la genética moderna. Sin embargo,
la importancia de su trabajo no se hizo'realidad hasta principios del
siglo XX, cuando la evolucidn se-convirtid en una teoria unificada,
ya que la sintesis moderna conciliaba la evolucion darwiniana con
la genética clasica. En los afios 40 y principios de los 50, una serie
de experimentos de Alfred Hershey y Martha Chase sefialaron que
el ADN era el componente de los cromosomas que contenia las
unidades portadoras de rasgos que se habian dado a conocer como
genes. La atencion prestada a nuevos tipos de organismos modelo,
como los virus y las bacterias, junto con el descubrimiento de la
estructura doblemente helicoidal del ADN por James Watson y
Francis Crick en 1953, marcaron la transicion a la era de la genética
molecular. Desde los afios 50 hasta la actualidad, la biologia se ha

ampliado enormemente en el &mbito molecular. El codigo genético
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fue descifrado por Har Gobind Khorana, Robert W. Holley y
Marshall Warren Nirenberg después de que se comprendiera que el
ADN contiene codones. Finalmente, en 1990 se puso en marcha el
Proyecto Genoma Humano con el objetivo de cartografiar el
genoma humano en general. Este proyecto se completo
esencialmente en 2003, y todavia se publican mas analisis. El
Proyecto Genoma Humano fue el primer paso de un esfuerzo
globalizado por incorporar el conocimiento acumulado de Ia
biologia a una definicidon funcional y molecular del cuerpo humano

y de los cuerpos de otros organismos.

Conceptos basicos de biologia
Principios biolégicos
Homeostasis

El concepto de homeostasis, segun el cual los seres vivos
mantienen un entorno interno constante, fue sugerido por primera
vez en el siglo XIX por el fisidlogo francés Claude Bernard, quien
afirmé que "todos los mecanismos vitales, por muy variados que
sean, tienen un solo objeto: el de preservar constantes las

condiciones de vida".

Tal y como la concibi6 originalmente Bernard, la homeostasis se

aplicaba a la lucha de un solo organismo por sobrevivir. El
15



concepto se amplidé posteriormente para incluir cualquier sistema
biologico, desde la célula hasta la biosfera entera, todas las zonas

de la Tierra habitadas por seres vivos.

Unidad

Todos los organismos vivos, independientemente de su
singularidad, tienen ciertas caracteristicas bioldgicas, quimicas y
fisicas en comun. Todos, por ejemplo, estdn compuestos por
unidades basicas conocidas como células y por las mismas
sustancias quimicas, que, cuando se analizan, presentan notables
similitudes, incluso en organismos tan dispares como las bacterias
y los seres humanos. Ademads, dado que la accion de cualquier
organismo esta determinada por la forma en que interactiian sus
células y dado que todas:las células interactian de forma muy
parecida, el funcionamiento basico de todos los organismos

también es similar.

16



Figura (2): Las células animales y las células vegetales contienen
organulos unidos a la membrana, incluido un nitcleo distinto. En

cambio, las células bacterianas no contienen organulos.

No soélo hay unidad de sustancia viva basica y funcionamiento,
sino también unidad de origen de todos los seres vivos. Seglin una
teoria propuesta en 1855 por el patdlogo aleman Rudolf Virchow,
"todas las células vivas surgen de células vivas preexistentes". Esa
teoria parece ser cierta para todos los seres vivos en la actualidad
en las condiciones ambientales existentes. Sin embargo, si la vida
se origind en la Tierra mas de una vez en el pasado, el hecho de que

todos los organismos tengan la misma estructura basica,

17



composicion y funcion parece indicar que solo un tipo original tuvo

éxito.

Un origen comun de la vida explicaria por qué en los seres
humanos o en las bacterias y en todas las formas de vida
intermedias, la misma sustancia quimica, el acido
desoxirribonucleico (ADN), en forma de genes, explica la
capacidad de toda la materia viva de replicarse exactamente y de
transmitir la informacion genética de padres a hijos. Ademas, los
mecanismos de esa transmision siguen un patréon que es el mismo

en todos los organismos.

Cada vez que se produce un cambio‘en un gen (una mutacion), se
produce un cambio de algin tipo en el organismo que lo contiene.
Este fendmeno universal es el que da lugar a las diferencias
(variaciones) en las poblaciones de organismos de las que la
naturaleza selecciona para la supervivencia a los que mejor pueden

hacer frente a las condiciones cambiantes del entorno.

Evolucion

Un concepto organizador central de la biologia es que la vida
cambia y se desarrolla a través de la evolucion, que es el cambio en
las caracteristicas heredables de las poblaciones a lo largo de

generaciones sucesivas. La evolucion se utiliza actualmente para
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explicar las grandes variaciones de la vida en la Tierra. El término
evolucion fue introducido en el 1éxico cientifico por Jean-Baptiste
de Lamarck en 1809 y cincuenta afios después Charles Darwin y
Alfred Russel Wallace formularon la teoria de la evolucion por
seleccion natural. Segun esta teoria, los individuos se diferencian
entre si por sus rasgos heredables, lo que da lugar a diferentes tasas
de supervivencia y reproduccion. Como resultado, los rasgos mejor
adaptados a su entorno tienen mas probabilidades de transmitirse a
las generaciones siguientes. Darwin no conocia los trabajos de
Mendel sobre la herencia, por lo que el mecanismo exacto de la
herencia que subyace a la seleccion natural no se comprendio bien
hasta principios del siglo XX, cuando la sintesis moderna
reconcilié la evolucion darwiniana con la genética clésica, lo que
establecid una perspectiva neodarwiniana de la evolucion por
seleccidon natural. Esta perspectiva sostiene que la evolucion se
produce cuando hay cambios en las frecuencias alélicas dentro de
una poblacion de organismos que se cruzan. En ausencia de
cualquier proceso evolutivo que actue sobre una gran poblaciéon de
apareamiento aleatorio, las frecuencias alélicas permaneceran
constantes a lo largo de las generaciones, tal y como describe el

principio de Hardy-Weinberg.

Otro proceso que impulsa la evolucion es la deriva genética, que
son las fluctuaciones aleatorias de las frecuencias alélicas dentro

de una poblacidon de una generacidon a otra. Cuando las fuerzas
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selectivas son inexistentes o relativamente débiles, las frecuencias
alélicas tienen la misma probabilidad de derivar hacia arriba o
hacia abajo en cada generacidén sucesiva porque los alelos estan
sujetos a un error de muestreo. Esta deriva se detiene cuando un
alelo acaba fijandose, ya sea desapareciendo de la poblacion o
sustituyendo por completo a los demas alelos. Por lo tanto, la deriva
genética puede eliminar algunos alelos de una poblacion debido

unicamente al azar.

En su teoria de la seleccion natural, de la que hablaremos mas
adelante, Charles Darwin sugirié que la "supervivencia del mas
apto" era la base de la evolucion organica (el cambio de los seres
vivos con el tiempo). La evolucion en‘si es un fendomeno biologico
comun a todos los seres vivos; aunque haya dado lugar a sus
diferencias. Las pruebas que apoyan la teoria de la evolucién
proceden principalmente del registro fosil, de los estudios
comparativos de estructura y funcion, de los estudios del desarrollo
embriologico y de los estudios del ADN y el ARN (é&cido

ribonucleico).
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Figura (3): Las mutaciones crean variaciones.

Diversidad

A pesar de las similitudes bioldgicas, quimicas y fisicas basicas
de todos los seres vivos, existe una diversidad de vida no solo entre
las especies sino también dentro de cada poblacion natural. El
fenomeno de la diversidad se ha estudiado durante mucho tiempo
porque muchas de las variaciones que existen en la naturaleza son
visibles para el ojo. El hecho de que los organismos cambiaron
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durante la prehistoria y que las nuevas variaciones evolucionan
constantemente  puede comprobarse mediante  registros
paleontologicos, asi como mediante experimentos de reproduccion
en el laboratorio. Mucho después de que Darwin supusiera que las
variaciones existian, los bidlogos descubrieron que estan causadas
por un cambio en el material genético (ADN). Ese cambio puede
ser una ligera alteracion en la secuencia de los constituyentes del
ADN (nucleétidos), un cambio mayor, como una alteraciéon
estructural de un cromosoma, o un cambio completo en el nimero
de cromosomas. En cualquier caso, un cambio en el material
genético de las células reproductoras se manifiesta como algtn tipo
de cambio estructural o quimico. en la descendencia. La
consecuencia de dicha mutacion depende de la interaccion de la

descendencia mutante con su‘entorno.

Se ha sugerido que la reproduccion sexual se convirtio en el tipo
de reproduccion dominante entre los organismos debido a su
ventaja inherente de variabilidad, que es el mecanismo que permite
a una especie ajustarse a las condiciones cambiantes. Las nuevas
variaciones estan potencialmente presentes en las diferencias
genéticas, pero la preponderancia que adquiera una variacion en un
acervo genético depende del numero de descendientes que
produzcan los mutantes o variantes (reproduccion diferencial). Es
posible que una novedad genética (nueva variacidon) se extienda

con el tiempo a todos los miembros de una poblacién,
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especialmente si la novedad mejora las posibilidades de
supervivencia de la poblacion en el entorno en el que existe. Asi,
cuando una especie se introduce en un nuevo habitat, o bien se
adapta al cambio por seleccidon natural o por algun otro mecanismo
evolutivo, o bien acaba muriendo. Como cada nuevo habitat
implica nuevas adaptaciones, los cambios de habitat han sido los
responsables de los millones de tipos de especies diferentes y de la

heterogeneidad dentro de cada especie.

Se calcula que el nimero total de especies animales y vegetales
existentes oscila entre los 5 y los 10 millones, de los cuales un
millén y medio han sido descritos por los cientificos. El uso de la
clasificacion como medio para producir algin tipo de orden a partir
del asombroso numero de tipos de organismos aparecid ya en el
libro del Génesis, con referencias al ganado, las bestias, las aves,
los reptiles, los arboles, etc. Sin embargo, el primer intento
cientifico de clasificacion se atribuye al filosofo griego Aristoteles,
que intentd establecer un sistema que indicara la relacion de todas
las cosas entre si. Dispuso todo a lo largo de una escala, o "escalera
de la naturaleza", en la que los seres no vivos se encontraban en la
parte inferior; las plantas se situaban por debajo de los animales, y
la humanidad estaba en la parte superior. Otros esquemas que se
han utilizado para agrupar las especies incluyen grandes

similitudes anatémicas, como las alas o las aletas, que indican una
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relacion natural, y también similitudes en las estructuras

reproductivas.

La taxonomia se ha basado en dos supuestos principales: uno es
que la construccion similar del cuerpo puede utilizarse como
criterio para una agrupacion de clasificacion; el otro es que, ademas
de las similitudes estructurales, las relaciones evolutivas y
moleculares entre los organismos pueden utilizarse como medio

para determinar la clasificacion.

Comportamiento e interrelaciones

El estudio de las relaciones de los 'seres vivos entre si y con su
entorno se conoce como ecologia. Dado que estas interrelaciones
son tan importantes para el bienestar de la Tierra y que pueden
verse gravemente alteradas por las actividades humanas, la

ecologia se ha convertido en una importante rama de la biologia.

Continuidad

Ya sea un organismo humano o una bacteria, su capacidad de
reproduccion es una de las caracteristicas mas importantes de la
vida. Dado que la vida solo proviene de la vida preexistente, solo a
través de la reproduccion las sucesivas generaciones pueden
mantener las propiedades de una especie.
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El estudio de la estructura

Los seres vivos se definen por las actividades o funciones que
faltan en los seres no vivos. Los procesos vitales de cada organismo
se llevan a cabo mediante materiales especificos ensamblados en
estructuras definidas. Asi, un ser vivo puede definirse como un
sistema, o estructura, que se reproduce, cambia con su entorno
durante un periodo de tiempo y mantiene su individualidad

mediante un metabolismo constante y continuo.

Células y sus componentes

En su dia, los bidlogos dependian del microscopio dptico para
estudiar la morfologia dé'las células de las plantas superiores y los
animales. El funcionamiento de las células en los organismos
unicelulares y pluricelulares se postulaba entonces a partir de la
observacion de la estructura; el descubrimiento de los cloroplastos
en la célula, por ejemplo, condujo a la investigacion del proceso de
fotosintesis. Con la invencion del microscopio electrénico, la fina
organizacion de los plastos pudo utilizarse para estudios

cuantitativos posteriores de las diferentes partes de ese proceso.

Los analisis cualitativos y cuantitativos en biologia utilizan
diversas técnicas y enfoques para identificar y estimar los niveles
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de 4cidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y otros componentes
quimicos de las células y los tejidos. Muchas de estas técnicas
utilizan anticuerpos o sondas que se unen a moléculas especificas
dentro de las células y que estan marcadas con una sustancia
quimica, normalmente un colorante fluorescente, un iso6topo
radiactivo o una tincién bioldgica, lo que permite o mejora la
visualizacion microscopica o la deteccion de las moléculas de

intereés.

Figura (4): Células y sus componentes

Yersinia enterocolitica

Fotomicrografia de la tincion de Gram de Yersinia enterocolitica,

el agente causante de la yersiniosis.
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Las etiquetas quimicas son poderosos medios con los que los
bidlogos pueden identificar, localizar o rastrear sustancias en la
materia viva. Algunos ejemplos de ensayos ampliamente utilizados
que incorporan etiquetas incluyen la tincién de Gram, que se utiliza
para la identificacion y caracterizacion de las bacterias; la
hibridacion in situ por fluorescencia, que se utiliza para la
deteccion de secuencias genéticas especificas en los cromosomas y
los ensayos de luciferasa que miden la bioluminiscencia producida
por las reacciones de luciferina-luciferasa, lo que permite la

cuantificacion de una amplia gama de moléculas.

Tejidos y érganos

Los primeros bidlogos consideraban su trabajo como un estudio
del organismo. El organismo, considerado entonces como la unidad
fundamental de la vida, sigue siendo la principal preocupacion de
algunos bidlogos modernos, y entender cémo los organismos
mantienen su entorno interno sigue siendo una parte importante de
la investigacion bioldgica. Para comprender mejor la fisiologia de
los organismos, los investigadores estudian los tejidos y 6rganos de
los que estan compuestos los organismos. La clave de este trabajo
es la capacidad de mantener y cultivar células in vitro ("en vidrio"),

lo que se conoce como cultivo de tejidos.
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Algunos de los primeros intentos de cultivo de tejidos se
realizaron a finales del siglo XIX. En 1885, el zodlogo aleméan
Wilhelm Roux mantuvo tejidos de un embrién de pollo en una
solucioén salina. Sin embargo, el primer gran avance en el cultivo
de tejidos se produjo en 1907 con el crecimiento de procesos de
células nerviosas de rana por parte del zoologo estadounidense
Ross G. Harrison. Varios afios después, los investigadores
franceses Alexis Carrel y Montrose Burrows perfeccionaron los
métodos de Harrison e introdujeron el término cultivo de tejidos.
Utilizando estrictas técnicas de laboratorio, los trabajadores han
sido capaces de mantener vivas las células y los tejidos en
condiciones de cultivo durante largos periodos de tiempo. Las
técnicas para mantener vivos los Organos en preparacion para los

trasplantes se derivan de estos experimentos.

Los avances en el cultivo de tejidos han permitido innumerables
descubrimientos en biologia. Por ejemplo, muchos experimentos se
han dirigido a lograr una comprension mas profunda de la
diferenciacion bioldgica, en particular de los factores que controlan
la diferenciacidon. Para estos estudios fue crucial el desarrollo, a
finales del siglo XX, de métodos de cultivo de tejidos que
permitieron el crecimiento de células madre embrionarias de
mamiferos y, en ultima instancia, de células madre embrionarias

humanas en placas de cultivo.
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La historia de la biologia

Hay momentos en la historia de todas las ciencias en los que se
producen avances notables en periodos de tiempo relativamente
cortos. Estos saltos en el conocimiento se deben en gran parte a dos
factores: uno es la presencia de una mente creativa, una mente lo
suficientemente perspicaz y original como para descartar ideas
hasta ahora aceptadas y formular nuevas hipotesis; el segundo es la
capacidad tecnoldgica para poner a prueba las hipotesis mediante
los experimentos adecuados. La mente mds original e inquisitiva se
ve muy limitada sin las herramientas adecuadas para llevar a cabo
una investigacion; a la inversa, el equipo tecnoldgico mas
sofisticado no puede por si mismo aportar ideas a ningun proceso

cientifico.

Conozca como el monje catélico y botanico austriaco Gregor

Mendel observo las propiedades de la herencia

Una introduccidon a los estudios sobre la herencia del botanico

austriaco, profesor y prelado agustino Gregor Mendel.

Un ejemplo de la relacion entre estos dos factores fue el
descubrimiento de la célula. Durante cientos de afios se habia
especulado sobre la estructura basica de las plantas y los animales.
Sin embargo, hasta que los instrumentos Opticos se desarrollaron lo
suficiente como para revelar las células, no fue posible formular
una hipdtesis general, la teoria celular, que explicara
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satisfactoriamente como se organizan las plantas y los animales.
Del mismo modo, la importancia de los estudios de Gregor Mendel
sobre el modo de herencia en el guisante de jardin permanecio
ignorada durante muchos afios hasta que los avances tecnologicos
hicieron posible el descubrimiento de los cromosomas y el papel
que desempefian en la division celular y la herencia. Ademas,
gracias al desarrollo relativamente reciente de instrumentos
extremadamente sofisticados, como el microscopio electrénico, la
ultracentrifuga y las maquinas automatizadas de secuenciacion del
ADN, la biologia ha pasado de ser una ciencia principalmente
descriptiva -que se ocupa de células y organismos enteros- a una
disciplina que hace cada vez mas hincapi¢ en los aspectos
subcelulares y moleculares de-los organismos y que intenta
equiparar la estructura con la funcién en todos los niveles de la
organizacidn bioldgica.

La primera herencia

Aunque no se sabe cuando se origin6 el estudio de la biologia,
los primeros seres humanos debieron tener algiin conocimiento de
los animales y las plantas que les rodeaban. La supervivencia
humana dependia del reconocimiento preciso de las plantas
alimenticias no venenosas y de la comprension de los habitos de
los depredadores peligrosos. Los registros arqueoldgicos indican
que, incluso antes del desarrollo de la civilizacidn, los humanos

habian domesticado practicamente todos los animales disponibles
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y habian desarrollado un sistema agricola lo suficientemente
estable y eficiente como para satisfacer las necesidades de un gran
numero de personas que vivian juntas en comunidades. Esta claro,
por tanto, que gran parte de la historia de la biologia es anterior al
momento en que la humanidad comenzd a escribir y a llevar

registros.

Primeros registros biolégicos
Practicas biologicas entre asirios y babilonios

Gran parte de la historia mas antigua de la biologia se deriva de
los bajorrelieves asirios y babildnicos que muestran plantas
cultivadas y de las tallas que representan la medicina veterinaria.
Las ilustraciones de algunos sellos revelan que los babilonios
habian aprendido que la palmera datilera se reproduce sexualmente
y que el polen podia extraerse de la planta masculina y utilizarse
para fertilizar las plantas femeninas. Aunque no existe una datacién
precisa de esos primeros registros, un contrato comercial
babilénico del periodo de Hammurabi (4acia 1800 A.C.) menciona
la flor masculina de la palmera datilera como articulo de comercio,
y las descripciones de la recoleccion de datiles se remontan a unos

3500 A.C.

Otra fuente de informacién sobre el alcance de los

conocimientos bioldgicos de estos pueblos primitivos fue el
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descubrimiento de varios papiros relativos a temas médicos; uno
de ellos, que se cree que data del afio 1600 A.C., contiene
descripciones anatomicas; otro (¢. 1500 A.C.) indica que se habia
reconocido la importancia del corazén. Dado que estos documentos
antiguos, que contenian una mezcla de hechos y supersticiones,
probablemente resumian los conocimientos de la época, cabe
suponer que parte de su contenido habia sido conocido por

generaciones anteriores.

Conocimientos bioldgicos de egipcios, chinos e indios

Los papiros y los artefactos encontrados en las tumbas y las
piramides indican que los egipcios también poseian considerables
conocimientos médicos. Sus‘momias bien conservadas demuestran
que conocian a fondo las propiedades conservadoras de las hierbas
necesarias para el embalsamamiento; los collares de plantas y los
bajorrelieves de diversas fuentes también revelan que los antiguos
egipcios conocian bien el valor medicinal de ciertas plantas. Una
compilacion egipcia conocida como el papiro de Ebers (c. 1550

A.C.) es uno de los textos médicos mas antiguos que se conocen.
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Figura (5): Conocimientos bioldgicos de egipcios, chinos e

indios.

El papiro de Ebers
Receta del papiro de Ebers para el tratamiento del asma.

En la antigua China, tres emperadores miticos. Fu Xi, Shennong
y Huangdi, cuyos supuestos periodos de gobierno se extendieron
desde el siglo XXIX al XXVII A.C., se decia que poseian
conocimientos médicos. Segun la leyenda, Shennong describi6 los
poderes terapéuticos de numerosas plantas medicinales e incluyd
descripciones de muchas plantas alimenticias importantes, como la
soja. Sin embargo, el primer registro escrito que se conoce sobre
medicina en China es el Huangdi neijing (Clasico de Medicina
Interna del Emperador Amarillo), que data del siglo III A.C.
Ademas de la medicina, los antiguos chinos poseian conocimientos

en otras areas de la biologia. Por ejemplo, no sélo utilizaban el
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gusano de seda Bombyx mori para producir seda para el comercio,
sino que también entendian el principio del control biolédgico,
empleando un tipo de insecto, una hormiga entomofaga (comedora

de insectos), para destruir los insectos que perforaban los arboles.

Ya en el afio 2500 A.C. los habitantes del noroeste de la India
tenian una ciencia agricola bien desarrollada. En las ruinas de
Mohenjo-daro se han encontrado semillas de trigo y cebada que se
cultivaban en aquella época. La civilizacion conocia el mijo, los
datiles, los melones y otras frutas y verduras, asi como el algodon.
Sin embargo, las plantas no eran sélo una fuente de alimento. Un
documento, que se cree que data del siglo VI A.C., describe el uso
de unas 960 plantas medicinales e incluye informacion sobre temas

como anatomia, fisiologia, patologia y obstetricia.

El mundo grecorromano

Aunque los babilonios, los asirios, los egipcios, los chinos y los
indios acumularon mucha informacién bioldgica, vivian en un
mundo que se creia dominado por demonios y espiritus
imprevisibles. Por ello, los eruditos de esas primeras culturas
orientaron sus estudios hacia la comprension del mundo
sobrenatural, mas que del natural. Los anatomistas, por ejemplo,
diseccionaban animales no para comprender su estructura, sino

para estudiar sus drganos con el fin de predecir el futuro. Sin
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embargo, con la aparicion de la civilizacidon griega, esas actitudes
misticas comenzaron a cambiar. Alrededor del afio 600 A.C. surgid
una escuela de filésofos griegos que creia que todo acontecimiento
tiene una causa y que una causa concreta produce un efecto
concreto. Ese concepto, conocido como causalidad, tuvo un
profundo efecto en la investigacion cientifica posterior. Ademas,
esos filosofos asumieron la existencia de una "ley natural" que rige
el universo y que puede ser comprendida por los humanos mediante
el uso de sus poderes de observacion y deduccion. Aunque
establecieron la ciencia de la biologia, la mayor contribucion de los
griegos a la ciencia fue la idea del pensamiento racional.

Teorias sobre la humanidad y el origen de la vida

Uno de los primeros filosofos griegos, Tales de Mileto (hacia el
siglo VII A.C.), sostenia.que el universo contenia una fuerza
creadora a la que llamaba physis, un temprano progenitor del
término fisica, y también postulaba que el mundo y todos los seres
vivos que lo componian estaban hechos de agua. Anaximandro,
alumno de Tales, no aceptaba el agua como la Uinica sustancia de la
que derivaban los seres vivos; creia que, ademas del agua, los seres
vivos estaban formados por tierra y una sustancia gaseosa llamada
apeiron, que podia dividirse en caliente y fria. Diversas mezclas de
estos materiales daban lugar a los cuatro elementos: tierra, aire,
fuego y agua. Aunque fue uno de los primeros en describir la Tierra

como una esfera y no como un plano, Anaximandro propuso que la
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vida surgid espontaneamente en el barro y que los primeros
animales que surgieron fueron peces cubiertos de una piel espinosa.
Los descendientes de esos peces acabaron abandonando el agua y
trasladandose a tierra firme, donde dieron lugar a otros animales
por transmutacion (la conversion de una forma en otra). Asi se

formuld una de las primeras teorias evolutivas.

En Crotona, en el sur de Italia, donde Pitagoras estableci6 una
importante escuela de filosofia natural hacia el afio 500 A.C., uno
de sus alumnos, Alcmaeon, investigd la estructura animal y
describio la diferencia entre arterias y venas, descubri6 el nervio
optico y reconocid el cerebro como sede del intelecto. Como
resultado de sus estudios sobre el desarrollo del embridn,

Alcmaeon puede ser considerado el fundador de la embriologia.

Aunque el médico griego Hipocrates, que establecid una escuela
de medicina en la isla egea de Cos hacia el afio 400 A.C., no era un
investigador en el sentido de Alcmaeon, si reconocid a través de las
observaciones de los pacientes las complejas interrelaciones que se
dan en el cuerpo humano. También contemplo la influencia del
entorno en la naturaleza humana y crey6 que los climas muy
contrastados tendian a producir un tipo de habitante poderoso,
mientras que los climas templados y uniformes eran mas propicios

a la indolencia.
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Hipocrates

Hipdcrates, busto sin fecha.
© Photos.com/Thinkstock

A Hipdcrates y a sus predecesores. les preocupaba la cuestion
filosofica central de como se cred el cosmos y sus habitantes.
Aunque aceptaban la physis ‘como fuerza creadora, diferian en
cuanto a la importancia-del papel que desempefiaban la tierra, el
aire, el fuego, el agua y otros elementos. Aunque Anaximenes, por
ejemplo, que podria haber sido alumno de Anaximandro, se adhirio
al precepto entonces popular de que la vida se origind en una masa
de barro, postul6 que la verdadera fuerza creadora se encontraba en
el aire y que estaba influida por el calor del Sol. Los miembros de
la escuela hipocratica también creian que todos los cuerpos vivos
estaban formados por cuatro humores -sangre, bilis negra, flema y
bilis amarilla- que supuestamente se originaban en el corazon, el
bazo, el cerebro y el higado, respectivamente. Se pensaba que un

desequilibrio de los humores hacia que un individuo fuera
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sanguineo, melancolico, flematico o colérico. Estas palabras
persistieron en la literatura médica durante siglos, un testimonio de
la larga popularidad de la idea de las influencias humorales.
Durante siglos también se creyd que un desequilibrio de los
humores era la causa de la enfermedad, una creencia que dio lugar
a la practica comun de las sangrias para librar al cuerpo de los

humores excesivos.

El descubrimiento de las células

De los cinco microscopistas, Robert Hooke fue quizas el mas
preeminente intelectualmente. Como conservador de instrumentos
en la Royal Society de Londres, estaba en contacto con todos los
nuevos avances cientificos y mostraba interés por temas tan
dispares como el vuelo y la construccion de relojes. En 1665,
Hooke publico su Micrographia, que era principalmente una
revision de una serie de observaciones que habia realizado mientras
seguia el desarrollo y la mejora del microscopio. Hooke describid
con detalle la estructura de las plumas, el aguijon de una abeja, la
radula o "lengua" de los moluscos y el pie de la mosca. Es Hooke
quien acufio la palabra célula; en un dibujo de la estructura
microscopica del corcho, mostré paredes que rodeaban espacios
vacios y se refirid a las estructuras como células. Describid

estructuras similares en los tejidos de otros arboles y plantas y
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discernié que en algunos tejidos las células estaban llenas de un
liquido mientras que en otros estaban vacias. Por tanto, supuso que
la funcién de las células era transportar sustancias a través de la

planta.

Aunque el trabajo de cualquiera de los microscopistas clasicos
parece carecer de un objetivo definido, hay que recordar que estos
hombres encarnaron el concepto de que la observacion y el
experimento eran de importancia primordial, que las meras
especulaciones hipotéticas y filosoficas no eran suficientes. Es
notable que tan pocos hombres, trabajando como individuos
totalmente aislados unos de otros, —hayan registrado tantas
observaciones de tan fundamental importancia. La gran
importancia de su trabajo fue'que revelo, por primera vez, un
mundo en el que los organismos vivos muestran una complejidad

casi increible.

El trabajo con el microscopio compuesto languidecié durante casi
200 afios, principalmente porque las primeras lentes tendian a
descomponer la luz blanca en sus partes constitutivas. Este
problema técnico no se resolvid hasta la invencion de las lentes
acromaticas, que se introdujeron hacia 1830. En 1878 se fabricé un
microscopio compuesto acromatico moderno a partir del disefio del
fisico aleman Ernst Abbe. Posteriormente, Abbe disefid un sistema

de iluminacion de subestadio que, junto con la introduccion de un
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nuevo condensador de subestadio, alland el camino para los

descubrimientos bioldgicos de esa época.

El desarrollo de los principios taxonémicos

En 1687, el matematico, fisico y astronomo inglés Isaac Newton
publicd su gran obra Principia, en la que describia el universo
como algo fijo, en el que la Tierra y los demas cuerpos celestes se
movian armoniosamente de acuerdo con las leyes matematicas.
Este enfoque de sistematizacion y clasificacion dominara la
biologia en los siglos XVII y XVIII. Una de las razones fue que los
"padres de la botanica" del siglo XVI se habian contentado con
describir y dibujar las plantas, reuniendo un niimero enorme y
diverso que sigui6é aumentando a medida que las exploraciones de
paises extranjeros hacian evidente que cada pais tenia sus propias

plantas y animales autdctonos.

Aristoteles inicié el proceso de clasificacion cuando utilizo el
modo de reproduccion y el hdbitat para distinguir grupos de
animales. De hecho, las palabras género y especie son traducciones
del griego genos y eidos utilizadas por Aristoteles. El botanico
suizo Bauhin introdujo un sistema de clasificacion binomial, que
utiliza un nombre genérico y un nombre especifico. Sin embargo,
la mayoria de los esquemas de clasificacion propuestos antes del

siglo XVII eran confusos e insatisfactorios.
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El uso de la estructura para clasificar los organismos

Dos sistematicos de los siglos XVII y X VIII fueron el naturalista
inglés John Ray y el naturalista y explorador sueco Carolus
Linnaeus. Ray, que estudi6 en Cambridge, se interesod
especialmente por el trabajo de los antiguos recopiladores de
hierbas, sobre todo de aquellos que habian intentado formular
algiin medio de clasificacion. Reconociendo la necesidad de un
sistema de clasificacion que se aplicara tanto a las plantas como a
los animales, Ray empled en sus esquemas de clasificacion
descripciones extremadamente precisas para los géneros y las
especies. Al basar su sistema en estructuras, como la disposicion
de los dedos y los dientes en los animales, en lugar del color o el
habitat, Ray introdujo un concepto nuevo y muy importante en la

biologia taxondmica.

Reorganizacion de grupos de organismos

Antes de Linneo, la mayoria de los taxdnomos empezaban sus
sistemas de clasificacion dividiendo todos los organismos
conocidos en grandes grupos y subdividiéndolos después en grupos
progresivamente mas pequefios. A diferencia de sus predecesores,
Linneo comenz6 con las especies, organizandolas en grupos mas

grandes o géneros, y luego ordenando los géneros analogos para
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formar familias y las familias relacionadas para formar 6rdenes y
clases. Utilizando probablemente los trabajos anteriores de Grew y
otros, Linneo eligid la estructura de los érganos reproductores de
la flor como base para agrupar las plantas superiores. Asi,
distinguié entre las plantas con flores y semillas reales
(fanerégamas) y las que carecen de ellas (criptogamas),
subdividiendo las primeras en formas hermafroditas (bisexuales) y
unisexuales. En el caso de los animales, siguiendo el trabajo de
Ray, Linneo se basd en los dientes y los dedos de los pies como
caracteristicas basicas de los mamiferos; utilizo la forma del pico
como base para la clasificacion de las aves. Tras demostrar que un
sistema de clasificacion binomial basado en descripciones concisas
y precisas podia utilizarse para la agrupacion de organismos,

Linneo establecio la biologia‘taxondémica como disciplina.

Los biodlogos franceses Comte de Buffon, Jean-Baptiste
Lamarck y Georges Cuvier iniciaron los desarrollos posteriores en
materia de clasificacion, y todos ellos hicieron contribuciones
duraderas a la ciencia bioldgica, especialmente en los estudios
comparativos. Los sistematicos posteriores se han interesado sobre
todo por las relaciones entre los animales y se han esforzado por
explicar no so6lo sus similitudes sino también sus diferencias en
términos amplios que abarcan, ademas de la estructura, la

composicion, la funcidn, la genética, la evolucion y la ecologia.
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El desarrollo de estudios biologicos comparativos

Una vez disipado el oprobio que suponia la diseccion de cuerpos
humanos en el siglo XVI, los anatomistas dirigieron sus esfuerzos
hacia una mejor comprension de la estructura humana. Al hacerlo,
generalmente ignoraron a otros animales, al menos hasta la ultima
parte del siglo X VII, cuando los bidlogos empezaron a darse cuenta
de que se podian obtener importantes conocimientos mediante
estudios comparativos de todos los animales, incluidos los
humanos. Uno de los primeros anatomistas fue el médico inglés
Edward Tyson, que estudio con detalle la anatomia de un
chimpancé inmaduro y la compar6 con la de un ser humano. Al
realizar nuevas comparaciones entre el chimpancé y otros primates,
Tyson reconoci6é claramente. puntos de similitud entre esos
animales y los humanos. No-s6lo fue una importante contribucion
a la antropologia fisica, sino que también fue un indicio, casi dos
siglos antes que Darwin, de la existencia de relaciones entre los

humanos y otros primates.

Uno de los que mas impulsd los estudios comparativos fue
Georges Cuvier, que utilizd grandes colecciones de especimenes
bioldgicos que le enviaron de todo el mundo para elaborar una
organizacidn sistematica del reino animal. Ademas de establecer
una conexion entre la anatomia sistematica y la comparativa, creia
que existia una "correlacion de partes" segun la cual un

determinado tipo de estructura, por ejemplo, las plumas, esta
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relacionado con una determinada formacion anatomica, por
ejemplo, un ala, que a su vez estd relacionada con otras
formaciones especificas, por ejemplo, la clavicula, etc. En otras
palabras, pens6 que se podia deducir una gran cantidad de
informacién anatdmica sobre un organismo aunque no se
dispusiera del espécimen completo. Esta idea iba a tener una gran
importancia practica en el estudio de los fosiles, en el que Cuvier
desempeflé un papel destacado. De hecho, la publicacion en 1812
de Recherches sur les ossemens fossiles de quadrupédes de Cuvier
(traducido como Investigaciones sobre los huesos fosiles en 1835)
sentd las bases de la ciencia de la paleontologia. Pero para conciliar
sus descubrimientos cientificos con sus creencias religiosas
personales, Cuvier postuld una serie de acontecimientos
catastroficos que podrian explicar tanto la presencia de fosiles

como la inmutabilidad de las especies existentes.

El estudio del origen de la vida
Generacion espontanea

Si una especie sdlo puede desarrollarse a partir de una especie
preexistente, ;como se origind la vida? Entre las muchas ideas
filosoficas y religiosas que se propusieron para responder a esa
pregunta, una de las mas populares fue la teoria de la generacion

espontanea, segun la cual, como ya se ha dicho, los organismos
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vivos podian originarse a partir de materia no viva. Sin embargo,
con el creciente ritmo de los descubrimientos durante los siglos
XVII y XVIII, los investigadores empezaron a examinar de forma
mas critica la creencia griega de que las moscas y otros pequefios
animales surgian del barro del fondo de los arroyos y estanques por
generacion espontanea. Entonces, cuando Harvey anuncid su
dictamen bioldgico ex ovo omnia ("todo sale del huevo"), parecio
que habia resuelto el problema, al menos en lo que respecta a las
plantas con flores y los animales superiores, todos los cuales se
desarrollan a partir de un huevo. Sin embargo, el posterior e
inquietante descubrimiento de Leeuwenhoek de los animalculos
demostro la existencia de un mundo de organismos densamente

poblado, pero hasta entonces invisible, que debia ser explicado.
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Louis Pasteur 1859 experiment
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Figura (6):La hipotesis de la generacion espontianea postulaba que los
organismos vivos se desarrollan a partir de materia no viva. Esta idea

fue refutada tras los experimentos realizados en 1668 por el médico
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italiano Francesco Redi y en 1859 por el quimico y microbidlogo francés

Louis Pasteur.

El médico y poeta italiano Francesco Redi fue uno de los
primeros en cuestionar el origen espontaneo de los seres vivos. Tras
observar el desarrollo de los gusanos y las moscas en la carne en
descomposicion, Redi ided en 1668 una serie de experimentos que
apuntaban a la misma conclusion: si se excluyen las moscas de la
carne podrida, los gusanos no se desarrollan. Sin embargo, en la
carne expuesta al aire, los huevos que ponen las moscas se
convierten en gusanos. No obstante, en 1745 se renovo el apoyo a
la generacidon espontanea con la publicacion de An Account of
Some New Microscopical Discoveries del naturalista inglés y
divino catolico romano John Turberville Needham. Needham
descubrio que un gran nimero de organismos se desarrollaban
posteriormente en infusiones preparadas de muchas sustancias
diferentes que habian sido expuestas a un calor intenso en tubos
sellados durante 30 minutos. Suponiendo que ese tratamiento
térmico debia haber matado cualquier organismo anterior,
Needham explico la presencia de la nueva poblacion basandose en
la generacion espontanea. Los experimentos parecian irrefutables
hasta que el fisiologo italiano Lazzaro Spallanzani los repitio y
obtuvo resultados contradictorios. Publico sus conclusiones hacia
1775, alegando que Needham no habia calentado sus tubos el
tiempo suficiente, ni los habia sellado de forma satisfactoria.

Aunque los resultados de Spallanzani deberian haber sido
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convincentes, Needham contaba con el apoyo del influyente
naturalista francés Buffon, por lo que la cuestion de la generacién
espontanea quedo sin resolver.

La muerte de la generacion espontinea

Después de que una serie de investigaciones posteriores no
lograsen resolver el problema, la Academia de Ciencias francesa
ofrecid un premio a la investigacion que "arrojase nueva luz sobre
la cuestion de la generacion espontanea”. En respuesta a ese reto,
Louis Pasteur, que en aquella época era quimico, sometid a
diversos frascos que contenian una solucion de levadura azucarada
a diversas condiciones. Pasteur pudo demostrar de forma
concluyente que los microorganismos que se desarrollaban en los
medios adecuados procedian de los microorganismos del aire y no
del aire mismo, como habia sugerido Needham. En 1876, el fisico
inglés John Tyndall apoy6 los descubrimientos de Pasteur al idear
un aparato para demostrar que el aire tenia la capacidad de
transportar particulas. Dado que esta materia en el aire refleja la luz
cuando se ilumina el aire en condiciones especiales, el aparato de
Tyndall podia utilizarse para indicar cudndo el aire era puro.
Tyndall descubrié que no se producian organismos cuando se
introducia aire puro en medios capaces de soportar el crecimiento
de microorganismos. Fueron estos resultados, junto con los
hallazgos de Pasteur, los que pusieron fin a la doctrina de la

generacion espontanea. Cuando Pasteur demostréo mas tarde que

47



los microorganismos progenitores sélo generan los de su propia
especie, establecid el estudio de la microbiologia. Ademas, no s6lo
consigui6 convencer al mundo cientifico de que los microbios son
seres vivos que proceden de formas preexistentes, sino que también
demostrd que son un componente inmenso y variado del mundo
organico, un concepto que iba a tener importantes implicaciones
para la ciencia de la ecologia. Ademas, al aislar varias especies de
bacterias y levaduras en diferentes medios quimicos, Pasteur pudo
demostrar que provocaban cambios quimicos de forma
caracteristica y predecible, haciendo asi una contribucion unica al

estudio de la fermentacion y a la bioquimica.

El desarrollo de la teoria celular

Aunque los microscopistas del siglo XVII habian realizado
descripciones detalladas de la estructura de las plantas y los
animales y aunque Hooke habia acufiado el término célula para
describir los compartimentos que habia observado en el tejido del
corcho, sus observaciones carecian de una unidad teorica
subyacente. Hubo que esperar hasta 1838 para que el botanico
aleman Matthias Jacob Schleiden, interesado en la anatomia de las
plantas, afirmara que "las plantas inferiores constan todas de una
célula, mientras que las superiores estan compuestas de (muchas)

células individuales". Cuando el fisidlogo aleman Theodor
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Schwann, amigo de Schleiden, ampli6 la teoria celular para incluir
a los animales, propici6 un acercamiento entre la botinica y la
zoologia. La formacion de la teoria celular de que todas las plantas
y los animales estan formados por células supuso un gran avance
conceptual en la biologia y dio lugar a una renovada atencion a los

procesos vivos que tienen lugar en las células.

En 1846, después de que varios investigadores describieran el
movimiento del citoplasma en las células vegetales, el botanico
aleman Hugo von Mohl acufio la palabra protoplasma para
designar la sustancia viva de la célula. El concepto de protoplasma
como base fisica de la vida condujo al-desarrollo de la fisiologia

celular.

Otra ampliacion de la teoria celular fue el desarrollo de la
patologia celular por parte del cientifico aleman Rudolf Virchow,
que establecid la relacion entre los acontecimientos anormales en
el cuerpo y las actividades celulares inusuales. El trabajo de
Virchow dio una nueva direccion al estudio de la patologia y dio

lugar a avances en la medicina.

La descripcion detallada de la division celular fue aportada por
el citdlogo aleman de plantas Eduard Strasburger, que observo el
proceso mitdtico en las células vegetales y demostrd ademas que
los nucleos surgen sélo de nticleos preexistentes. El anatomista

aleman Walther Flemming realizdo un trabajo paralelo en los
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mamiferos y publicd sus hallazgos mas importantes en

Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung ("Sustancia celular, nucleo y

division celular") en 1882.
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La teoria de la evolucion

A medida que se acumulaban los conocimientos sobre las
formas vegetales y animales durante los siglos XVI, XVII y XVIII,
algunos biologos empezaron a especular sobre la ascendencia de
esos organismos, aunque la opinion predominante era Ila
promulgada por Linneo, es decir, la inmutabilidad de las especies.
Entre las primeras especulaciones expresadas durante el siglo
XVIII, el médico britanico Erasmus Darwin (abuelo de Charles
Darwin), llegd a la conclusion de que las especies descienden de
ancestros comunes y que existe una lucha por la existencia entre
los animales. El bidlogo francés Jean-Baptiste Lamarck, uno de los
mas importantes de los evolucionistas del siglo XVIII, reconocio
el papel del aislamiento en la formacion de las especies; también

vio la unidad en la naturaleza'y concibid la idea del arbol evolutivo.

Sin embargo, no se anuncid una teoria completa de la evolucion
hasta la publicacion en 1859 de la obra de Charles Darwin E/ origen
de las especies por medio de la seleccion natural o la conservacion
de las razas favorecidas en la lucha por la vida. En su libro,
Darwin afirmaba que todos los seres vivos se multiplican con tanta
rapidez que, si no se les pone freno, pronto sobrepoblaran el
mundo. Segiin Darwin, el control del tamafio de la poblacién se
mantiene mediante la competencia por los medios de vida. Por lo

tanto, si algin miembro de una especie difiere de alguna manera
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que lo hace mas apto para sobrevivir, entonces tendra una ventaja
que su descendencia probablemente perpetuard. La obra de Darwin
refleja la influencia del economista britdnico Thomas Robert
Malthus, que en 1838 publicd un ensayo sobre la poblacion en el
que advertia de que si los seres humanos se multiplican mas
rapidamente que su oferta de alimentos, se producird una
competencia por la existencia. Darwin también recibid la influencia
del gedlogo britanico Charles Lyell, quien, a partir de sus estudios
de las formaciones geoldgicas, se dio cuenta de que la edad relativa
de los yacimientos podia estimarse mediante la proporcién de
moluscos vivos y extintos. Pero no fue hasta después de sus viajes
a bordo del Beagle (1831-36), durante los cuales observo una gran
riqueza y diversidad de la fauna.insular, cuando Darwin comenzd
a desarrollar su teoria de la evolucion. Alfred Russel Wallace habia
llegado a conclusiones similares a las de Darwin tras sus estudios
sobre las plantas y los animales del archipié¢lago malayo. Un breve
documento sobre este tema enviado por Wallace a Darwin dio lugar

finalmente a la publicacion de las teorias del propio Darwin.

Desde el punto de vista conceptual, la teoria era de la maxima
importancia, ya que explicaba la formacion de nuevas especies.
Tras el posterior descubrimiento de la base cromosomica de la
herencia y de las leyes de la misma, se pudo comprobar que la
seleccion natural no implica las alternativas tajantes de vida o

muerte, sino que resulta de la supervivencia diferencial de las
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variantes. Hoy en dia, el principio universal de la seleccion natural,
que es el concepto central de la teoria de Darwin, esta firmemente

establecido.

Importantes avances conceptuales y tecnologicos

Al utilizar métodos modernos de investigacion, como la
difraccion de rayos X y la microscopia electrénica, para explorar
niveles de organizacion celular mas alla, de lo visible con un
microscopio de luz, la ultraestructura de la célula, se produjeron
nuevos conceptos de la funcion celular. Como resultado, el estudio
de la organizacion molecular de la célula tuvo un enorme impacto
en la biologia durante los siglos XX y XXI. También condujo
directamente a la convergencia de muchas disciplinas cientificas
diferentes para adquirir una mejor comprension de los procesos

vitales.

También se desarrollaron tecnologias como la secuenciacion del
ADN vy la reacciéon en cadena de la polimerasa, que permitieron a
los bidlogos asomarse a los planos genéticos que dan lugar a los
organismos. Las tecnologias de secuenciacion de primera
generacion surgieron en los afios 70 y fueron seguidas varias
décadas después por las llamadas tecnologias de secuenciacion de

proxima generacion, superiores en velocidad y rentabilidad. La
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secuenciacion de nueva generacion proporcion6 a los
investigadores  cantidades masivas de datos genéticos,
normalmente de tamafio gigabase (1 gigabase = 1.000.000.000 de
pares de bases de ADN). La bioinformatica, que vincula los datos
bioldgicos con herramientas y técnicas de analisis, almacenamiento
y distribucién de datos, se convirtido en una parte cada vez mas
importante de los estudios biologicos, en particular los que

implican conjuntos muy grandes de datos genéticos.

Figura (8): Importantes avances conceptuales y tecnoldgicos.

Esta imagen computarizada del antrax muestra las diversas
relaciones estructurales de siete unidades dentro de la proteina y
demuestra la interaccion de un farmaco (mostrado en amarillo)

unido a la proteina para bloquear la llamada unidad del factor letal.
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La bioinformatica desempefia un papel importante al permitir a los
cientificos predecir donde se unird una molécula de farmaco dentro

de una proteina, dadas las estructuras individuales de las moléculas.

Gene knockout b
g LY ) <
\ -
\ /7
—— -3_—.-‘;%.“.
Factivaled (ane ceated usng

mearrbnant DNA tectrclogy %‘)
\\\’5\ Wl ./“8
¥ ES ool isolated

inactvated gene iz fom amouse
Incorporated ko
ONANES cals

W n‘ \

. 4.)—‘/“
/meSm

a9 Ingcted intoBkastocyst

J embrye ke fram

3 leree mouse
Umoormm 2o
ES cels Is implarted nto
wwoomommbm

X% ,'a‘\_

)\/

e

maemmbmiaamucfoﬁsmm composad of pups that are
wid Sypa [+/4), PeterazyQous (+/+), of hemazyQous fnockout; */«)
for the gens of ntanst

o l

__‘__A‘Z‘"‘ —# trsc lo propagase moee

KrOCKOUT mics
-l
- o
A ‘t3"~ = amactz 5t gone
A& —* inactivation are studied
02012 Freycopmda Britannica, inc " -

Figura (9): Importante en los desarrollos conceptuales y

tecnolégicos del knockout de genes.

55



En el knockout génico, un gen funcional se sustituye por un gen
inactivado que se crea mediante la tecnologia del ADN
recombinante. Cuando se "elimina" un gen, el fenotipo mutante
resultante (caracteristicas observables) suele revelar la funcion

bioldgica del gen.

En la década de 1990 y principios de 2000, los investigadores
de todo el mundo se unieron cada vez mds en consorcios y otros
grupos de colaboracion para lograr grandes hazafias en biologia. El
primer gran éxito de estos esfuerzos fue la secuenciacion del
genoma humano, que se llevd a cabo a través del Proyecto Genoma
Humano (HGP). El HGP comenzé en 1990, con el apoyo del
Departamento de Energia de EE.UU. y los Institutos Nacionales de
Salud (NIH). Posteriormente, los investigadores de los NIH se
unieron a Celera Genomics, una empresa del sector privado, y el
proyecto se completd en 2003. Pronto le siguieron otros proyectos
de colaboracion, como el Proyecto Internacional HapMap, una
consecuencia del HGP, y el Proyecto 1000 Genomas, que se basd

en los datos del HapMap.

En los siglos XX y XXI también se produjeron importantes
avances en areas de la biologia relacionadas con los ecosistemas,
el medio ambiente y la conservacion. En el siglo XX, los cientificos

se dieron cuenta de que los seres humanos dependen de los recursos
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naturales de la Tierra tanto como los demas animales. Sin embargo,
los seres humanos estaban contribuyendo a la progresiva
destruccion del medio ambiente, en parte debido al aumento de la
presion demografica y a ciertos avances tecnologicos. Los avances
en medicina, por ejemplo, han permitido que la gente viva mas
tiempo y han provocado un descenso espectacular de las tasas de
mortalidad (principalmente en los paises desarrollados), lo que ha
contribuido a un aumento explosivo de la poblacion humana. Los
contaminantes quimicos introducidos en el medio ambiente por los
procesos de fabricacidén, los pesticidas, las emisiones de los
automoviles y otros medios ponian en. grave peligro todas las
formas de vida. Por ello, los bidlogos empezaron a prestar mucha
mas atencion a las relaciones de los seres vivos entre si y con su

entorno bidtico y abiotico.

La creciente importancia del cambio climatico y su impacto en
los ecosistemas impuls6 los avances en ecologia, asi como el
desarrollo de campos como la biologia de la conservacion y la
genética de la conservacion. Al igual que en casi todas las demas
areas de la biologia, la biologia molecular pasé a desempefiar un
papel importante en esos campos, con técnicas como la
secuenciacion del genoma completo, que se utiliza para recopilar
informacion sobre la diversidad genética de las poblaciones de
especies en peligro de extincion, y técnicas como la clonacion y la

edicion del genoma, que plantean la posibilidad de resucitar algiin

57



dia especies extinguidas (un proceso conocido como desextincion).
La informacion sobre las secuencias de ADN de una amplia gama
de especies también ha contribuido al progreso de los cientificos en
la comprension de la evolucion y la sistematica (el estudio de las

relaciones evolutivas y la diversificacion de la vida).

Trabajo intradisciplinario e interdisciplinario

En el siglo XXI, habia muchas categorias importantes en las
ciencias bioldgicas y, por tanto, numerosas especialidades dentro
de los campos. La botanica, la zoologia y la microbiologia se
ocupaban de los tipos de organismos y sus relaciones entre si. Estas
disciplinas se han subdividido durante mucho tiempo en categorias
mas especializadas, por ejemplo, la ictiologia, el estudio de los
peces, y la algologia, el estudio de las algas. Disciplinas como la
embriologia y la fisiologia, que se ocupan del desarrollo y la
funciéon de un organismo, se dividieron ademas segun el tipo de
organismo estudiado, por ejemplo, embriologia de invertebrados y
fisiologia de mamiferos. Muchos de los avances en fisiologia y
embriologia fueron el resultado de los estudios en biologia celular,
biofisica y bioquimica. Asimismo, la investigacion en fisiologia
celular y citoquimica, junto con los estudios ultraestructurales,
ayudaron a los cientificos a correlacionar la estructura celular con
la funcion. La ecologia, que se centraba en las relaciones entre los

organismos y su entorno, incluia tanto las caracteristicas fisicas del
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entorno como otros organismos que podian competir por el
alimento y el refugio. El énfasis en los distintos entornos y en
determinadas caracteristicas de los organismos dio lugar a la
subdivision del campo en una serie de especialidades, como la
ecologia de agua dulce, la ecologia marina y la ecologia de

poblaciones.

individual forest patch .

cluster of forest patches

greater patch mosiacxia =
A

Figura (10): Trabajo intradisciplinario e interdisciplinario.

La escala en los estudios ecoldogicos
Una mancha forestal anidada dentro de un mosaico paisajistico.

Muchas areas de estudio de las ciencias biologicas traspasan las
fronteras que tradicionalmente separaban las distintas ramas de las
ciencias. En biofisica, por ejemplo, los investigadores aplican los
principios y métodos de la fisica para investigar y encontrar
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soluciones a los problemas de la biologia. Los bidlogos evolutivos
y los paleontdlogos estan familiarizados con los principios de la
geologia y pueden incluso colaborar estrechamente con los
gebdlogos cuando intentan determinar la edad de los restos
bioldgicos. Asimismo, los antropélogos y arqueodlogos aplican los
conocimientos de la cultura y la sociedad humanas a los hallazgos
bioldgicos para comprender mejor a la humanidad. La
astrobiologia surgi6 gracias a las actividades de los cientificos e
ingenieros relacionados con la exploracion del espacio. En
consecuencia, el campo de la biologia ha recibido aportaciones de
muchas otras disciplinas, tanto en las humanidades como en las

ciencias, y ha hecho contribuciones alas mismas.

A lo largo de los siglos XX .y XXI, a medida que la biologia se
interconectaba cada vez mas con otras areas de la ciencia, también
llegd a abarcar una serie-de disciplinas por si misma. En algunas de
esas disciplinas se reconocieron multiples niveles de organizacion,
como la biologia de las poblaciones (el estudio de las poblaciones
de seres vivos) y la biologia organismica (el estudio de todo el
organismo), asi como la biologia celular y la biologia molecular. A
finales del siglo XX, la biologia molecular generé ain mas
disciplinas y la llegada de la gendmica dio lugar a la aparicion de
sofisticadas subdisciplinas, como la genomica del desarrollo y la
genomica funcional. La genética continud expandiéndose, dando

lugar a nuevas areas como la genética de la conservacion. Sin
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embargo, a pesar de su diverso alcance, en el siglo XXI muchas
areas de las ciencias biologicas siguieron basandose en principios
¢ ideas comunes y unificadoras, en particular las que eran
fundamentales para la taxonomia, la genética y la evolucion.

Susan Heyner JoshiEdna R. GreenKara Rogers.

Cambio de valores sociales y cientificos

En los siglos XX y XXI, el papel de los bidlogos en la sociedad,
asi como su responsabilidad moral y ética en el descubrimiento y
desarrollo de nuevas ideas, han llevado a una reevaluacion de los
sistemas de valores sociales y cientificos individuales. Los
cientificos no pueden permitirse. el Iujo de ignorar las
consecuencias de sus descubrimientos; estan tan preocupados por
los posibles usos indebidos: de sus hallazgos como por la
investigacion basica en-la que participan. En el siglo XX, el
emergente papel social y politico del bidlogo y de todos los demas
cientificos exigia una ponderacion de valores que no podia hacerse
con la precision u objetividad de una balanza de laboratorio. Como
miembros de la sociedad, se hizo necesario que los bidlogos
redefinieran sus obligaciones y funciones sociales, especialmente
en el ambito de la formulacion de juicios sobre problemas éticos,
como el control humano del medio ambiente o la manipulacién de

los genes para dirigir el desarrollo evolutivo.
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Como afrontar los problemas del futuro

El desarrollo de la ingenieria genética tuvo una especial
repercusion en las ciencias biologicas. En los casos de deficiencias
y enfermedades genéticas, la ingenieria genética abrio la
posibilidad de corregir los defectos de los genes para restaurar la
funcion fisiologica, mejorando potencialmente la calidad de vida
de los pacientes. La terapia génica, en la que se introduce un gen
normal en el genoma de un individuo para reparar una mutacion
causante de una enfermedad, era uno de los medios por los que los
investigadores podian alcanzar ese objetivo. Sin embargo, las
posibilidades de uso indebido de la ingenieria genética son
enormes. Por ejemplo, existe una-gran preocupacién por los
organismos modificados genéticamente, en particular los cultivos
modificados, y por su. impacto en la salud humana vy
medioambiental. La apariciéon de las tecnologias de clonacion,
incluida la transferencia de nucleos de células somaticas, también
suscitd preocupacion. La Declaracion sobre la Clonacion Humana
aprobada en 2005 por las Naciones Unidas pedia a los Estados
miembros que prohibieran la clonacion de seres humanos, aunque

dejaba abierta la posibilidad de la clonacidon terapéutica.

Asimismo, en 2015, los investigadores que habian desarrollado
tecnologias para la edicion de genes, que permitian a los cientificos
personalizar la composicidén genética de un organismo mediante la

alteracion de bases especificas en su secuencia de ADN, pidieron
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una moratoria en la aplicacion de las tecnologias en humanos. Se
desconocen las repercusiones de la edicion de genes en la genética
humana y no existe ninguna normativa que oriente su uso. De
hecho, en ausencia de una regulacion estricta, un cientifico chino
avanzo en la edicién de genes en humanos, y a finales de 2018
reivindico el nacimiento de los primeros bebés del mundo con
genomas editados. El cientifico afirmé haber editado embriones
humanos para desactivar un gen que normalmente facilita la
entrada del VIH en las células; los embriones fueron implantados
en una mujer y llevados a término. Mientras tanto, investigadores
de Estados Unidos intentaron utilizar la_edicion de genes para
alterar los genes del esperma humano, lo que permitiria que los
genes editados se transmitieran a las generaciones siguientes. En
particular, los investigadores “trataron de alterar los genes que
aumentan el riesgo de ciertos tipos de cancer, con el objetivo de
reducir el riesgo de cancer en la descendencia. El debate sobre la
edicion de genes renovd las discusiones anteriores sobre las
repercusiones éticas y sociales de la ingenieria genética en los seres
humanos, especialmente su potencial para alterar rasgos como la

inteligencia y la apariencia.

Otros retos a los que se enfrentaban los bidlogos eran Ia
busqueda de formas de frenar la contaminacion ambiental sin
interferir en los esfuerzos por mejorar la calidad de vida de la

humanidad. Al problema de la contaminacion contribuyé el del
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exceso de poblacion humana. El aumento de la poblaciéon humana
en todo el mundo ha supuesto una mayor demanda de tierras,
especialmente en el ambito de la produccion de alimentos, y ha
hecho necesario el aumento de las operaciones de la industria
moderna, cuyos productos de desecho contribuyen a la
contaminacion del aire, el agua y el suelo. Para encontrar
soluciones al calentamiento global, la contaminaciéon y otros
problemas medioambientales, los bidlogos trabajaron con
cientificos sociales y otros miembros de la sociedad para
determinar los requisitos necesarios para mantener un planeta sano
y productivo. Porque aunque muchos de los problemas presentes y
futuros de la humanidad puedan parecer de naturaleza
esencialmente social, politica o econdmica, tienen ramificaciones

bioldgicas que podrian afectar a la propia existencia de la vida.
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1-1 Tipos de células
Células

La teoria celular afirma que las células son las unidades
fundamentales de la vida, que todos los seres vivos estan
compuestos por una o mas células y que todas las células surgen de
células preexistentes mediante la division celular. La mayoria de
las células son muy pequefias, con didmetros que oscilan entre 1y
100 micrémetros, por lo que so6lo son visibles con un microscopio
de luz o electrénico. En general, hay dos tipos de células: las
eucariotas, que contienen un nucleo, y las procariotas, que no lo
tienen. Los procariotas son organismos unicelulares, como las
bacterias, mientras que los eucariotas pueden ser unicelulares o
multicelulares. En los organismos pluricelulares, cada célula del
cuerpo del organismo deriva en ultima instancia de una unica célula

de un 6vulo fecundado.

Estructura celular

Toda célula esta encerrada en una membrana celular que separa
su citoplasma del espacio extracelular. Una membrana celular esta
formada por una bicapa lipidica, que incluye colesteroles que se
situan entre los fosfolipidos para mantener su fluidez a distintas
temperaturas. Las membranas celulares son semipermeables y

permiten el paso de pequefias moléculas, como el oxigeno, el
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diéxido de carbono y el agua, pero restringen el movimiento de
moléculas mas grandes y de particulas cargadas, como los iones.
Las membranas celulares también contienen proteinas de
membrana, incluyendo proteinas integrales de membrana que
atraviesan la membrana sirviendo como transportadores de
membrana, y proteinas periféricas que se adhieren libremente al
lado exterior de la membrana celular, actuando como enzimas que
dan forma a la célula. Las membranas celulares participan en varios
procesos celulares, como la adhesion celular, el almacenamiento de
energia eléctrica y la sefializacion celular, y sirven de superficie de
unién para varias estructuras extracelulares, como la pared celular,

el glicocalix y el citoesqueleto.

Figura (11): Estructura celular.
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Dentro del citoplasma de una célula hay muchas biomoléculas,
como las proteinas y los 4cidos nucleicos.[*! Ademas de las
biomoléculas, las células eucariotas tienen estructuras
especializadas llamadas organulos que tienen sus propias bicapas
lipidicas o son unidades espaciales. Estos organulos incluyen el
nucleo celular, que contiene la informacion genética de la célula, o
las mitocondrias, que generan trifosfato de adenosina (ATP) para
alimentar los procesos celulares. Otros organulos, como el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi, intervienen en la sintesis y el
empaquetamiento de las proteinas, respectivamente. Las
biomoléculas, como las proteinas, pueden ser engullidas por los
lisosomas, otro organulo especializado. Las células vegetales
tienen otros organulos que las distinguen de las células animales,

como la pared celular, los cloroplastos y la vacuola.

Metabolismo

Todas las células necesitan energia para mantener los procesos
celulares. La energia es la capacidad de realizar un trabajo que, en
termodindamica, puede calcularse mediante la energia libre de
Gibbs. Segtn la primera ley de la termodindmica, la energia se
conserva, es decir, no se puede crear ni destruir. Por lo tanto, las
reacciones quimicas en una célula no crean nueva energia, sino que
participan en la transformacion y transferencia de energia. Sin

embargo, todas las transferencias de energia conllevan una cierta
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pérdida de energia utilizable, lo que aumenta la entropia (o estado
de desorden), tal y como establece la segunda ley de la
termodinamica. En consecuencia, un organismo requiere un aporte
continuo de energia para mantener un estado de entropia bajo. En
las células, la energia puede transferirse en forma de electrones
durante las reacciones redox (reduccion-oxidacion), almacenarse
en enlaces covalentes y generarse mediante el movimiento de iones

(por ejemplo, hidrogeno, sodio, potasio) a través de una membrana.

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que
mantienen la vida en los organismos. Los tres objetivos principales
del metabolismo son: la conversion de los alimentos en energia
para el funcionamiento de los procesos celulares; la conversion de
los alimentos/combustibles en bloques de construccion para las
proteinas, los lipidos, los 4cidos nucleicos y algunos hidratos de
carbono; y la eliminacion de los residuos metabolicos. Estas
reacciones catalizadas por enzimas permiten a los organismos
crecer y reproducirse, mantener sus estructuras y responder a su
entorno. Las reacciones metabdlicas pueden clasificarse como
catabodlicas, es decir, la descomposicion de compuestos (por
ejemplo, la descomposicion de la glucosa en piruvato mediante la
respiracion celular); o anabdlicas, es decir, la construccion
(sintesis) de compuestos (como proteinas, hidratos de carbono,
lipidos y acidos nucleicos). Por lo general, el catabolismo libera

energia y el anabolismo la consume.
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Las reacciones quimicas del metabolismo se organizan en rutas
metabolicas, en las que una sustancia quimica se transforma, a
través de una serie de pasos, en otra sustancia quimica, siendo cada
paso facilitado por una enzima especifica. Las enzimas son
cruciales para el metabolismo porque permiten a los organismos
impulsar reacciones deseables que requieren energia y que no se
producen por si mismas, acoplandolas a reacciones espontaneas
que liberan energia. Las enzimas actuan como catalizadores,
permiten que una reaccion proceda mads rapidamente sin ser
consumida por ella al reducir la cantidad de energia de activacién
necesaria para convertir los reactivos en productos. Las enzimas
también permiten regular la velocidad de una reaccion metabdlica,
por ejemplo en respuesta a cambios en el entorno de la célula o a

sefiales de otras células.
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La respiracion celular es un conjunto de reacciones y procesos
metabodlicos que tienen lugar en las células de los organismos para
convertir la energia quimica de los nutrientes en trifosfato de
adenosina (ATP) y liberar después los productos de desecho. Las
reacciones implicadas en la respiracion son reacciones catabdlicas,
que rompen moléculas grandes en otras mas pequefias, liberando
energia porque los enlaces débiles de alta energia, en particular en
el oxigeno molecular, son sustituidos por enlaces mas fuertes en los
productos. La respiracion es una de las principales formas en que
una célula libera energia quimica para alimentar la actividad
celular. La reaccion global se produce en una serie de pasos
bioquimicos, algunos de los cuales son reacciones redox. Aunque
la respiracion celular es técnicamente una reaccion de combustion,
es evidente que no se parece a una cuando se produce en una célula
debido a la liberacion lenta y controlada de energia de la serie de

reacciones.

El azicar en forma de glucosa es el principal nutriente utilizado
por las células animales y vegetales en la respiracion. La
respiracion celular en la que interviene el oxigeno se denomina
respiracion aerdbica y consta de cuatro etapas: la glucdlisis, el ciclo
del acido citrico (o ciclo de Krebs), la cadena de transporte de
electrones y la fosforilacion oxidativa. La glucdlisis es un proceso

metabolico que tiene lugar en el citoplasma y en el que la glucosa
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se convierte en dos piruvatos, produciéndose al mismo tiempo dos
moléculas netas de ATP. A continuacion, cada piruvato es oxidado
en acetil-CoA por el complejo piruvato deshidrogenasa, que
también genera NADH y didxido de carbono. El acetil-CoA entra
en el ciclo del acido citrico, que tiene lugar dentro de la matriz
mitocondrial. Al final del ciclo, el rendimiento total de 1 glucosa
(o 2 piruvatos) es de 6 NADH, 2 FADH> , y 2 moléculas de ATP.
Finalmente, la siguiente etapa es la fosforilacion oxidativa, que en
los eucariotas se produce en las cristas mitocondriales. La
fosforilacion oxidativa comprende la cadena de transporte de
electrones, que es una serie de cuatro complejos proteicos que
transfieren electrones de un complejo a otro, liberando asi energia
de NADH y FADH2: que se acopla al bombeo de protones (iones de
hidrégeno) a través de la° membrana mitocondrial interna
(quimiosmosis), lo que genera una fuerza motriz de protones.’” La
energia de la fuerza motriz de protones impulsa a la enzima ATP
sintasa a sintetizar mas ATP mediante la fosforilaciéon de ADP. La
transferencia de electrones termina con el oxigeno molecular como

aceptor final de electrones.

Si el oxigeno no estuviera presente, el piruvato no seria
metabolizado por la respiracion celular, sino que sufriria un
proceso de fermentacion. El piruvato no es transportado a la
mitocondria sino que permanece en el citoplasma, donde se

convierte en productos de desecho que pueden ser eliminados de la
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célula. Esto sirve para oxidar los portadores de electrones para que
puedan volver a realizar la glucdlisis y eliminar el exceso de
piruvato. La fermentacion oxida el NADH a NAD™ para que pueda
ser reutilizado en la glucodlisis. En ausencia de oxigeno, la
fermentacion evita la acumulacion de NADH en el citoplasma y
proporciona NAD" para la glucolisis. Este producto de desecho
varia segin el organismo. En los musculos esqueléticos, el
producto de desecho es el acido lactico. Este tipo de fermentacion
se denomina fermentacion del acido lactico. En el ejercicio
extenuante, cuando las demandas de energia superan el suministro
de energia, la cadena respiratoria no puede procesar todos los
atomos de hidrégeno unidos por el NADH. Durante la glucdlisis
anaerdbica, el NAD™ se regenera cuando los pares de hidrogeno se
combinan con el piruvato para formar lactato. La formacion de
lactato es catalizada porda lactato deshidrogenasa en una reaccion
reversible. El lactato también puede utilizarse como precursor
indirecto del glucdgeno hepatico. Durante la recuperacion, cuando
el oxigeno esta disponible, el NAD™ se une al hidrogeno del lactato
para formar ATP. En la levadura, los productos de desecho son
etanol y dioxido de carbono. Este tipo de fermentacion se conoce
como fermentacidn alcohdlica o de etanol. E1 ATP que se genera
en este proceso se produce por fosforilacion a nivel de sustrato, que

no requiere oxigeno.
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Figura (14): La respiracion en una célula eucariota.
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Seiializacion celular

La comunicacion celular (o sefializacion) es la capacidad de las
células para recibir, procesar y transmitir sefiales con su entorno y
consigo mismas. Las sefiales pueden ser no quimicas, como la luz,
los impulsos eléctricos y el calor, o sefiales quimicas (o ligandos)

que interactuan con los receptores, que pueden encontrarse

incrustados en la membrana celular de otra célula o localizados en

el interior de una célula. En general, existen cuatro tipos de sefiales
quimicas: autocrinas, paracrinas, yuxtacrinas y hormonas.® En la

sefalizacion autocrina, el ligando afecta a la misma célula que lo
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libera. Las células tumorales, por ejemplo, pueden reproducirse sin
control porque liberan sefiales que inician su propia autodivision.
En la sefalizacion paracrina, el ligando se difunde a las células
cercanas y las afecta. Por ejemplo, las células cerebrales llamadas
neuronas liberan ligandos llamados neurotransmisores que se
difunden a través de una hendidura sinaptica para unirse a un
receptor en una célula adyacente, como otra neurona o célula
muscular. En la sefializacion yuxtacrina, hay un contacto directo
entre las células sefializadoras y las que responden. Por ultimo, las
hormonas son ligandos que viajan a través de los sistemas
circulatorios de los animales o los sistemas vasculares de las
plantas para llegar a sus células objetivo. Una vez que un ligando
se une a un receptor, puede influir en el comportamiento de otra
célula, dependiendo del tipo de receptor. Por ejemplo, los
neurotransmisores que se unen a un receptor inotropico pueden
alterar la excitabilidad de una célula objetivo. Otros tipos de
receptores son los receptores de proteina quinasa, por ejemplo, el
receptor de la hormona insulina, y los receptores acoplados a
proteinas G. La activacion de los receptores acoplados a proteinas
G puede iniciar cascadas de segundos mensajeros. El proceso por
el que una sefial quimica o fisica se transmite a través de una célula
como una serie de eventos moleculares se denomina transduccidén

de senales.
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Ciclo celular

El ciclo celular es una serie de acontecimientos que tienen lugar
en una célula y que hacen que se divida en dos células hijas. Estos
acontecimientos incluyen la duplicacion de su ADN y de algunos
de sus organulos, y la posterior particion de su citoplasma en dos
células hijas en un proceso llamado division celular. En los
eucariotas (es decir, las células animales, vegetales, fingicas y
protistas), existen dos tipos distintos de division celular: la mitosis
y la meiosis.[*?! La mitosis forma parte del ciclo celular, en el que
los cromosomas replicados se separan en dos nuevos nucleos. La
division celular da lugar a células genéticamente idénticas en las
que se mantiene el numero total de cromosomas. En general, la
mitosis (division del nucleo) va precedida de la fase S de la
interfase (durante la cual se replica el ADN) y suele ir seguida de
la telofase y la citocinesis, que divide el citoplasma, los organulos
y la membrana celular de una célula en dos nuevas células que
contienen aproximadamente la misma proporcion de estos
componentes celulares. Las diferentes etapas de la mitosis definen
en su conjunto la fase mitdtica del ciclo celular de un animal: la
division de la célula madre en dos células hijas genéticamente
idénticas.[®! El ciclo celular es un proceso vital por el que un dvulo
fecundado unicelular se convierte en un organismo maduro, asi
como el proceso por el que se renuevan el pelo, la piel, las células

sanguineas y algunos organos internos. Tras la division celular,
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cada una de las células hijas comienza la interfase de un nuevo
ciclo. A diferencia de la mitosis, la meiosis da lugar a cuatro células
hijas haploides mediante una ronda de replicacion del ADN
seguida de dos divisiones. Los cromosomas homologos se separan
en la primera division (meiosis I), y las cromatidas hermanas se
separan en la segunda division (meiosis II). Ambos ciclos de
division celular se utilizan en el proceso de reproduccion sexual en
algun momento de su ciclo vital. Se cree que ambos estan presentes

en el ultimo ancestro comun de los eucariotas.

Los procariotas, por ejemplo las arqueas y las bacterias, también
pueden experimentar la division celular (o fision binaria). A
diferencia de los procesos de mitosis y meiosis en los eucariotas, la
fision binaria tiene lugar en los procariotas sin la formacion de un
aparato de huso en la célula. Antes de la fision binaria, el ADN de
la bacteria esta fuertemente enrollado. Después de desenrollarse y
duplicarse, es arrastrado hacia los polos separados de la bacteria a
medida que aumenta el tamafio para prepararse para la division. El
crecimiento de una nueva pared celular comienza a separar la
bacteria (desencadenado por la polimerizacion de FtsZ y la
formacion del "anillo Z"). La nueva pared celular (tabique) se
desarrolla completamente, lo que da lugar a la divisién completa
de la bacteria. Las nuevas células hijas tienen varillas de ADN

fuertemente enrolladas, ribosomas y plasmidos.
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En la meiosis, los cromosomas se duplican y los cromosomas
homologos intercambian informacion genética durante la meiosis
I. Las células hijas se dividen de nuevo en la meiosis Il para formar

gametos haploides.

Filogenias
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Figura (16): Arbol filogenético que muestra los dominios de

bacterias, arqueas y eucariotas.

Una filogenia es la historia evolutiva deun grupo especifico de
organismos o de sus genes. Una filogenia puede representarse
mediante un arbol filogenético, que es un diagrama que muestra las
lineas de descendencia entre los organismos o sus genes. Cada linea
dibujada en el eje temporal de un arbol representa un linaje de
descendientes de una-especie o poblacion concreta. Cuando un
linaje se divide en dos, se representa como un nodo o division en
el arbol filogenético. Cuantas mas escisiones haya a lo largo del
tiempo, mas ramas habra en el arbol, y el ancestro comun de todos
los organismos de ese arbol estard representado por la raiz del
mismo. Los arboles filogenéticos pueden representar la historia
evolutiva de todas las formas de vida, de un grupo evolutivo
importante, por ejemplo los insectos, o de un grupo ain mas
pequeiio de especies estrechamente relacionadas. Dentro de un
arbol, cualquier grupo de especies designado por un nombre es un
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taxdn, por ejemplo, los humanos, los primates, los mamiferos o los
vertebrados, y un taxén que consiste en todos sus descendientes
evolutivos es un clado, también conocido como taxdén
monofilético. Las especies estrechamente relacionadas se
denominan especies hermanas y los clados estrechamente
relacionados son clados hermanos. A diferencia de un grupo
monofilético, un grupo polifilético no incluye a su ancestro comun,
mientras que un grupo parafilético no incluye a todos los

descendientes de un ancestro comun.

Los arboles filogenéticos son la base para comparar y agrupar
diferentes especies. Las diferentes especies que comparten un rasgo
heredado de un ancestro comun se describen como caracteristicas
homologas. Los rasgos homologos pueden ser cualquier
caracteristica heredable, como la secuencia de ADN, las estructuras
de las proteinas, los rasgos anatomicos y los patrones de
comportamiento. La columna vertebral es un ejemplo de rasgo
homoélogo compartido por todos los animales vertebrados. Los
rasgos que tienen una forma o funcion similar pero que no derivan
de un ancestro comun se describen como rasgos analogos. Las
filogenias pueden reconstruirse para un grupo de organismos de
interés primario, que se denominan el intragrupo. Una especie o
grupo estrechamente relacionado con el ingrupo, pero que esta
filogenéticamente fuera de él, se denomina grupo externo, que sirve

de punto de referencia en el arbol. La raiz del arbol se sitia entre el
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ingrupo y el outgroup cuando se reconstruyen los arboles
filogenéticos, se pueden generar multiples arboles con diferentes
historias evolutivas. Basandose en el principio de parsimonia (o
navaja de Occam), el arbol que se favorece es el que tiene el menor
numero de cambios evolutivos necesarios para asumir todos los
rasgos en todos los grupos. Se pueden utilizar algoritmos
computacionales para determinar cdmo podria haber evolucionado

un arbol teniendo en cuenta las pruebas.

La filogenia es la base de la clasificacion biologica, que se basa
en la taxonomia linneana desarrollada por Carl Linnaeus en el siglo
XVIILI!M Este sistema de clasificacion estd basado en rangos,
siendo el rango mas alto el dominio,seguido del reino, el filo, la
clase, el orden, la familia, el género y la especie. Todos los
organismos pueden clasificarse como pertenecientes a uno de los
tres dominios: Archaea (originalmente Archaebacteria); bacteria
(originalmente eubacteria), o eukarya (incluye los reinos protista,
hongos, plantas y animales). Para clasificar las distintas especies se
utiliza una nomenclatura binomial. Segun este sistema, cada
especie recibe dos nombres, uno para su género y otro para su
especie. Por ejemplo, los humanos son Homo sapiens, siendo
Homo el género y sapiens la especie. Por convencion, los nombres
cientificos de los organismos se escriben en cursiva y solo se

escribe en mayuscula la primera letra del género.
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Archaea Eukaryota

Bacteria
Spirochetes Chloroflexi Entamoebas nS:.!:IurII:_IZ Animals
Fungi
Plants
Ciliates

Flagellates

Prrodicticum
Trichomonads

Microsporidia

Thermotoga
Diplomonads

Figura (17): Arbol filogenético que muestra los dominios de

bacterias, arqueas y eucariotas
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A-Célula eucariota

Una célula eucariota contiene organulos con membrana, como el
ndcleo, las mitocondrias y el reticulo endoplasmico. Los
organismos basados en la célula eucariota son los protozoos, los
hongos, las plantas y los animales. Estos organismos se agrupan en
el dominio bioldgico Eukaryota. Las células eucariotas son mas
grandes y complejas que las células procariotas que se encuentran

en los dominios Archaea y Bacteria.

Una célula eucariota es uno de los dos tipos diferentes de células.
Los organismos que se basan en la célula eucariota se denominan
"eucariotas" e incluyen plantas, animales, hongos y protistas. Los
unicos organismos que no se basan en la célula eucariota son los
que se basan en una estructura celular procariota. Estos organismos
se encuentran en los dominios Archaea y Bacteria. Hay varias
diferencias entre una célula eucariota y una célula procariota que
pueden ayudarle a comprender plenamente lo que hace que una

célula sea eucariota.

Célula eucariota frente a célula procariota

La diferencia entre una célula eucariota y una procariota es
sencilla: las células eucariotas tienen organulos unidos a una
membrana. En una célula procariota (como una bacteria) el ADN

simplemente flota en el citoplasma, mientras que las células
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procariotas tienen un tipo de organulos (ribosomas), que no estan

cubiertos por una membrana plasmatica.

Eukaryotic cell Prokaryotic cell
Nucleus Capsule
Ribosomes /
,|\ E— Ribosomes
T o
Golgi o ™ _DNA
complex ™ "ﬂ" e |
: ! ; o v —Cellwall
Endoplasmic TPRA N 3 : 2 |
reticulum . i e ; : / !
Plasma — /" Plasma
membrane membrane
Mitochondria
Cytoplasm Cytoplasm

Lysosome
Eukaryotic Cell vs Prokaryotic Cell
Figura (18): Célula eucariota frente a célula procariota

En cambio, las células eucariotas estan llenas de organulos con
membrana que dividen la célula en muchos compartimentos
diferentes. El nucleo alberga el ADN. El reticulo endoplasmico
crea muchas camaras para llevar a cabo reacciones bioquimicas
especificas. El aparato de Golgi pliega y empaqueta diversas
proteinas y productos celulares. Los lisosomas almacenan enzimas
digestivas para descomponer los alimentos que llegan. Ademas, las

células eucariotas contienen mitocondrias para crear moléculas de
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ATP a partir de la glucosa y cloroplastos para crear glucosa a partir

de la luz solar (s6lo en plantas y algas).

Caracteristicas de una célula eucariota

Las células eucariotas contienen una serie de organulos que
desempefian diversas funciones dentro de la célula (que se
describen en detalle mas adelante). Todos los organulos se
estabilizan y reciben apoyo fisico a través del citoesqueleto, que
también participa en el envio de sefiales de una parte de la célula a
otra. En las células eucariotas, el citoesqueleto esta compuesto
principalmente por tres tipos de filamentos: microtibulos,
microfilamentos y filamentos intermedios. La solucion acuosa que

rodea a todos los organulos de la c€lula se llama citosol.

ANATOMY OF A CELL

NUCLEUS

ROUGH ENDOPLASMIC
RETICULUM

SMOOTH ENDOPLASMIC
RETICULUM

GOLGI APPARATUS
PLASMA MEMBRANE
MITOCHONDRION

SECRETION FROM THE CELL

SECRETORY VESICLE
LYSOSOME
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Figura (19): Caracteristicas de una célula eucariota

El ciclo celular es el ciclo de vida de una célula. Durante este
ciclo, crece y se divide. Existen puntos de control entre todas las
etapas para que las proteinas puedan determinar si la célula esta

lista para comenzar la siguiente fase del ciclo.
Mitosis (M)

La mitosis, o fase M, es el momento en que la célula comienza a
organizar su ADN duplicado para separarlo en dos células hijas.
Los cromosomas se separan de manera que uno de cada
cromosoma va a cada célula hija. El resultado es que las células
hijas tienen cromosomas idénticos alos de la célula madre. La
mitosis se divide en profase, metafase, anafase y telofase. Cada fase
marca varios puntos en el proceso de separacion del ADN. A la
mitosis le sigue un proceso llamado citocinesis, durante el cual la
célula separa sus nucleos y otros organulos para preparar la

divisién y luego se divide fisicamente en dos células.

Célula vegetal

Las células vegetales son tinicas entre las células eucariotas por
varias razones. Tienen paredes celulares reforzadas y relativamente
gruesas hechas de celulosa que ayudan a mantener el soporte
estructural de la planta. Cada célula vegetal tiene una gran vacuola
en el centro que le permite mantener la presion de turgencia. La
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presion de turgencia es el resultado del agua de la vacuola central
que empuja hacia fuera las paredes celulares. Las células vegetales
también contienen unos orgdnulos llamados cloroplastos que
contienen la molécula clorofila. Esta importante molécula se utiliza
en el proceso de fotosintesis, que es la forma en que las plantas

producen azucar utilizando la energia de la luz.

Figura (20): Las células vegetales son células eucariotas.
Células de hongos

Al igual que las células vegetales, las células fingicas también
tienen una pared celular, pero su pared celular esta hecha de quitina
(la misma sustancia que se encuentra en los exoesqueletos de los

insectos). Algunos hongos tienen septos, que son agujeros que
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permiten el paso de organulos y citoplasma entre ellos. Esto hace
que los limites entre las diferentes células sean menos claros. La
mayoria de los hongos viven bajo tierra o en la materia organica en
descomposicion, donde la red micelial puede contener millones de

células interconectadas.

FUNGI

Septum
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.
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Mitochondrion -~ ™% Nucleus

Fungal cells often share cytoplasm through septa

Figura (21): Las células fuangicas suelen compartir el

citoplasma a través de los septos.

Células animales

Las células animales no tienen paredes celulares. En su lugar,

solo tienen una membrana plasmatica. La falta de pared celular
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permite a las células animales adoptar muchas formas diferentes.
Esto permite que se produzcan los procesos de fagocitosis ("'comer
células") y pinocitosis ("beber células"). Las células animales se
diferencian de las vegetales en que no tienen cloroplastos y tienen
muchas vacuolas mas pequefias en lugar de una gran vacuola

central.

Protozoos

Los protozoos son organismos eucariotas que constan de una
sola célula. Pueden desplazarse, comer otros organismos pequefios
y digerir los alimentos dentro de las vacuolas. Algunos protozoos
tienen muchos cilios, que son pequefios pelos moviles que les
permiten nadar. Otros utilizan grandes estructuras de flagelos -que
se parecen a una gran cola- para nadar por el agua. Algunos
protistas también tienen una fina capa llamada pelicula que

proporciona soporte a la membrana celular.

Amoeba Euglena Paramecium caudatum

Several types of Protozoan

Figura (22): Varios tipos de protozoos.
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B-Célula procariota

Las células procariotas son microorganismos unicelulares
conocidos por ser los mdas antiguos de la Tierra. Entre los
procariotas se encuentran las bacterias y las arqueas. Los
procariotas fotosintéticos incluyen a las cianobacterias que realizan

la fotosintesis.

Una célula procariota consta de una sola membrana y, por tanto,
todas las reacciones se producen dentro del citoplasma. Pueden ser
de vida libre o parasitos.

Caracteristicas de la célula procariota

Las células procariotas tienen diferentes rasgos caracteristicos.
A continuacion se mencionan las caracteristicas de las células

procariotas.
1. Carecen de membrana nuclear.

2. Las mitocondrias, los cuerpos de Golgi, el cloroplasto y los

lisosomas estan ausentes.
3. El material genético esta presente en un solo cromosoma.

4. En ellos faltan las proteinas histonicas, importantes

constituyentes de los cromosomas eucariotas.

5. La pared celular estd formada por carbohidratos y

aminoacidos.
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6. La membrana plasmatica actGia como la membrana

mitocondrial que transporta las enzimas respiratorias.

7. Se dividen asexualmente por fision binaria. El modo de

reproduccion sexual implica la conjugacion.

Estructura de la célula procariota

Una célula procariota no tiene una membrana nuclear. Sin
embargo, el material genético estd presente en una region del
citoplasma conocida como nucleoide. Pueden ser esféricas, en
forma de varilla o en espiral. La estructura de una célula procariota

es la siguiente:

1. Capsula: Es una cubierta protectora externa que se encuentra
en las células bacterianas, ademas de la pared celular. Ayuda
a retener la humedad, protege a la célula cuando es engullida
y ayuda a la fijacion de las células a los nutrientes y a las

superficies.

2. Pared celular: Es la capa mas externa de la célula que le da

forma.

3. Citoplasma: El citoplasma estd compuesto principalmente
por enzimas, sales, organulos celulares y es un componente

de tipo gel.

4. Membrana celular: Esta capa rodea el citoplasma y regula

la entrada y salida de sustancias en las células.
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5. Pili: Son excrecencias en forma de pelo que se adhieren a la

superficie de otras células bacterianas.

6. Flagelos: Son estructuras largas en forma de latigo, que

ayudan a la locomocion de una célula.
7. Ribosomas: Participan en la sintesis de proteinas.

8. Los plasmidos: Los plasmidos son estructuras de ADN no

cromosomicas. No participan en la reproduccion.

9. Region del nucleoide: Es la region del citoplasma donde se

encuentra el material genético.

Una célula procariota carece de ciertos organulos como las

mitocondrias, el reticulo endoplasmico y los cuerpos de Golgi.

PROKARYOTIC CELLS

Ribosomes

Cytoplasm

£ * 0 Bacterial
(Nucleoid) u . flagellum

Capsule
Plasma Cell wall P

membrane
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Figura (23): El diagrama de la célula procariota ilustra la

ausencia de un verdadero nucleo.
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1-2 Componentes de las células procariotas

Las células procariotas tienen cuatro componentes principales:

Membrana plasmatica: es una cubierta protectora externa de

moléculas de fosfolipidos que separa la célula del entorno.

Citoplasma - Es una sustancia gelatinosa presente en el interior de
la célula. Todos los organulos de la célula estan suspendidos en

ella.

ADN- Es el material genético de la célula. Todos los procariotas
poseen un ADN circular. Dirige las proteinas que crea la célula.

También regula las acciones de la célula.
Ribosomas - Aqui se produce la'sintesis de proteinas.
Algunas células procariotas poseen cilios y flagelos que ayudan a
la locomocion.
Reproduccion en procariotas
Un procariota se reproduce de dos maneras:
« Asexualmente por fision binaria
« Sexualmente por conjugacion
Fision binaria
1. El ADN de un organismo se replica y las nuevas copias se

adhieren a la membrana celular.



2. La pared celular empieza a aumentar de tamafio y comienza

a moverse hacia el interior.
3. Entonces se forma una pared celular entre cada ADN,
dividiendo la célula en dos células hijas.
Recombinacion

En este proceso, los genes de una bacteria se transfieren al
genoma de otra. Tiene lugar de tres maneras: conjugacion,

transformacion y transduccion.

. La conjugacion es el proceso en el que los genes se
transfieren entre dos bacterias a-través de una estructura

tubular proteica llamada pilus.

« La transformacion es el modo de reproduccion sexual en el
que el ADN del entorno es tomado por la célula bacteriana e

incorporado a su ADN.

. La transduccion es el proceso en el que el material genético
se transfiere a la célula bacteriana con la ayuda de virus. Los

bacteriofagos son los virus que inician el proceso.
Ejemplos de células procariotas

A continuacidn se mencionan ejemplos de células procariotas:
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Células bacterianas

Son organismos unicelulares que se encuentran en todas partes de
la tierra, desde el suelo hasta el cuerpo humano. Tienen diferentes
formas y estructuras. La pared celular se compone de

peptidoglicano que proporciona estructura a la pared celular.

Las bacterias tienen algunas estructuras unicas como los pili, los
flagelos y la capsula. También poseen ADN extracromosdomico
conocido como plasmidos. Tienen la capacidad de formar
estructuras duras e inactivas conocidas como endosporas que les
ayudan a sobrevivir en condiciones desfavorables. Las endosporas

se activan cuando las condiciones vuelven a ser favorables.

Células Arqueologicas

Las arqueobacterias son organismos unicelulares similares a las
bacterias en forma y tamafio. Se encuentran en ambientes extremos
como las aguas termales y en otros lugares como el suelo, los
pantanos e incluso en el interior de los seres humanos. Tienen una
pared celular y flagelos. La pared celular de las arqueas no contiene
peptidoglicano. Las membranas de las arqueas tienen lipidos
diferentes con una estereoquimica completamente distinta. Al igual
que las bacterias, las arqueas tienen un cromosoma circular.
También poseen plasmidos. Para obtener mas informacion sobre

las células procariotas, su definicidn, estructura, caracteristicas y
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ejemplos, siga visitando el sitio web de Biologia de BYJU o

descargue la aplicacion de BYJU para obtener mas informacion.

FLAGELLUM

FIMBRIA

DNA
IN NUCLEOID

CYTOPLASM

RIBOSOMES

PLASMID

www.visiblebody.com

Figura (24): Estructuras bacterianas.
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Pared de la celda A

La pared celular es la pared de una célula en plantas, bacterias,
hongos, algas y algunas arqueas. Las células animales no tienen
paredes celulares, ni tampoco los protozoos. Las paredes celulares
protegen a las células de los dafios. También estan ahi para hacer
que la célula sea fuerte, para mantener su forma y para controlar el

crecimiento de la célula y de la planta.

La pared celular es la capa resistente, normalmente flexible pero
a veces bastante rigida, que rodea algunos tipos de células. Se
encuentra fuera de la membrana celular y proporciona a estas
células soporte y proteccion, ademas de actuar como filtro. La
pared celular también actua como recipiente de presion, evitando

la sobreexpansion cuando el agua entra en la célula por 6smosis.

El material de la pared celular varia. En las plantas y las algas,
la pared celular estd formada por largas moléculas de celulosa,
pectina y hemicelulosa. La pared celular tiene canales que permiten
la entrada de algunas proteinas y mantienen otras fuera. El agua y
las moléculas pequefias pueden atravesar la pared celular y la

membrana celular.

La pared celular tiene fuerza mecénica y soporta la forma de la

célula. Esta resistencia mecanica es su principal funcion:

Piense en la pared celular como una cesta de mimbre en la que se

ha inflado un globo para que ejerza presion desde el interior. Dicha
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cesta es muy rigida y resistente a los dafios mecanicos. Asi, los
[organismos] celulares que tienen una pared celular) obtienen su
fuerza de una membrana plasmatica flexible que presiona contra

una pared celular rigida".

Aunque la pared celular de las plantas es fuerte, no es rigida ni
rigida. La flexibilidad de las paredes celulares se observa cuando
las plantas se marchitan, de modo que los tallos y las hojas

comienzan a caer.

Algunas plantas afiaden material de refuerzo a algunas de sus
paredes celulares. Una pared celular secundaria es una capa
adicional de celulosa que aumenta la rigidez de la pared. Se pueden
afiadir mas capas que contengan lignina en las paredes celulares del
xilema, o que contengan suberina en las paredes celulares del
corcho. Estos compuestos son rigidos e impermeables. Hacen que
la pared secundaria searigida. Tanto las células de la madera como
las de la corteza de los arboles tienen paredes secundarias. Otras
partes de las plantas, como el tallo de las hojas, pueden reforzarse

para resistir la tension de las fuerzas fisicas.

Permeabilidad

Las moléculas pequefas, incluidas las proteinas pequeiias,
pueden atravesar facilmente la pared celular primaria de la planta.

El agua y el didxido de carbono se distribuyen por toda la planta.
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El pH es un factor importante en el transporte de moléculas a través

de las paredes celulares.

Pared celular bacteriana

Figura (25): Diagrama de una tipica bacteria Gram-positiva.

La envoltura celular tiene una membrana plasmatica, de color
verde, y una gruesa pared celular que contiene peptidoglicano (la
capa amarilla). No hay membrana lipidica externa, como tienen las
bacterias Gram negativas. La capa roja, la capsula, es distinta de la

envoltura celular

Alrededor del exterior de la membrana celular se encuentra la
pared celular bacteriana. Las paredes celulares bacterianas estan

formadas por peptidoglicano, que se compone de cadenas de
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polisacaridos reticulados por péptidos inusuales que contienen D-
aminodcidos. Las paredes celulares bacterianas son diferentes de
las paredes celulares de las plantas y los hongos, que estan hechas

de celulosa y quitina, respectivamente.

La pared celular de las bacterias también es distinta de la de las
arqueas, que no contienen peptidoglicano. La pared celular es
esencial para la supervivencia de muchas bacterias. El antibidtico
penicilina es capaz de matar a las bacterias impidiendo la
reticulacion del peptidoglicano, lo que hace que la pared celular se
debilite y se lise. La enzima lisozima también puede dafiar las

paredes celulares bacterianas

Lamela media

La ldmina media da a la célula forma, soporte y fuerza. Esta
formada por calcio y magnesio. Aunque se llame lamina media, es
la parte exterior de la célula. La lamina media es la primera pared

de la célula que le da proteccion.

Membrana de la célula animal

Las células animales no tienen paredes celulares. Tienen

microfilamentos (los filamentos mas finos del citoesqueleto).
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Nucleo B

En biologia celular, el nucleo (pl. nuclei; del latin nucleus o
nuculeus, que significa niicleo o semilla) es un orgénulo con
membrana que se encuentra en las células eucariotas. Los
eucariotas suelen tener un solo nucleo, pero algunos tipos de
células, como los gldébulos rojos de los mamiferos, no tienen
nucleo, y otros pocos, como los osteoclastos, tienen muchos. Las
principales estructuras que componen el nucleo son la envoltura
nuclear, una doble membrana que encierra todo el organulo y aisla
su contenido del citoplasma celular; y la matriz nuclear (que
incluye la lamina nuclear), una red dentro del ntcleo que afiade
soporte mecanico, de forma similar a como el citoesqueleto

sostiene a la célula en su conjunto.

El nucleo celular contiene todo el genoma de la célula, excepto
la pequefia cantidad-de ADN mitocondrial y, en las células
vegetales, el ADN plastidial. E1 ADN nuclear se organiza como
multiples moléculas lineales largas en un complejo con una gran
variedad de proteinas, como las histonas, para formar los
cromosomas. Los genes dentro de estos cromosomas estan
estructurados de tal manera que promueven la funcidn celular. El
nicleo mantiene la integridad de los genes y controla las
actividades de la célula mediante la regulacion de la expresion
génica, el nucleo es, por tanto, el centro de control de la célula

porque la envoltura nuclear es impermeable a las moléculas
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grandes, los poros nucleares son necesarios para regular el
transporte nuclear de moléculas a través de la envoltura. Los poros
atraviesan ambas membranas nucleares, proporcionando un canal
a través del cual las moléculas mas grandes deben ser transportadas
activamente por proteinas portadoras, al tiempo que permiten el
libre movimiento de moléculas pequefias e iones. EI movimiento
de grandes moléculas, como las proteinas y el ARN, a través de los
poros es necesario tanto para la expresion de los genes como para

el mantenimiento de los cromosomas.

Aunque el interior del nucleo no contiene ningin
subcompartimento unido a una membrana, su contenido no es
uniforme y existen varios cuerpos  nucleares, formados por
proteinas unicas, moléculas de ARN y partes particulares de los
cromosomas. El mas conocido es el nucléolo, que participa
principalmente en el ensamblaje de los ribosomas. Tras producirse
en el nucléolo, los ribosomas se exportan al citoplasma, donde

traducen el ARN mensajero.
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Figura (26): Nucleo.

El nucleo contiene casi todo el ADN de la célula, rodeado por
una red de filamentos intermedios fibrosos y envuelto en una doble
membrana llamada "envoltura nuclear". La envoltura nuclear
separa el liquido del interior del nticleo, llamado nucleoplasma, del
resto de la célula. El tamafio del nicleo depende del tamaio de la
célula en la que se encuentra, y el ntcleo suele ocupar alrededor
del 8% del volumen total de la célula. El ntcleo es el mayor
organulo de las células animales. En las células de los mamiferos,
el didmetro medio del nucleo es de aproximadamente 6

micrémetros (um).
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Envoltura nuclear y poros

Cytoplasm

Figura (27): Envoltura nuclear y poros.

Seccion transversal de un poro nuclear en la superficie de la
envoltura nuclear (1). Otros rétulos del diagrama muestran (2) el

anillo exterior, (3) los radios, (4)la cesta y (5) los filamentos.

La envoltura nuclear consta de dos membranas, una interna y otra
externa. Juntas, estas.membranas sirven para separar el material
genético de la célula del resto del contenido celular y permiten que
el nucleo mantenga un entorno distinto del resto de la célula. A
pesar de su estrecha aposicion alrededor de gran parte del nucleo,
las dos membranas difieren sustancialmente en cuanto a su forma
y contenido. La membrana interna rodea el contenido nuclear,
proporcionando su borde definitorio. Dentro de la membrana
interna, varias proteinas unen los filamentos intermedios que dan
al nticleo su estructura. La membrana externa encierra la membrana

interna y es continua con la membrana del reticulo endoplasmico
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adyacente. Como parte de la membrana del reticulo endoplasmico,
la membrana nuclear externa estd repleta de ribosomas que
traducen activamente las proteinas a través de la membrana. El
espacio entre las dos membranas, denominado "espacio

perinuclear", es continuo con el lumen del reticulo endoplasmico.

Los poros nucleares, que proporcionan canales acuosos a través
de la envoltura, estan compuestos por multiples proteinas,
denominadas colectivamente nucleoporinas. Los poros tienen un
peso molecular de entre 60 y 80 millones de daltons y estan
formados por entre 50 (en la levadura) y varios cientos de proteinas
(en los vertebrados). Los poros tienen un diametro total de 100 nm;
sin embargo, la brecha a través de la‘cual las moléculas difunden
libremente sélo tiene una anchura de unos 9 nm, debido a la
presencia de sistemas reguladores en el centro del poro. Este
tamafio permite selectivamente el paso de pequefias moléculas
hidrosolubles, al tiempo que impide que moléculas mas grandes,
como los acidos nucleicos y las proteinas de mayor tamafio, entren
o salgan del nticleo de forma inapropiada. Estas grandes moléculas
deben ser transportadas activamente al nucleo. El nucleo de una
célula tipica de mamifero tiene entre 3.000 y 4.000 poros a lo largo
de su envoltura, cada uno de los cuales contiene una estructura en
forma de anillo 6ctuplemente simétrico en una posicién en la que
se fusionan las membranas interna y externa. Al anillo se une una

estructura llamada cesta nuclear que se extiende hasta el
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nucleoplasma, y una serie de extensiones filamentosas que llegan
hasta el citoplasma. Ambas estructuras sirven para mediar la unién

a las proteinas de transporte nuclear.

La mayoria de las proteinas, subunidades ribosémicas y algunos
ARN son transportados a través de los complejos de poros en un
proceso mediado por una familia de factores de transporte
conocidos como carioferinas. Las carioferinas que median en el
movimiento hacia el nicleo se denominan también importinas,
mientras que las que median en el movimiento hacia fuera del
nucleo se denominan exportinas. La mayoria de las carioferinas
interactuan directamente con su carga, aunque algunas utilizan
proteinas adaptadoras. Las hormonas esteroides, como el cortisol y
la aldosterona, asi como otras pequefias moléculas solubles en
lipidos que participan en la sefializacion intercelular, pueden
difundirse a través de la membrana celular hasta el citoplasma,
donde se unen a las proteinas de los receptores nucleares que son
transportadas al nucleo. Alli actian como factores de transcripcion
cuando se unen a su ligando; en ausencia de un ligando, muchos de
estos receptores funcionan como desacetilasas de histonas que

reprimen la expresion génica
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Figura (28): Envoltura nuclear y poros.

Lamina nuclear

En las células animales, dos redes de filamentos intermedios
proporcionan al nicleo un soporte mecanico: La lamina nuclear
forma una malla organizada en la cara interna de la envoltura,
mientras que en la cara citosolica de la envoltura se proporciona un
soporte menos organizado. Ambos sistemas proporcionan soporte
estructural a la envoltura nuclear y lugares de anclaje para los

cromosomas y los poros nucleares.

La lamina nuclear estd compuesta principalmente por proteinas
laminares. Como todas las proteinas, las laminas se sintetizan en el
citoplasma y posteriormente se transportan al interior del nucleo,
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donde se ensamblan antes de incorporarse a la red existente de
laminas nucleares. Las lamininas que se encuentran en la cara
citosdlica de la membrana, como la emerina y la nesprina, se unen
al citoesqueleto para proporcionar soporte estructural. Las
lamininas también se encuentran en el interior del nucleoplasma,
donde forman otra estructura regular, conocida como velo
nucleopldasmico, que es visible mediante microscopia de
fluorescencia. La funcidn real del velo no esta clara, aunque esta
excluido del nucleoplasma y esta presente durante la interfase. Las
estructuras laminares que componen el velo, como la LEM3, se
unen a la cromatina y la alteracién de su estructura inhibe la

transcripcidon de los genes codificantes de proteinas.

Al igual que los componentes-de otros filamentos intermedios,
el monomero de la lamina contiene un dominio alfa-helicoidal
utilizado por dos mondmeros para enrollarse uno alrededor del
otro, formando una estructura de dimero llamada espiral enrollada.
A continuacidn, dos de estas estructuras dimero se unen una al lado
de la otra, en una disposicion antiparalela, para formar un tetramero
llamado protofilamento. Ocho de estos protofilamentos forman una
disposicion lateral que se retuerce para formar un filamento en
forma de cuerda. Estos filamentos pueden ensamblarse o
desensamblarse de forma dindmica, lo que significa que los
cambios en la longitud del filamento dependen de las tasas de

adicion y eliminacion de filamentos que compiten entre si.
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Las mutaciones en los genes de las laminas que provocan
defectos en el ensamblaje de los filamentos causan un grupo de
trastornos genéticos raros conocidos como /laminopatias. La
laminopatia més notable es la familia de enfermedades conocida
como progeria, que provoca la aparicion de un envejecimiento
prematuro en sus enfermos. El mecanismo exacto por el que los
cambios bioquimicos asociados dan lugar al fenotipo envejecido

no se conoce bien.

Cromosomas

Figura (28): Un nucleo de fibroblasto de raton en el que el ADN
se tifie de azul. Los distintos territorios cromosoémicos del
cromosoma 2 (rojo) y del cromosoma 9 (verde) se tifien con

hibridacion in situ fluorescente.

El ntcleo celular contiene la mayor parte del material genético
de la célula en forma de multiples moléculas lineales de ADN
organizadas en estructuras llamadas cromosomas. Cada célula

humana contiene aproximadamente dos metros de ADN. Durante
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la mayor parte del ciclo celular, éstos se organizan en un complejo
de ADN-proteina conocido como cromatina, y durante la divisién
celular la cromatina puede verse formando los cromosomas bien
definidos que se conocen en un cariotipo. En cambio, una pequefia

fraccion de los genes de la célula se encuentra en las mitocondrias.

Existen dos tipos de cromatina. La eucromatina es la forma de
ADN menos compacta y contiene los genes que la célula expresa
con frecuencia. El otro tipo, la heterocromatina, es la forma mas
compacta y contiene ADN que se transcribe con poca frecuencia.
Esta estructura se clasifica a su vez en heterocromatina facultativa,
que consiste en genes que se organizan como heterocromatina solo
en ciertos tipos de células o en ciertas etapas del desarrollo, y
heterocromatina constitutiva ~que consiste en componentes
estructurales del cromosoma como los telémeros y los
centromeros. Durante la interfase, la cromatina se organiza en
parches individuales discretos llamados territorios cromosomicos.
Los genes activos, que generalmente se encuentran en la region
eucromatica del cromosoma, tienden a localizarse hacia el limite

del territorio cromosomico.

Los anticuerpos contra ciertos tipos de organizacion de la
cromatina, en particular los nucleosomas, se han asociado a varias
enfermedades autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico.

Se conocen como anticuerpos antinucleares (ANA) y también se
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han observado en conjunto con la esclerosis multiple como parte

de la disfuncion general del sistema inmunitario.
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Membrana de la célula C

La membrana celular, también conocida como membrana
plasmatica (MP) o membrana citoplasmatica e histdricamente
denominada plasmalema, es una membrana biologica que separa el
interior de todas las células del entorno exterior (el espacio
extracelular) que protege a la célula de su entorno. La membrana
celular estd formada por una bicapa lipidica, que incluye
colesteroles (un componente lipidico) que se sitian entre los
fosfolipidos para mantener su fluidez a distintas temperaturas. La
membrana también contiene proteinas de membrana, incluyendo
proteinas integrales que atraviesan la membrana sirviendo como
transportadores de membrana y proteinas periféricas que se
adhieren libremente al lado exterior (periférico) de la membrana
celular, actuando como enzimas que dan forma a la célula. La
membrana celular controla el movimiento de sustancias dentro y
fuera de las células y los organulos. De este modo, es
selectivamente permeable a los iones y a las moléculas organicas.*!
Ademas, las membranas celulares intervienen en diversos procesos
celulares, como la adhesion celular, la conductividad idnica y la
sefalizacion celular, y sirven de superficie de unioén para varias
estructuras extracelulares, como la pared celular, la capa de
hidratos de carbono llamada glicocalix y la red intracelular de

fibras proteicas llamada citoesqueleto. En el campo de la biologia
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sintética, las membranas celulares pueden rearmarse

artificialmente.
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Figura (29): Célula eucariota y célula procariota.

Composicion

Las membranas celulares contienen una gran variedad de
moléculas biologicas, sobre todo lipidos y proteinas. Su
composicion no es fija, sinoque cambia constantemente por la
fluidez y los cambios en.el entorno, e incluso fluctua durante las
diferentes etapas del desarrollo celular. Concretamente, la cantidad
de colesterol en la membrana de las células neuronales primarias
humanas cambia, y este cambio en la composicion afecta a la

fluidez a lo largo de las etapas de desarrollo.

El material se incorpora a la membrana, o se elimina de ella, por

diversos mecanismos:

. La fusion de las vesiculas intracelulares con la membrana
(exocitosis) no solo excreta el contenido de la vesicula, sino que

también incorpora los componentes de la membrana de la

115



vesicula a la membrana celular. La membrana puede formar
burbujas alrededor del material extracelular que se pellizca para
convertirse en vesiculas (endocitosis).

« Siuna membrana es continua con una estructura tubular hecha
de material de membrana, entonces el material del tubo puede
ser arrastrado a la membrana continuamente.

« Aunque la concentracion de los componentes de la membrana
en la fase acuosa es baja (los componentes estables de la
membrana tienen baja solubilidad en el agua), existe un

intercambio de moléculas entre las fases lipidica y acuosa.
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Figura (30): Ejemplos de los principales fosfolipidos y
glicolipidos de membrana: fosfatidilcolina (PtdCho),
fosfatidiletanolamina (PtdEtn), fosfatidilinositol (PtdIns),
fosfatidilserina (PtdSer).

La membrana celular esta formada por tres clases de lipidos

anfipaticos: fosfolipidos, glicolipidos y esteroles. La cantidad de
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cada uno depende del tipo de célula, pero en la mayoria de los casos
los fosfolipidos son los mas abundantes, contribuyendo a menudo
a mas del 50% de todos los lipidos de las membranas plasmaticas.
Los glicolipidos sdlo representan una cantidad infima de
aproximadamente el 2% y los esteroles constituyen el resto. En los
estudios de los gldbulos rojos, el 30% de la membrana plasmatica
son lipidos. Sin embargo, en la mayoria de las células eucariotas,
la composicion de las membranas plasmaticas es aproximadamente

la mitad de lipidos y la mitad de proteinas en peso.

Las cadenas grasas de los fosfolipidos y los glucolipidos suelen
contener un nimero par de atomos de carbono, normalmente entre
16 y 20. Los acidos grasos de 16y 18 carbonos son los mas
comunes. Los acidos grasos pueden ser saturados o insaturados,
con la configuracion de los dobles enlaces casi siempre "cis". La
longitud y el grado de insaturacion de las cadenas de acidos grasos
tienen un profundo efecto en la fluidez de la membrana, ya que los
lipidos insaturados crean un pliegue, impidiendo que los acidos
grasos se empaqueten tan estrechamente, lo que disminuye la
temperatura de fusion (aumentando la fluidez) de la membrana. La
capacidad de algunos organismos de regular la fluidez de sus
membranas celulares alterando la composicion de los lipidos se

denomina adaptacion homeoviscosa.

Toda la membrana se mantiene unida gracias a la interaccién no

covalente de las colas hidrofobicas, pero la estructura es bastante
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fluida y no esté fijada de forma rigida. En condiciones fisiologicas,
las moléculas de fosfolipidos de la membrana celular se encuentran
en estado de cristalizacion liquida. Esto significa que las moléculas
lipidicas son libres de difundir y presentan una rapida difusion
lateral a lo largo de la capa en la que estan presentes. Sin embargo,
el intercambio de moléculas de fosfolipidos entre las hojas
intracelulares y extracelulares de la bicapa es un proceso muy lento.
Las balsas lipidicas y las caveolas son ejemplos de microdominios
enriquecidos en colesterol en la membrana celular. Ademads, una
fraccion del lipido en contacto directo con las proteinas integrales
de la membrana, que esta estrechamente unida a la superficie de la
proteina, se denomina céascara lipidica anular; se comporta como

una parte del complejo proteico.

En las células animales, ¢l colesterol se encuentra normalmente
disperso en diversos grados a lo largo de las membranas celulares,
en los espacios irregulares entre las colas hidrofobicas de los
lipidos de la membrana, donde confiere un efecto de rigidez y
fortalecimiento a la membrana. Ademas, la cantidad de colesterol
en las membranas bioldgicas varia entre organismos, tipos de
células e incluso en células individuales. El colesterol, un
componente principal de las membranas plasmaticas de los
animales, regula la fluidez de la membrana en general, lo que
significa que el colesterol controla la cantidad de movimiento de

los distintos componentes de la membrana celular en funcién de
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sus concentraciones. A altas temperaturas, el colesterol inhibe el
movimiento de las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos,
provocando una menor permeabilidad a las moléculas pequefias y
una menor fluidez de la membrana. El papel del colesterol en
temperaturas mas bajas es el contrario. La produccion de colesterol,
y por lo tanto su concentracion, se regula (aumenta) en respuesta a
la temperatura fria. A temperaturas frias, el colesterol interfiere en
las interacciones de las cadenas de acidos grasos. Actuando como
anticongelante, el colesterol mantiene la fluidez de la membrana.
El colesterol es mas abundante en los animales de clima frio que en
los de clima calido. En las plantas, que carecen de colesterol, unos
compuestos afines llamados esteroles realizan la misma funcion

que el colesterol.

Fosfolipidos que forman vesiculas lipidicas

Las vesiculas lipidicas o liposomas son bolsas aproximadamente
esféricas encerradas en una bicapa lipidica. Estas estructuras se
utilizan en los laboratorios para estudiar los efectos de las
sustancias quimicas en las células mediante la entrega de estas
sustancias quimicas directamente a la célula, asi como para obtener
mas informacion sobre la permeabilidad de la membrana celular.
Las vesiculas lipidicas y los liposomas se forman suspendiendo
primero un lipido en una solucién acuosa y luego agitando la

mezcla mediante sonicacion, lo que da lugar a una vesicula. La
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medicion de la velocidad de salida del interior de la vesicula a la
solucidén ambiental permite a los investigadores comprender mejor
la permeabilidad de la membrana. Las vesiculas pueden formarse
con moléculas e iones en su interior formando la vesicula con la
molécula o el ion deseado presente en la solucion. Las proteinas
también pueden incrustarse en la membrana mediante la
solubilizacion de las proteinas deseadas en presencia de
detergentes y su union a los fosfolipidos en los que se forma el
liposoma. Esto proporciona a los investigadores una herramienta

para examinar diversas funciones de las proteinas de membrana.

Carbohidratos

Las membranas plasmaticas también contienen carbohidratos,
predominantemente glicoproteinas, pero con algunos glicolipidos
(cerebrésidos y gangliosidos). Los hidratos de carbono son
importantes en el papel de reconocimiento célula-célula en los
eucariotas; se situan en la superficie de la célula donde reconocen
a las células huésped y comparten informacion, los virus que se
unen a las células utilizando estos receptores provocan una
infeccion. En su mayor parte, la glicosilacion no se produce en las
membranas dentro de la célula, sino que generalmente la
glicosilacion se produce en la superficie extracelular de la
membrana plasmatica. El glicocalix es una caracteristica

importante en todas las células, especialmente en los epitelios con
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microvellosidades. Datos recientes sugieren que el glicocalix
participa en la adhesion celular, la localizacién de linfocitos y
muchas otras cosas. El pentltimo azucar es la galactosa y el aztcar
terminal es el 4cido sialico, ya que la columna vertebral del aztcar
se modifica en el aparato de Golgi. El acido sialico tiene una carga
negativa, lo que proporciona una barrera externa a las particulas

cargadas.
Proteinas

La membrana celular tiene un gran contenido de proteinas,
normalmente alrededor del 50% del volumen de la membrana.
Estas proteinas son importantes para la célula porque son
responsables de diversas actividades bioldgicas. Aproximadamente
un tercio de los genes de la levadura codifican especificamente para
ellas, y este numero es aun mayor en los organismos
multicelulares.?* Las proteinas de membrana se dividen en tres
tipos principales: proteinas integrales, proteinas periféricas y
proteinas ancladas a lipidos; las proteinas integrales son proteinas
transmembrana anfipaticas. Algunos ejemplos de proteinas
integrales son los canales ionicos, las bombas de protones y los
receptores acoplados a proteinas G. Los canales i6nicos permiten
que los iones inorganicos como el sodio, el potasio, el calcio o el
cloro se difundan por su gradiente electroquimico a través de la
bicapa lipidica a través de poros hidrofilicos en la membrana. El

comportamiento eléctrico de las células, por ejemplo las nerviosas,
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esta controlado por canales idnicos.!*! Las bombas de protones son
bombas de proteinas incrustadas en la bicapa lipidica que permiten
que los protones viajen a través de la membrana mediante la
transferencia de una cadena lateral de aminoacidos a otra. Procesos
como el transporte de electrones y la generacion de ATP utilizan
bombas de protones. Un receptor acoplado a una proteina G es una
cadena polipeptidica unica que atraviesa la bicapa lipidica siete
veces en respuesta a las moléculas de sefializacion, es decir, las
hormonas y los neurotransmisores. Los receptores acoplados a
proteinas G se utilizan en procesos como la sefializacion entre
células, la regulacion de la produccion de AMPc y la regulacion de

los canales 10nicos.

La membrana celular, al estar expuesta al entorno exterior, es un
importante lugar de comunicacion célula-célula. Por ello, en la
superficie de la membrana hay una gran variedad de receptores
proteicos y proteinas de identificacion, como los antigenos. Las
funciones de las proteinas de membrana también pueden incluir el
contacto célula-célula, el reconocimiento de la superficie, el
contacto con el citoesqueleto, la sefalizacion, la actividad

enzimatica o el transporte de sustancias a través de la membrana.

La mayoria de las proteinas de membrana deben insertarse de
alguna manera en la membrana. Para ello, una "secuencia sefial" de
aminoacidos en el extremo N dirige las proteinas al reticulo

endoplasmico, que las inserta en una bicapa lipidica. Una vez

122



insertadas, las proteinas son transportadas a su destino final en

vesiculas, donde la vesicula se fusiona con la membrana objetivo.
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Figura (30): Membrana plasmatica.

La membrana celular rodea el citoplasma de las células vivas,
separando fisicamente los componentes intracelulares del entorno
extracelular. La membrana celular también desempefia un papel en
el anclaje del citoesqueleto para dar forma a la célula, y en la
fijacion a la matriz extracelular y a otras células para mantenerlas
unidas y formar tejidos. Los hongos, las bacterias, la mayoria de
las arqueas y las plantas también tienen una pared celular, que
proporciona un soporte mecanico a la célula e impide el paso de

moléculas mas grandes.

La membrana celular es selectivamente permeable y capaz de
regular lo que entra y sale de la célula, facilitando asi el transporte
de los materiales necesarios para la supervivencia. El movimiento
de sustancias a través de la membrana puede ser "pasivo", ya que

se produce sin el aporte de energia celular, o "activo", ya que
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requiere que la célula gaste energia para transportarlo. La
membrana también mantiene el potencial celular. La membrana
celular funciona, por tanto, como un filtro selectivo que sdlo
permite que ciertas cosas entren o salgan de la célula. La célula
emplea una seric de mecanismos de transporte en los que

intervienen las membranas biologicas:

1. Osmosis pasiva y difusion: Algunas sustancias (pequefias
moléculas, iones), como el diéxido de carbono (CO2 ) y el oxigeno
(O2), pueden atravesar la membrana plasmatica por difusion, que
es un proceso de transporte pasivo. Debido a que la membrana
actia como barrera para ciertas moléculas e iones, €éstos pueden
presentarse en diferentes concentraciones en los dos lados de la
membrana. La difusion se produce cuando las moléculas pequefias
y los iones se mueven libremente de una concentracion alta a una
baja para equilibrar la-membrana. Se considera un proceso de
transporte pasivo porque no requiere energia y es impulsado por el
gradiente de concentracion creado por cada lado de la membrana.
Dicho gradiente de concentracién a través de una membrana
semipermeable establece un flujo osmotico para el agua. La
6smosis, en los sistemas biologicos, implica un disolvente que se
mueve a través de una membrana semipermeable de forma similar
a la difusion pasiva, ya que el disolvente sigue moviéndose con el

gradiente de concentracion y no requiere energia. Aunque el agua
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es el disolvente méas comun en la célula, también pueden ser otros

liquidos, asi como liquidos y gases supercriticos.

2. Canales y transportadores de proteinas transmembrana: Las
proteinas transmembrana se extienden a través de la bicapa lipidica
de las membranas; funcionan a ambos lados de la membrana para
transportar moléculas a través de ella. Los nutrientes, como los
azucares o los aminoacidos, deben entrar en la célula, y ciertos
productos del metabolismo deben salir de ella. Estas moléculas
pueden difundirse de forma pasiva a través de canales proteicos
como las acuaporinas en difusion facilitada o son bombeadas a
través de la membrana por transportadores transmembrana. Las
proteinas canalizadoras, también llamadas permeasas, suelen ser
bastante especificas y solo reconocen y transportan una variedad
limitada de sustancias quimicas, a menudo limitadas a una sola
sustancia. Otro ejemplo-de proteina transmembrana es un receptor
de superficie celular, que permite que las moléculas de sefializacion

celular se comuniquen entre las células.

3. Endocitosis: La endocitosis es el proceso en el que las células
absorben moléculas engulléndolas. La membrana plasmatica crea
una pequefia deformacion hacia el interior, llamada invaginacion,
en la que se captura la sustancia a transportar. Esta invaginacion
estd provocada por las proteinas del exterior de la membrana
celular, que actuan como receptores y se agrupan en depresiones

que acaban promoviendo la acumulacion de mas proteinas y lipidos
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en el lado citosolico de la membrana. A continuacion, la
deformacion se desprende de la membrana en el interior de la
célula, creando una vesicula que contiene la sustancia capturada.
La endocitosis es una via para la internalizacion de particulas
solidas "cell eating" o fagocitosis, pequefias moléculas e iones "cell
drinking" o pinocitosis y macromoléculas. La endocitosis requiere

energia y, por tanto, es una forma de transporte activo.

4. Exocitosis: Al igual que el material puede introducirse en la
célula por invaginacién y formacion de una vesicula, la membrana
de una vesicula puede fusionarse con la membrana plasmatica,
extruyendo su contenido al medio circundante. Este es el proceso
de exocitosis. La exocitosis se produce en varias células para
eliminar los residuos no digeridos de las sustancias introducidas
por endocitosis, para secretar sustancias como hormonas y
enzimas, y para transportar una sustancia completamente a través
de una barrera celular. En el proceso de exocitosis, la vacuola
alimenticia que contiene residuos no digeridos o la vesicula
secretora brotada del aparato de Golgi, es trasladada primero por el
citoesqueleto desde el interior de la célula hasta la superficie. La
membrana de la vesicula entra en contacto con la membrana
plasmatica. Las moléculas lipidicas de las dos bicapas se
reorganizan y las dos membranas se fusionan. Se forma un pasaje
en la membrana fusionada y las vesiculas descargan su contenido

fuera de la célula.
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Figura (31): Difusion a través de la membrana plasmatica.
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Figura (32): Glicolipido, proteina alfa-hélice, colesterol,

segmento hidrofobico de la proteina alfa-hélice y cadena lateral

de oligosacaridos de la membrana plasmatica.

Estructuras

Modelo de mosaico de fluidos

Segun el modelo de mosaico de fluidos de S. J. Singer y G. L.
Nicolson (1972), que sustituy6 al anterior modelo de Davson y
Danielli, las membranas bioldgicas pueden considerarse como un
liquido bidimensional en el que las moléculas de lipidos y proteinas
se difunden con mayor o menor facilidad. Aunque las bicapas
lipidicas que constituyen la base de las membranas forman
efectivamente liquidos bidimensionales por si mismas, la

membrana plasmatica contiene también una gran cantidad de
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proteinas, que aportan mas estructura. Ejemplos de estas
estructuras son los complejos proteinicos, los piquetes y vallas
formados por el citoesqueleto basado en la actina vy,

potencialmente, las balsas lipidicas.

Bicapa lipidica

Figura (33): Diagrama de la disposicion de las moléculas
lipidicas anfipaticas para formar una bicapa lipidica. Los
grupos de cabeza polares ~amarillos separan las colas
hidrofébicas grises de los entornos acuoso citosdlico y

extracelular.

Las bicapas lipidicas se forman mediante el proceso de
autoensamblaje. La membrana celular esta formada principalmente
por una fina capa de fosfolipidos anfipaticos que se organizan
espontaneamente de forma que las regiones hidrofobicas de la
"cola" quedan aisladas del agua circundante, mientras que las
regiones hidrofilicas de la "cabeza" interactian con las caras
intracelular (citosolica) y extracelular de la bicapa resultante. Asi
se forma una bicapa lipidica continua y esférica. Las interacciones

hidrofobicas (también conocidas como efecto hidrofobico) son las
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principales fuerzas impulsoras de la formacion de bicapas lipidicas.
Un aumento de las interacciones entre las moléculas hidrofobicas
(que provoca la agrupacion de las regiones hidrofobicas) permite
que las moléculas de agua se unan mas libremente entre si, lo que
aumenta la entropia del sistema. Esta compleja interaccion puede
incluir interacciones no covalentes, como los enlaces de van der

Waals, electrostaticos y de hidrogeno.

Las bicapas lipidicas suelen ser impermeables a los iones y a las
moléculas polares. La disposicion de las cabezas hidrofilicas y las
colas hidrofébicas de la bicapa lipidica impiden que los solutos
polares, como los aminoacidos, los acidos nucleicos, los hidratos
de carbono, las proteinas y los iones, se difundan a través de la
membrana, pero generalmente permiten la difusion pasiva de las
moléculas hidrofobicas. Esto permite a la célula controlar el
movimiento de estas sustancias a través de complejos proteicos
transmembrana como poros, canales y puertas. Las flippases y las
scramblases concentran la fosfatidil serina, que tiene carga
negativa, en la membrana interna. Junto con la NANA, esto crea
una barrera adicional para las sustancias cargadas que se mueven a

través de la membrana.

Las membranas cumplen diversas funciones en las células
eucariotas y procariotas. Una de ellas es regular el movimiento de
materiales hacia el interior y el exterior de las células. La estructura

de bicapa de fosfolipidos (modelo de mosaico fluido) con proteinas
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de membrana especificas explica la permeabilidad selectiva de la
membrana y los mecanismos de transporte pasivo y activo.
Ademas, las membranas de los procariotas y de las mitocondrias y
cloroplastos de los eucariotas facilitan la sintesis de ATP mediante

la quimiosmosis.

Polaridad de la membrana
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Figura (33): Célula intercalada alfa.

La membrana apical de una célula polarizada es la superficie de
la membrana plasmatica que mira hacia el interior del lumen. Esto
es particularmente evidente en las células epiteliales y endoteliales,
pero también describe otras células polarizadas, como las neuronas.
La membrana basolateral de una célula polarizada es la superficie
de la membrana plasmatica que forma sus superficies basal y
lateral. Estd orientada hacia el exterior, hacia el intersticio, y
alejada del lumen. Membrana basolateral es una frase compuesta
que hace referencia a los términos "membrana basal (base)" y
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"membrana lateral (lado)", que, especialmente en las células
epiteliales, son idénticas en composicion y actividad. Las proteinas
(como los canales y las bombas de iones) son libres de pasar de la
superficie basal a la lateral de la célula o viceversa, de acuerdo con
el modelo de mosaico de fluidos. Las uniones estrechas unen las
células epiteliales cerca de su superficie apical para impedir la
migracidn de proteinas desde la membrana basolateral a la apical.
De este modo, las superficies basal y lateral permanecen
aproximadamente equivalentes entre si, pero distintas de la

superficie apical.

Estructuras de membrana
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Figura (34): Diagrama de las estructuras de la Membrana

Celular.

La membrana celular puede formar diferentes tipos de
estructuras "supramembrana" como la caveola, la densidad

postsinaptica, el podosoma, el invadopodio, la adhesion focal y
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diferentes tipos de uniones celulares. Estas estructuras suelen ser
responsables de la adhesion celular, la comunicacion, la
endocitosis y la exocitosis. Pueden visualizarse mediante
microscopia electronica o de fluorescencia. Estan compuestas por

proteinas especificas, como las integrinas y las caderinas.

Citoesqueleto

El citoesqueleto se encuentra debajo de la membrana celular en
el citoplasma y proporciona un andamiaje al que se anclan las
proteinas de la membrana, ademas de formar organulos que se
extienden desde la célula. De hecho, los elementos del
citoesqueleto interactuan amplia e intimamente con la membrana
celular. El anclaje de las proteinas las restringe a una superficie
celular concreta -por ejemplo, la superficie apical de las células
epiteliales que recubren ¢l intestino de los vertebrados- y limita su
difusion dentro de la bicapa. El citoesqueleto es capaz de formar
apéndices, como los organulos, como los cilios, que son
extensiones basadas en microtibulos cubiertos por la membrana
celular, y los filopodios, que son extensiones basadas en actina.
Estas extensiones estan recubiertas de membrana y se proyectan
desde la superficie de la célula para percibir el entorno externo y/o
entrar en contacto con el sustrato u otras células. Las superficies
apicales de las células epiteliales son densas con proyecciones en

forma de dedo basadas en la actina, conocidas como
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microvellosidades, que aumentan la superficie de la célula y, por

tanto, la tasa de absorcion de nutrientes. El desacoplamiento

localizado del citoesqueleto y la membrana celular da lugar a la

formacion de una ampolla.

Membranas intracelulares

El contenido de la célula, dentro de la membrana celular, se

compone de numerosos organulos unidos a la membrana, que

contribuyen a la funcion general de la célula. El origen, la

estructura y la funcién de cada orgénulo dan lugar a una gran

variaciéon en la composicion celulardebido a la singularidad

individual asociada a cada organulo;

Se considera que las’ mitocondrias y los cloroplastos
evolucionaron a partir de bacterias, lo que se conoce como la
teoria endosimbiodtica. Esta teoria surgié de la idea de que
Paracoccus 'y Rhodopseudomonas, tipos de bacterias,
comparten funciones similares a las mitocondrias y las algas
verdeazules, o cianobacterias, comparten funciones similares a
los cloroplastos. La teoria endosimbiotica propone que, en el
curso de la evolucion, una célula eucaridtica engulld estos dos
tipos de bacterias, lo que condujo a la formacion de
mitocondrias y cloroplastos dentro de las células eucariotas.

Este engullimiento dio lugar a los dos sistemas de membranas
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de estos organulos, en los que la membrana exterior procedia de
la membrana plasmatica del huésped y la membrana interior era
la membrana plasmatica del endosimbionte. El hecho de que
tanto las mitocondrias como los cloroplastos contengan su
propio ADN es una prueba mas de que ambos organulos
evolucionaron a partir de bacterias engullidas que prosperaron
dentro de una célula eucariota.

En las células eucariotas, la membrana nuclear separa el
contenido del nucleo del citoplasma de la célula. La membrana
nuclear esta formada por una membrana interna y otra externa,
lo que proporciona una regulacion estricta de los materiales que
entran y salen del nucleo. Los materiales se mueven entre el
citosol y el nucleo a través de los poros nucleares de la
membrana nuclear. Si el nicleo de una célula es mas activo en
la transcripcion, su- membrana tendra mas poros. La
composicion proteinica del nucleo puede variar mucho con
respecto al citosol, ya que muchas proteinas no pueden atravesar
los poros por difusion. Dentro de la membrana nuclear, las
membranas interna y externa varian en su composicion proteica,
y s6lo la membrana externa es continua con la membrana del
reticulo endoplasmico (RE). Al igual que el RE, la membrana
externa también posee ribosomas responsables de producir y
transportar proteinas al espacio entre las dos membranas. La

membrana nuclear se desensambla durante las primeras etapas
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de la mitosis y se vuelve a ensamblar en las etapas posteriores
de la misma.

. El RE, que forma parte del sistema de endomembranas,
constituye una parte muy importante del contenido total de la
membrana de la célula. El RE es una red cerrada de tubulos y
sacos, y sus principales funciones son la sintesis de proteinas y
el metabolismo de los lipidos. Hay dos tipos de RE, el liso y el
rugoso. El RE rugoso tiene ribosomas adheridos que se utilizan
para la sintesis de proteinas, mientras que el RE liso se utiliza
mas para el procesamiento de toxinas y la regulacion del calcio
en la célula.

. El aparato de Golgi tiene dos cisternas de Golgi redondas
interconectadas. Los compartimentos del aparato forman
multiples redes tubulares-reticulares responsables de la
organizacion, la conexion de la pila y el transporte de la carga
que muestran unas vesiculas continuas en forma de cuerda de
50-60 nm. El aparato consta de tres compartimentos principales,
una cisterna plana en forma de disco con redes tubulares-

reticulares y vesiculas.

Variaciones

La membrana celular tiene diferentes composiciones de lipidos y
proteinas en distintos tipos de células y puede tener, por tanto,

nombres especificos para determinados tipos de células.
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El sarcolema en las células musculares: El sarcolema es el
nombre que recibe la membrana celular de las células
musculares. Aunque el sarcolema es similar a otras membranas
celulares, tiene otras funciones que lo diferencian. Por ejemplo,
el sarcolema transmite sefiales sinapticas, ayuda a generar
potenciales de accion y estd muy implicado en la contraccion
muscular. A diferencia de otras membranas celulares, el
sarcolema forma pequefios canales llamados tibulos T que
atraviesan la totalidad de las células musculares. También se ha
descubierto que el sarcolema tiene un grosor medio de 10 nm,
frente a los 4 nm de grosor de una membrana celular general.
El oolema es la membrana celular de los ovocitos: El oolema de
los ovocitos, (células inmaduras del huevo) no se corresponde
con una bicapa lipidica ya que carece de ella y no esta formado
por lipidos. Mas bien, la estructura tiene una capa interior, la
envoltura de la fecundacion, y el exterior estd formado por la
capa vitelina, que estd formada por glicoproteinas; sin embargo,
los canales y las proteinas siguen estando presentes para sus
funciones en la membrana.

Axolema: La membrana plasmatica especializada en los axones
de las células nerviosas que es responsable de la generacion del
potencial de accidon. Consiste en una bicapa lipidica granular y
densamente empaquetada que trabaja estrechamente con los

componentes del citoesqueleto, la espectrina y la actina. Estos
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componentes del citoesqueleto son capaces de unirse e

interactuar con las proteinas transmembrana del axolema.

Permabilidad

La permeabilidad de una membrana es la velocidad de difusion
pasiva de las moléculas a través de ella. Estas moléculas se conocen
como moléculas permeantes. La permeabilidad depende
principalmente de la carga eléctrica y la polaridad de la molécula
y, en menor medida, de la masa molar de la misma. Debido a la
naturaleza hidrofobica de la membrana  celular, las pequefias
moléculas eléctricamente neutras atraviesan la membrana con mas
facilidad que las cargadas y grandes. La incapacidad de las
moléculas cargadas para atravesar la membrana celular da lugar a
la particion del pH de las sustancias a través de los compartimentos

fluidos del cuerpo.
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D- Organelos

En biologia celular, un organulo es una subunidad especializada,
generalmente dentro de una célula, que tiene una funcion
especifica. El nombre de organulo proviene de la idea de que estas
estructuras son partes de las células, como los érganos lo son del
cuerpo, de ahi que el sufijo -elle sea un diminutivo. Los organulos
estdn encerrados por separado en sus propias bicapas lipidicas
(también llamados organulos unidos a la membrana) o son
unidades funcionales espacialmente distintas sin una bicapa
lipidica circundante (orgénulos no unidos a la membrana). Aunque
la mayoria de los organulos son unidades funcionales dentro de las
células, algunas unidades funcionales que se extienden fuera de las
células se denominan a menudo orgéanulos, como los cilios, el

flagelo y el arcaelo, y el tricocisto.

Los organulos se identifican mediante microscopia y también
pueden purificarse mediante el fraccionamiento celular. Hay
muchos tipos de organulos, especialmente en las células eucariotas.
Incluyen estructuras que conforman el sistema interno de
endomembranas (como la envoltura nuclear, el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi) y otras estructuras como las
mitocondrias y los plastos. Aunque los procariotas no poseen
organulos eucariotas, algunos contienen microcompartimentos
bacterianos con cubierta de proteinas, que se cree que actian como

organulos procariotas primitivos, y también hay pruebas de otras
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estructuras delimitadas por membranas. Ademas, el flagelo
procariota, que sobresale fuera de la célula, y su motor, asi como el

pilus, en gran parte extracelular, suelen considerarse organulos.

En biologia, los érganos se definen como unidades funcionales
confinadas dentro de un organismo.¥ La analogia de los 6rganos
corporales con las subestructuras celulares microscopicas es
evidente, ya que, incluso desde los primeros trabajos, los autores
de los respectivos libros de texto rara vez se explayan en la

distincion entre ambos.

En la década de 1830, Félix Dujardin refutdé la teoria de
Ehrenberg, segtin la cual los microorganismos tienen los mismos

organos que los animales pluricelulares, s6lo que menores.

El zoologo aleman Karl August Mobius (1884) fue el primero en
utilizar un diminutivo de ‘érgano, por ejemplo, pequefio érgano,
para las estructuras celulares, y empled el término organula (plural
de organulum, diminutivo del latin organum). En una nota a pie de
pagina, que se publicd como correccidn en el nimero siguiente de
la revista, justific su sugerencia de llamar "organula" a los érganos
de los organismos unicelulares, ya que solo son partes de una célula
formadas de forma diferente, en contraste con los érganos de los

organismos pluricelulares.

Tipos
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Aunque la mayoria de los bidlogos celulares consideran que el
término organulo es sindénimo de compartimento celular, un
espacio a menudo delimitado por una o dos bicapas lipidicas,
algunos biologos celulares optan por limitar el término para incluir
solo los compartimentos celulares que contienen acido
desoxirribonucleico (ADN), al haberse originado en organismos
microscopicos  anteriormente  autonomos adquiridos  por

endosimbiosis.

Segun esta definicidn, s6lo habria dos grandes clases de organulos:
los que contienen su propio ADN y los que proceden de bacterias

endosimbidticas:

« mitocondrias (en casi todos los eucariotas)

. plastidos (por ejemplo, en plantas, algas y algunos protistas).

También se sugiere que otros organulos tienen un origen

endosimbidtico, pero no contienen su propio ADN.

Una segunda definicion menos restrictiva de los organulos es
que se trata de estructuras unidas a una membrana. Sin embargo,
incluso utilizando esta definicidn, algunas partes de la célula que
han demostrado ser unidades funcionales distintas no pueden
considerarse organulos. Por lo tanto, el uso de organulos para
referirse también a estructuras no unidas a la membrana, como los
ribosomas, es comun y aceptado. Esto ha llevado a muchos textos

a distinguir entre organulos unidos a la membrana y organulos no
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unidos a la membrana. Los organulos no unidos a la membrana,
también llamados grandes complejos biomoleculares, son grandes
conjuntos de macromoléculas que desempefian funciones
particulares y especializadas, pero carecen de limites de membrana.
Muchos de ellos se denominan "organulos proteinaceos", ya que su
estructura principal estd formada por proteinas. Estas estructuras

celulares incluyen:

. grandes complejos de ARN 'y proteinas: ribosoma,
espliceosoma, boveda

. grandes complejos proteicos: proteasoma, holoenzima de la
ADN polimerasa III, holoenzima de la ARN polimerasa II,
capsides virales simétricas, complejo de GroEL y GroES;
complejos proteicos de membrana: porosoma, fotosistema I,
ATP sintasa

. grandes complejoside ADN y proteinas: nucleosoma

« centriolo y centro organizador de microtibulos (MTOC)

. citoesqueleto

. flagelo

« nucléolo

«+ granulo de estrés

« granulo de células germinales

« granulo de transporte neuronal
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Los mecanismos por los que se forman estos organulos sin
membrana y conservan su integridad espacial se han comparado

con la separacion de fases liquido-liquido.

Las células eucariotas son estructuralmente complejas y, por
definicidon, estdn organizadas, en parte, por compartimentos
interiores que a su vez estan encerrados por membranas lipidicas
que se asemejan a la membrana celular mas externa. Los organulos
mas grandes, como el nucleo y las vacuolas, son facilmente visibles
con el microscopio de luz. Fueron uno de los primeros
descubrimientos bioldgicos realizados tras la invencion del

microscopio.

No todas las células eucariotas tienen cada uno de los organulos
enumerados a continuacién. Algunos organismos excepcionales
tienen células que no incluyen algunos organulos que podrian
considerarse universales en los eucariotas (como las mitocondrias).
También hay excepciones ocasionales en el nimero de membranas
que rodean a los organulos, enumeradas en las tablas siguientes;
por ejemplo, algunos que figuran como de doble membrana se
encuentran a veces con membranas simples o triples. Ademas, el
numero de organulos individuales de cada tipo que se encuentran

en una célula determinada varia segtn la funcién de esa célula.

Tabla (1): Principales orgénulos eucariotas

Organelos Funcion principal Estructura Organismos Notas
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actividades de la célula, parte  del

transcripcion del ARN genoma

Vacuola almacenamiento, compartimento | eucariotas

transporte, ayuda a|de wuna sola

mantener la homeostasis membrana

Las mitocondrias y los plastos, incluidos los cloroplastos, tienen
doble membrana y su propio ADN. Segun la teoria endosimbidtica,
se cree que se originaron a partir de organismos procariotas

incompletos o invasores.

Tabla (2): Organelos y componentes celulares eucariotas menores

Organelo/M | Funcién principal Estructur | Organismos
acromolécul a
a
Acrosoma | ayuda a los espermatozoides a | comparti | la mayoria de
fusionarse con el évulo mento de | los animales
una sola
membrana
Autofagoso | vesicula que secuestra el [ comparti | todos los
ma material citoplasmatico y los [ mento de | eucariotas
organulos para su degradacion | doble
membrana
Centriole Ancla para el citoesqueleto, | Proteina | animales
organiza la division celular | de los
formando fibras de huso microtibu
los
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Cilium movimiento en o del medio | Proteina animales,
externo; "via de sefializacidn | de los | protistas,
critica del desarrollo".[2!] microtubu | pocas plantas

los

Cnidocisto | picadura Tubo cnidarios

hueco en
espiral

Aparato detecta la luz, permitiendo que algas verdes

Eyespot la fototaxis tenga lugar y otros

organismos
fotosintéticos
unicelulares
como los
euglénidos
Glicosoma | lleva a cabo la glucdlisis comparti | Algunos
mento de | protozoos,
una sola | como los
membrana | tripanosomas

Glyoxysom | conversion de la grasa en|comparti | plantas

e azucares mento de

una sola
membrana

Hidrogenos |energia y produccién de |comparti |algunos

oma hidrogeno mento de | eucariotas

doble unicelulares
membrana
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Lisosoma descomposicion de moléculas | comparti | animales
grandes (por ejemplo, | mento de
proteinas + polisacaridos) una sola
membrana
Melanosom | almacenamiento de pigmentos | comparti | animales
a mento de
una sola
membrana
Mitosoma | probablemente desempefia un | comparti | algunos
papel en el ensamblaje del | mento de | eucariotas
grupo de hierro y azufre (Fe-S) | doble unicelulares
membrana | que carecen
de
mitocondrias
Mibofibrilla | contraccion de los miocitos filamentos | animales
agrupados
Nicleo produccion de pre-ribosomas | proteina- | la mayoria de
ADN- los eucariotas
ARN
Oceloide detecta la luz y posiblemente | comparti | miembros de
las formas, lo que permite que | mento de | la familia
se produzca la fototaxis doble Warnowiace
membrana | ae
Paréntesis | no se caracteriza no se | hongos
caracteriz
a
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Peroxisoma | descomposicion del perdxido | comparti | todos los
de hidrégeno metabdlico mento de | eucariotas
una sola
membrana
Porosoma | portal de secrecion comparti | todos los
mento de | eucariotas
una sola
membrana
Proteasoma | degradacion de las proteinas | complejo | todos los
innecesarias o dafiadas por | proteico eucariotas,
proteolisis muy todas las
grande arqueas y
algunas
bacterias
Ribosoma | traduccion del ARN en | ARN- todos los
(80S) proteinas proteina eucariotas
granulo de | Almacenamiento de ARNm?? | sin la mayoria de
estrés membrana | los eucariotas
(complejo
s mRNP)
Dominio ARNm que codifica proteinas | sin la mayoria de
TIGER membrana | los
organismos
Vesicula transporte de materiales comparti | todos los
mento de | eucariotas
una sola
membrana
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Los procariotas no son tan complejos estructuralmente como los
eucariotas y antes se pensaba que tenian poca organizacion interna
y que carecian de compartimentos celulares y membranas internas,
pero poco a poco van apareciendo detalles sobre las estructuras
internas procariotas que echan por tierra estas suposiciones. Uno
de los primeros giros en falso fue la idea desarrollada en la década
de 1970 de que las bacterias podrian contener pliegues de la
membrana celular denominados mesosomas, pero posteriormente
se demostr6 que eran artefactos producidos por los productos
quimicos utilizados para preparar las células para la microscopia

electronica.

Sin embargo, cada vez hay mas pruebas de la compartimentacion
en al menos algunos procariotas. Investigaciones recientes han
revelado que al < -menos algunos procariotas tienen
microcompartimentos, como los  carboxisomas.  Estos
compartimentos subcelulares tienen entre 100 y 200 nm de
diametro y estan rodeados por una cubierta de proteinas. Atn mas
sorprendente es la descripcion de magnetosomas unidos a la

membrana en bacterias, comunicada en 2006.

El filo bacteriano Planctomycetes ha revelado una serie de
caracteristicas de compartimentacion. El plan celular de los
Planctomycetes incluye una membrana intracitoplasmatica que

separa el citoplasma en parifoplasma (un espacio exterior libre de
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ribosomas) y pirelulosoma (o riboplasma, un espacio interior que
contiene ribosomas). En cinco géneros de Planctomycetes
"anammox" se han descubierto anammoxomas unidos a la
membrana, que realizan la oxidacion anaerébica del amonio. En la
especie de Planctomycetes Gemmata obscuriglobus, se ha descrito

una estructura similar a un nicleo rodeado de membranas lipidicas.

La compartimentacidon es una caracteristica de las estructuras
fotosintéticas procariotas. Las bacterias puarpuras tienen
"cromatdforos", que son centros de reaccidn que se encuentran en
invaginaciones de la membrana celular. Las bacterias verdes del
azufre tienen clorosomas, que son. .complejos de antenas
fotosintéticas que se encuentran unidos a las membranas celulares.
Las cianobacterias tienen membranas tilacoides internas para la
fotosintesis dependiente de la luz; los estudios han revelado que la
membrana celular y las membranas tilacoides no son continuas

entre si.
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Anammox Bacteria

cell wall

riboplasm

nucleoid

Figura (35): Bacterias anammox.

cytoplasmic membrane
paryphoplasm
intracytoplasmic membrane

anammoxosome membrane
anammoxosome

Tabla (3): Organelos procariotas y componentes celulares
Organelo/ | Funcion principal Estructura Organismos
macromolé
cula
Anammox | oxidacién  anaerdbica | membrana lipidica de la | Bacterias
osoma del amonio escalera "candidatas" dentro
de los
Planctomicetos
Carboxyso | fijacion de carbono microcompartimento algunas bacterias
me bacteriano con cascara
de proteina
Clorosoma | fotosintesis complejo de recoleccion | bacterias verdes del
de luz unido a la | azufre
membrana celular
Flagelo movimiento en medio | filamento proteico algunos procariotas
externo

152




Magnetoso | orientacion magnética | cristal inorganico, | bacterias
ma membrana lipidica magnetotacticas
Nucleoide | Mantenimiento del [ ADN-proteina procariotas

ADN, transcripcion a

ARN
Pilus Adhesion a otras células | un apéndice en forma de | células procariotas

para la conjugacion o a | pelo que  sobresale

un sustrato solido para | (aunque parcialmente

crear fuerzas moviles. incrustado) de la

membrana plasmatica

Plasmido | Intercambio de ADN ADN cireular algunas bacterias
Ribosoma | traduccion del ARN en | ARN-proteina bacterias y arqueas
(70S) proteinas
Membrana | fotosintesis proteinas y pigmentos | principalmente
s tilacoides del fotosistema cianobacterias
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E - Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son biopolimeros, o grandes biomoléculas,
esenciales para todas las formas de vida conocidas. Estan
compuestos por nucleotidos, que son los mondmeros formados por
tres componentes: un azucar de 5 carbonos, un grupo fosfato y una
base nitrogenada. Las dos clases principales de acidos nucleicos
son el acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico
(ARN). Si el aztcar es la ribosa, el polimero es el ARN; si el aziicar

es el derivado de la ribosa, la desoxirribosa, el polimero es el ADN.

Los 4cidos nucleicos son compuestos quimicos naturales que
sirven como moléculas portadoras de informacion primaria en las
células y constituyen el material genético. Los acidos nucleicos se
encuentran en abundancia en todos los seres vivos, donde crean,
codifican y almacenan la informacion de todas las células vivas de
todas las formas de vida de la Tierra. A su vez, funcionan para
transmitir y expresar esa informacidon dentro y fuera del nucleo
celular a las operaciones interiores de la célula y, en ultima
instancia, a la siguiente generacion de cada organismo vivo. La
informacion codificada esta contenida y se transmite a través de la
secuencia del acido nucleico, que proporciona la ordenacion "en
escalera" de los nucledtidos dentro de las moléculas de ARN y
ADN. Desempeiian un papel especialmente importante en la

direccién de la sintesis de proteinas.
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Las cadenas de nucledtidos se unen para formar columnas
vertebrales helicoidales -normalmente, una para el ARN y dos para
el ADN- y se ensamblan en cadenas de pares de bases
seleccionadas entre las cinco nucleobases primarias o canonicas,
que son: adenina, citosina, guanina, timina y uracilo. La timina s6lo
se encuentra en el ADN y el uracilo s6lo en el ARN. Mediante los
aminoacidos y el proceso conocido como sintesis de proteinas, !l la
secuenciacion especifica en el ADN de estos pares de nucleobases
permite almacenar y transmitir instrucciones codificadas como
genes. En el ARN, la secuenciacion de pares de bases permite
fabricar nuevas proteinas que determinan las estructuras y partes y

la mayoria de los procesos quimicos de todas las formas de vida.
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Figura (36): Estructuras de ADN y ARN.

La nucleina fue descubierta por Friedrich Miescher en 1869 en
la Universidad de Tubinga (Alemania).

A principios de la década de 1880, Albrecht Kossel purifico atin
mas la sustancia y descubri6 sus propiedades altamente acidas.
Posteriormente, también identificd las nucleobases.

En 1889 Richard Altmann crea el término acido nucleico

En 1938 Astbury y Bell publicaron el primer patron de
difraccion de rayos X del ADN.

En 1944, el experimento Avery-MacLeod-McCarty demostro
que el ADN es el portador de la informacion genética.

En 1953, Watson y Crick presentaron la estructura del ADN.
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Los estudios experimentales de los acidos nucleicos constituyen
una parte importante de la investigacion bioldgica y médica
moderna, y son la base de la ciencia genomica y forense, y de las

industrias biotecnologica y farmacéutica.

Los écidos nucleicos son generalmente moléculas muy grandes.
De hecho, las moléculas de ADN son probablemente las mayores
moléculas individuales conocidas. Las moléculas de acidos
nucleicos bioldgicos bien estudiadas tienen un tamafo que va desde
los 21 nucleodtidos (pequefio ARN de interferencia) hasta los
grandes cromosomas (el cromosoma humano 1 es una molécula

unica que contiene 247 millones de pares de bases.

En la mayoria de los casos, las-moléculas de ADN que se
producen de forma natural son de doble cadena y las de ARN son
de cadena simple. Sin embargo, hay numerosas excepciones:
algunos virus tienen genomas de ARN de doble cadena y otros
virus tienen genomas de ADN de una sola cadena y, en algunas
circunstancias, pueden formarse estructuras de acido nucleico con

tres o cuatro cadenas.

Los 4cidos nucleicos son polimeros lineales (cadenas) de
nucledtidos. Cada nucledtido consta de tres componentes: una
nucleobase de purina o pirimidina (a veces denominada base
nitrogenada o simplemente base), un azliicar pentosa y un grupo
fosfato que hace que la molécula sea acida. La subestructura

formada por una nucleobase mas un azicar se denomina
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nucleosido. Los tipos de acidos nucleicos difieren en la estructura
del azucar de sus nucledtidos: el ADN contiene 2'-desoxirribosa
mientras que el ARN contiene ribosa (la unica diferencia es la
presencia de un grupo hidroxilo). Ademas, las nucleobases que se
encuentran en los dos tipos de acidos nucleicos son diferentes: la
adenina, la citosina y la guanina se encuentran tanto en el ARN
como en el ADN, mientras que la timina se encuentra en el ADN y

el uracilo en el ARN.

Los azucares y los fosfatos de los acidos nucleicos estan
conectados entre si en una cadena alterna (columna vertebral de
azucar-fosfato) a través de enlaces fosfodiéster. En la nomenclatura
convencional, los carbonos a los que s¢ unen los grupos fosfato son
los carbonos del extremo 3' ydel extremo 5' del azucar. Esto
confiere a los &cidos nucleicos direccionalidad, y los extremos de
las moléculas de acido nucleico se denominan extremo 5'y extremo
3'. Las nucleobases se unen a los azucares a través de un enlace N-
glicosidico que implica un nitrégeno del anillo de la nucleobase (N-
1 para las pirimidinas y N-9 para las purinas) y el carbono 1' del

anillo de azucar pentosa.

Los nucledsidos no estandar también se encuentran tanto en el
ARN como en el ADN y suelen surgir de la modificacion de los
nucledsidos estandar dentro de la molécula de ADN o del transcrito

de ARN primario (inicial). Las moléculas de ARN de transferencia
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(ARNt) contienen un numero especialmente elevado de

nucledsidos modificados.

« Algunos de los ultimos elementos fueron etiquetados como
acidos nucleicos cuando en realidad no lo son. Los &acidos
nucleicos se encuentran en el nucleo de las células, pero
moléculas como los PNA o los Morfolinos son andlogos
puramente sintéticos. Deberian etiquetarse como tales o
eliminarse por completo de esta lista (aunque creo que tienen

suficiente interés como para mantenerlos).

« Hiceuna pagina "intentando" Anélogos de 4cidos nucleicos para
enlazar los andlogos, hay muchos articulos huérfanos,
categorizados bajo genética o bioquimica (dependiendo de la
disciplina de los autores?). ;seria decente un "otros" para la
plantilla? Squidonius (talk) 14:58, 20 Noviembre 2007 (UTC)

resuelto.

« El cpDNA (ADN del cloroplasto) deberia afiadirse; sin
embargo, ain no hay pagina para él (el cpDNA redirige al
cloroplasto). - tameeria (talk) 04:28, 11 de diciembre de 2007
(UTC)

Una molécula de ADN o ARN difiere de otra principalmente en
la secuencia de nucleétidos. Las secuencias de nucledtidos son de
gran importancia en biologia, ya que llevan las instrucciones

definitivas que codifican todas las moléculas biologicas, los
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conjuntos moleculares, las estructuras subcelulares y celulares, los
organos y los organismos, y permiten directamente la cognicion, la
memoria y el comportamiento. Se han dedicado enormes esfuerzos
al desarrollo de métodos experimentales para determinar la
secuencia de nucledtidos de las moléculas biologicas de ADN y
ARN,?H251 v hoy en dia se secuencian cientos de millones de
nucledtidos a diario en los centros genomicos y en pequefios
laboratorios de todo el mundo. Ademas de mantener la base de
datos de secuencias de acidos nucleicos GenBank, el NCBI
proporciona recursos de andlisis y recuperacion de los datos de
GenBank y otros datos biologicos disponibles a través del sitio web

del NCBIL.I?¢

Acido desoxirribonucleico

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es un acido nucleico que
contiene las instrucciones genéticas utilizadas en el desarrollo y
funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos. Los
segmentos de ADN que portan esta informacion genética se
denominan genes. Asimismo, otras secuencias de ADN tienen fines
estructurales o participan en la regulacion del uso de esta
informacidn genética. Junto con el ARN y las proteinas, el ADN es
una de las tres principales macromoléculas esenciales para todas
las formas de vida conocidas. E1 ADN esta formado por dos largos

polimeros de unidades simples denominadas nucleoétidos, con
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columnas vertebrales formadas por azucares y grupos fosfato
unidos por enlaces éster. Estas dos hebras van en direcciones
opuestas entre si y son, por tanto, antiparalelas. A cada azucar se
une uno de los cuatro tipos de moléculas denominadas nucleobases
(informalmente, bases). La secuencia de estas cuatro nucleobases a
lo largo de la columna vertebral es la que codifica la informacion.
Esta informacion se lee mediante el cédigo genético, que especifica
la secuencia de los aminoacidos de las proteinas. El cédigo se lee
copiando tramos de ADN en el 4cido nucleico relacionado ARN en
un proceso llamado transcripcion. Dentro de las células, el ADN se
organiza en largas estructuras llamadas cromosomas. Durante la
division celular, estos cromosomas se duplican en el proceso de
replicacion del ADN, proporcionando a cada célula su propio
conjunto completo de cromosomas. Los organismos eucariotas -
animales, plantas, hongosy protistas- almacenan la mayor parte de
su ADN dentro del nucleo celular y parte de su ADN en organulos,
como las mitocondrias o los cloroplastos. En cambio, los
procariotas (bacterias y arqueas) almacenan su ADN sélo en el
citoplasma. Dentro de los cromosomas, las proteinas de la
cromatina, como las histonas, compactan y organizan el ADN.
Estas estructuras compactas guian las interacciones entre el ADN
y otras proteinas, ayudando a controlar qué partes del ADN se

transcriben.
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Acido ribonucleico

El acido ribonucleico (ARN) se encarga de convertir la
informacion genética de los genes en las secuencias de
aminoacidos de las proteinas. Los tres tipos universales de ARN
son el ARN de transferencia (ARNt), el ARN mensajero (ARNm)
y el ARN ribosomico (ARNr). EI ARN mensajero actia para
transportar la informacién de la secuencia genética entre el ADN y
los ribosomas, dirigiendo la sintesis de proteinas, y lleva las
instrucciones del ADN en el nucleo al ribosoma . El ARN
ribosomico lee la secuencia del ADN y cataliza la formaciéon de
enlaces peptidicos. E1 ARN de transferencia sirve como molécula
portadora de los aminoacidos que se utilizaran en la sintesis de
proteinas y se encarga de descodificar el ARNm. Ademas,

actualmente se conocen muchas otras clases de ARN.
Acido nucleico artificial

Los quimicos han disefiado y sintetizado andlogos de los acidos
nucleicos artificiales, entre los que se encuentran el &dcido nucleico
peptidico, el 4acido nucleico morfolino y el &cido nucleico
bloqueado, el acido nucleico glicdlico y el acido nucleico treodsico.
Cada uno de ellos se distingue del ADN o ARN natural por los

cambios en la columna vertebral de las moléculas.
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Estructuras del acido nucleico

La estructura del 4cido nucleico se refiere a la estructura de los
acidos nucleicos, como el ADN y el ARN. Desde el punto de vista
quimico, el ADN y el ARN son muy similares. La estructura de los
acidos nucleicos suele dividirse en cuatro niveles diferentes:

primario, secundario, terciario y cuaternario.
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Figura (37): La estructura primaria consiste en una secuencia

lineal de nucleodtidos.

La estructura primaria consiste en una secuencia lineal de
nucleotidos que estan unidos por un enlace fosfodiéster. Esta
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secuencia lineal de nucledtidos es la que constituye la estructura
primaria del ADN o del ARN. Los nucledtidos constan de 3

componentes:

1. Base nitrogenada
1. Adenina
2.Guanina
3.Citosina
4.Timina (presente s6lo en el ADN)
5.Uracilo (presente sélo en el ARN)
2. Azacar de 5 carbonos que se llama: desoxirribosa (que se
encuentra en el ADN) y ribosa (que se encuentra en el ARN).

3. Uno o mas grupos fosfato.!]

Las bases nitrogenadas adenina y guanina tienen estructura de
purina y forman un enlace glucosidico entre su nitrogeno 9 y el
grupo 1'-OH de la desoxirribosa. La citosina, la timina y el uracilo
son pirimidinas, por lo que los enlaces glucosidicos se forman entre
su | nitrégeno y el 1' -OH de la desoxirribosa. Tanto para las bases
de purina como de pirimidina, el grupo fosfato forma un enlace con
el aztcar de desoxirribosa a través de un enlace éster entre uno de
sus grupos de oxigeno con carga negativa 'y el 5' -OH del aztcar.
La polaridad en el ADN y el ARN se deriva de los atomos de
oxigeno y nitrégeno en la columna vertebral. Los acidos nucleicos
se forman cuando los nucledtidos se unen mediante enlaces

fosfodiéster entre los &tomos de carbono 5'y 3'. Una secuencia de
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acido nucleico es el orden de los nucledtidos dentro de una
molécula de ADN (GACT) o de ARN (GACU) que se determina
mediante una serie de letras. Las secuencias se presentan desde el
extremo 5' al 3' y determinan la estructura covalente de toda la
molécula. Las secuencias pueden ser complementarias a otra
secuencia en el sentido de que la base de cada posicion es
complementaria, asi como en el orden inverso. Un ejemplo de
secuencia complementaria a la AGCT es la TCGA. El ADN es de
doble cadena y contiene una cadena con sentido y otra con
antisentido. Por lo tanto, la secuencia complementaria sera la de la

hebra con sentido.
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OH

Figura (38): Estructuras de las bases nitrogenadas.

ADN

La estructura secundaria es el conjunto de interacciones entre las
bases, es decir, qué partes de las hebras estan unidas entre si. En la
doble hélice del ADN, las dos hebras del ADN se mantienen unidas
por enlaces de hidrogeno. Los nucledtidos de una hebra se
emparejan con el nucledtido de la otra hebra. La estructura
secundaria es la responsable de la forma que adopta el acido

nucleico. Las bases del ADN se clasifican en purinas y pirimidinas.
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Las purinas son la adenina y la guanina. Las purinas estan formadas
por una estructura de doble anillo, uno de seis miembros y otro de
cinco que contiene nitrogeno. Las pirimidinas son la citosina y la
timina. Tienen una estructura de anillo simple, un anillo de seis
miembros que contiene nitrogeno. Una base de purina siempre se
empareja con una base de pirimidina (la guanina (G) se empareja
con la citosina (C) y la adenina (A) se empareja con la timina (T) o
el uracilo (U)). La estructura secundaria del ADN viene
determinada principalmente por el emparejamiento de las bases de
las dos hebras polinucleotidicas que se enrollan entre si para formar
una doble hélice. Aunque las dos hebras se alinean mediante
enlaces de hidrogeno en los pares de bases, las fuerzas mas fuertes
que mantienen unidas las dos hebras son las interacciones de
apilamiento entre las bases: Estas interacciones de apilamiento
estan estabilizadas por fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas, y muestran una gran variabilidad estructural local.
También hay dos surcos en la doble hélice, que se denominan surco

mayor y surco menor en funcion de su tamafio relativo.
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Figura (40): Estructura secundaria del ARN.

Un ejemplo de estructura secundaria de ARN. Esta imagen
incluye varios elementos estructurales, entre los que se encuentran
zonas de una y dos cadenas, protuberancias, bucles internos y
bucles de horquilla. EI ARN bicatenario forma una estructura
helicoidal de tipo A, a diferencia de la conformacién comun de tipo

B que adoptan las moléculas de ADN bicatenario.

La estructura secundaria del ARN consiste en un unico
polinucleétido. El emparejamiento de bases en el ARN se produce
cuando ¢éste se pliega entre regiones de complementariedad. En las
moléculas de ARN suelen encontrarse regiones de una y dos

cadenas.

Los cuatro elementos basicos de la estructura secundaria del ARN

son:

« Helices
. Bultos
. Bucles

o Cruces

Las hebras antiparalelas forman una forma helicoidal.’! Las
protuberancias y los bucles internos se forman por la separacion de
la doble hélice en una hebra (protuberancia) o en ambas (bucles

internos) por nucleotidos no apareados.



El bucle de tallo o de horquilla es el elemento méas comun de la
estructura secundaria del ARN. El bucle de tallo se forma cuando
las cadenas de ARN se pliegan sobre si mismas para formar un
tracto de doble hélice llamado "tallo", y los nucledtidos no
apareados forman una region de una sola hebra llamada "bucle".
Un tetraloop es una estructura de ARN de cuatro pares de bases en
forma de horquilla. Hay tres familias comunes de tetraloop en el
ARN ribosomico: UNCG, GNRA y CUUG (N es uno de los cuatro
nucledtidos y R es una purina). El UNCG es el tetraloop mas

estable.

El pseudonudo es una estructura .secundaria del ARN
identificada por primera vez en el virus del mosaico amarillo del
nabo. Los pseudoknots se forman cuando los nucledtidos del bucle
de la horquilla se emparejan con una region monocatenaria fuera
de la horquilla para  formar un segmento helicoidal. Los
pseudoknots de tipo H son los mejor caracterizados. En el pliegue
de tipo H, los nucleotidos del bucle de la horquilla se emparejan
con las bases fuera del tallo de la horquilla formando un segundo
tallo y bucle. Esto provoca la formacion de pseudoknots con dos
tallos y dos bucles. Los pseudoknots son elementos funcionales en
la estructura del ARN que tienen diversas funciones y se

encuentran en la mayoria de las clases de ARN.

La estructura secundaria del ARN puede predecirse a partir de

datos experimentales sobre los elementos de la estructura
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secundaria, las hélices, los bucles y las protuberancias. El método
DotKnot-PW se utiliza para la prediccion comparativa de
pseudoknots. Los puntos principales del método DotKnot-PW es la
puntuacion de las similitudes encontradas en los tallos, los

elementos secundarios y los pseudoknots de tipo H.
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Figura (41): Estructura terciaria del ARN.

La estructura terciaria se refiere a la ubicacion de los atomos en

el espacio tridimensional, teniendo en cuenta las restricciones
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geométricas y estéricas. Es un orden superior a la estructura
secundaria, en la que se produce un plegado a gran escala en un
polimero lineal y toda la cadena se pliega en una forma
tridimensional especifica. Hay 4 areas en las que las formas

estructurales del ADN pueden diferir.

1. Destreza: derecha o izquierda
2. Longitud del giro de la hélice
3. Numero de pares de bases por vuelta

4. Diferencia de tamafio entre los surcos mayores y menores!’!

La disposicion terciaria de la doblehélice del ADN en el espacio

incluye el ADN-B, el ADN-A y el ADN-Z.

El ADN-B es la forma mas.comun de ADN in vivo y es una hélice
mas estrecha y alargada que el ADN-A. Su amplio surco mayor lo
hace mas accesible a las proteinas. Por otro lado, tiene un surco
menor estrecho. Las conformaciones favorecidas del ADN-B se
producen en altas concentraciones de agua; la hidratacion del surco
menor parece favorecer al ADN-B. Los pares de bases del ADN-B
son casi perpendiculares al eje de la hélice. El fruncimiento del
azucar que determina la forma de la hélice A, si la hélice existira

en la forma A o en la forma B, ocurre en el extremo C2'-.

El ADN-A, es una forma del duplex de ADN que se observa en

condiciones de deshidratacion. Es mas corto y ancho que el ADN-
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B. El ARN adopta esta forma de doble hélice, y los duplex ARN-
ADN son en su mayoria de forma A, pero se han observado duplex
ARN-ADN de forma B. En contextos localizados de dinucleotidos
de una sola hebra, el ARN también puede adoptar la forma B sin
emparejarse con el ADN. El ADN-A tiene un surco principal
profundo y estrecho que no lo hace facilmente accesible a las
proteinas. En cambio, su surco menor, ancho y poco profundo, lo
hace accesible a las proteinas, pero con menor contenido de
informacion que el surco mayor. Su conformacion preferida es a
bajas concentraciones de agua. Los pares de bases del ADN-A
estan inclinados con respecto al eje.de la hélice, y estan
desplazados del eje. El fruncido de azucares se produce en el C3'-
endo y en el ARN el 2'-OH inhibe la conformacion del C2'-endo.['#]
Considerado durante mucho-tiempo poco mas que un artificio de
laboratorio, ahora se sabe que el ADN-A tiene varias funciones

biologicas.

El ADN-Z es una doble hélice zurda relativamente rara. Dada la
secuencia adecuada y la tension superhélica, puede formarse in
vivo, pero su funcidn no esta clara. Tiene una hélice mas estrecha
y alargada que la A o la B. El surco mayor del ADN-Z no es
realmente un surco, y tiene un surco menor estrecho. La
conformacion mas favorecida se produce cuando hay altas
concentraciones de sal. Existen algunas sustituciones de bases,

pero requieren una secuencia alterna de purina-pirimidina. E1 N2-
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amino de G se une a 5' PO, lo que explica el lento intercambio de
protones y la necesidad de la purina G. Los pares de bases del
ADN-Z son casi perpendiculares al eje de la hélice. E1 Z-ADN no
contiene pares de bases simples sino una repeticion GpC con
distancias P-P que varian para GpC y CpG. En la pila GpC hay un
buen solapamiento de bases, mientras que en la pila CpG hay
menos solapamiento. La columna vertebral en zigzag del Z-ADN
se debe a que la conformacion del aziicar C compensa la
conformacion del enlace glicosidico G. La conformacion de G es

syn, C2'-endo; para C es anti, C3'-endo.

Una molécula de ADN lineal con extremos libres puede girar,
para ajustarse a los cambios de varios procesos dinamicos en la
célula, cambiando las veces que las dos cadenas de su doble hélice
se enroscan una alrededor de la otra. Algunas moléculas de ADN
son circulares y estan limitadas topoldgicamente. Mas
recientemente se ha descrito que el ARN circular también es una
clase natural de acidos nucleicos que se expresa en muchos

organismos.

Un ADN circular cerrado covalentemente, también conocido
como cccDNA, esta topoldgicamente restringido, ya que el numero
de veces que las cadenas se enrollan unas alrededor de otras no
puede cambiar. Este ADNc puede estar superenrollado, que es la
estructura terciaria del ADN. El superenrollamiento se caracteriza

por el numero de enlace, la torsion y el retorcimiento. El nlimero
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de enlace (Lk) para el ADN circular se define como el numero de
veces que una hebra tendria que pasar por la otra hebra para separar
completamente las dos hebras. El nimero de enlace del ADN
circular solo puede modificarse si se rompe un enlace covalente en
una de las dos cadenas. Siempre un numero entero, el numero de
enlace de un ADNc es la suma de dos componentes: giros (Tw) y

retorcimientos (Wr).

Las torsiones son el numero de veces que las dos hebras de ADN
se retuercen entre si. Los giros son el nimero de veces que la hélice
de ADN se cruza sobre si misma. El ADN en las células esta
superenrollado negativamente y tiene tendencia a desenrollarse.
Por lo tanto, la separacion de las hebras es mas facil en el ADN
superenrollado negativamente que en el ADN relajado. Los dos
componentes del ADN superenrollado son el solenoide y el
plectonémico. El superenrollamiento plectonémico se encuentra en
procariotas, mientras que el superenrollamiento solenoide se

observa principalmente en eucariotas.
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Figura (42): Estructura cuaternaria del acido nucleico.

La estructura cuaternaria de los acidos nucleicos es similar a la
de las proteinas. Aunque algunos de los conceptos no son
exactamente iguales, la estructura cuaternaria se refiere a un nivel
superior de organizacion de los acidos nucleicos. Ademads, se
refiere a las interacciones de los 4cidos nucleicos con otras
moléculas. La forma mas comun de organizacion de nivel superior
de los acidos nucleicos se observa en la forma de cromatina, que
da lugar a sus interacciones con las pequefias proteinas histonas.
Asimismo, la estructura cuaternaria se refiere a las interacciones
entre unidades de ARN separadas-en el ribosoma o el

espliceosoma .
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Figura (43): Estructura’cuaternaria del acido nucleico.
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Los métodos de acidos nucleicos son las técnicas utilizadas para

estudiar los acidos nucleicos: ADN y ARN.

o Purificacion

. Extraccion de ADN

. Extraccion con fenol-cloroformo
« Purificacion con minicolumnas

. Extraccion de ARN

. Mé¢étodo de la pluma

o Purificacion del ADN del coeficiente de arrastre sincronico

(SCODA)

Cuantificacion

. Abundancia en peso: cuantificacion espectroscopica de acidos
nucleicos

. Abundancia absoluta en numero: reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR cuantitativa)

« Abundancia relativa de alto rendimiento: Microarray de ADN

« Abundancia absoluta de alto rendimiento: analisis en serie de la
expresion génica (SAGE)

. Tamafo: electroforesis en gel
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Sintesis

« De novo: sintesis de oligonucledtidos

« Amplificacion: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Cinética

« Resonancia plasmoénica superficial multiparamétrica
« Interferometria de doble polarizacion

« Microbalanza de cristal de cuarzocon control de disipacion

(QCM-D).
Funcion de los genes

Interferencia de ARN

Otros

« Secuenciacion por bisulfito

« Secuenciacion del ADN

« Clonacion de expresion

« Hibridacién fluorescente in situ

. Lab-on-a-chip
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« Comparacion de programas informaticos de simulacion de
acidos nucleicos

« Northern blot

« Ensayo de corrimiento nuclear

. Laradiactividad en las ciencias de la vida

« Southern blot

« Centrifugacion diferencial (gradiente de sacarosa)

 Ensayo de Toeprinting

. Varios métodos bioinformaticos, como se ve en la lista de

software de prediccion de la estructura del ARN

Técnica utilizada en genética molecular

La reaccion en cadena de“la polimerasa (PCR) es un método
ampliamente utilizado para hacer rapidamente de millones a miles
de millones de copias (copias completas o parciales) de una
muestra de ADN especifica, lo que permite a los cientificos tomar
una muestra muy pequefia de ADN y amplificarla (o una parte de
ella) hasta una cantidad lo suficientemente grande como para
estudiarla en detalle. La PCR fue inventada en 1983 por el
bioquimico estadounidense Kary Mullis en Cetus Corporation. Es
fundamental para muchos de los procedimientos utilizados en las
pruebas e investigaciones genéticas, como el analisis de muestras
antiguas de ADN vy la identificacién de agentes infecciosos.

Mediante la PCR, se amplifican exponencialmente copias de
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cantidades muy pequefias de secuencias de ADN en una serie de
ciclos de cambios de temperatura. La PCR es ahora una técnica
comun y a menudo indispensable utilizada en la investigacion de
laboratorios médicos para una amplia variedad de aplicaciones,

incluyendo la investigacion biomédica y la criminalistica.

La mayoria de los métodos de PCR se basan en el ciclado
térmico. Los ciclos térmicos exponen a los reactivos a ciclos
repetidos de calentamiento y enfriamiento para permitir diferentes
reacciones dependientes de la temperatura, en concreto, la fusion
del ADN vy la replicacion del ADN impulsada por las enzimas. La
PCR emplea dos reactivos principales:los cebadores, que son
fragmentos cortos de ADN de una sola hebra conocidos como
oligonucleotidos que son una secuencia complementaria a la regién
de ADN objetivo, y una ADN polimerasa. En el primer paso de la
PCR, las dos cadenas-de la doble hélice de ADN se separan
fisicamente a una temperatura elevada en un proceso denominado
desnaturalizacion del acido nucleico. En el segundo paso, se reduce
la temperatura y los cebadores se unen a las secuencias
complementarias del ADN. Las dos cadenas de ADN se convierten
entonces en plantillas para que la ADN polimerasa ensamble
enzimaticamente una nueva cadena de ADN a partir de nucle6tidos
libres, los componentes basicos del ADN. A medida que la PCR

avanza, el propio ADN generado se utiliza como plantilla para la
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replicacion, poniendo en marcha una reaccion en cadena en la que

la plantilla de ADN original se amplifica exponencialmente.

Casi todas las aplicaciones de la PCR emplean una polimerasa de
ADN estable al calor, como la Tag polimerasa, una enzima aislada
originalmente de la bacteria termofila Thermus aquaticus. Si la
polimerasa utilizada fuera termoestable, se desnaturalizaria bajo las
altas temperaturas del paso de desnaturalizacion. Antes de utilizar
la Tag polimerasa, habia que afiadir manualmente la ADN
polimerasa en cada ciclo, lo que suponia un proceso tedioso y

C0ostoso.

Las aplicaciones de la técnica incluyen la clonacion de ADN
para la secuenciacion, la clonacidony manipulacion de genes, la
mutagénesis de genes; la construccion de filogenias basadas en el
ADN o el andlisis funcional de genes; el diagndstico y el
seguimiento de trastornos genéticos; la amplificacion de ADN
antiguo, el analisis de huellas genéticas para la elaboracion de
perfiles de ADN (por ejemplo, en la ciencia forense y las pruebas
de parentesco) y la deteccidon de patogenos en pruebas de acidos

nucleicos para el diagnostico de enfermedades infecciosas.
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Figura (44): La PCR amplifica una region especifica de una

cadena de ADN.

Principios

La PCR amplifica una region especifica de una cadena de ADN
(el objetivo de ADN). La mayoria de los métodos de PCR
amplifican fragmentos de ADN de entre 0,1 y 10 kilo pares de
bases (kbp) de longitud, aunque algunas técnicas permiten
amplificar fragmentos de hasta 40 kbp. La cantidad de producto
amplificado viene determinada por los sustratos disponibles en la

reaccion, que se vuelven limitantes a medida que ésta avanza.
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Un montaje basico de PCR requiere varios componentes y

reactivos, entre ellos

Plantilla de ADN que contiene la region objetivo de ADN a
amplificar.

ADN polimerasa una enzima que polimeriza nuevas cadenas de
ADN; la Taq polimerasa, resistente al calor, es especialmente
comun, ya que es mas probable que permanezca intacta durante
el proceso de desnaturalizacion del ADN a alta temperatura.
Dos cebadores de ADN que son complementarios a los
extremos 3’ (tres primos) de cada una de las cadenas sentido y
antisentido del ADN diana (la ADN polimerasa sélo puede
unirse y elongarse a partir de una regién de doble cadena de
ADN; sin cebadores, no hay un sitio de iniciacion de doble
cadena al que la polimerasa pueda unirse), se seleccionan de
antemano cebadores especificos que son complementarios a la
region de ADN diana, y a menudo se fabrican a medida en un
laboratorio o se compran a proveedores comerciales de
productos bioquimicos.

desoxinucleodsidos trifosfatos o dNTPs, a veces llamados
desoxinucleotidos trifosfatos, nucledtidos que contienen grupos
trifosfato, los bloques de construccidn a partir de los cuales la

ADN polimerasa sintetiza una nueva cadena de ADN
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« una solucién tampdén que proporcione un entorno quimico
adecuado para una actividad y estabilidad dptimas de la ADN
polimerasa

« cationes bivalentes, tipicamente iones de magnesio (Mg) o
manganeso (Mn); Mg?* es el mas comun, pero Mn?" puede
utilizarse para la mutagénesis de ADN mediada por PCR, ya que
una mayor concentracion de Mn?" aumenta la tasa de error
durante la sintesis de ADN 'y cationes monovalentes,

tipicamente iones de potasio (K)-

La reaccion suele llevarse a cabo en un volumen de 10-200 pL
en pequefios tubos de reaccion (volumenes de 0,2-0,5 mL) en un
termociclador. El termociclador calienta y enfria los tubos de
reaccion para alcanzar las tempetraturas necesarias en cada paso de
la reaccion. Muchos termocicladores modernos utilizan el efecto
Peltier, que permite calentar y enfriar el bloque que contiene los
tubos de PCR simplemente invirtiendo la corriente eléctrica. Los
tubos de reaccion de paredes finas permiten una conductividad
térmica favorable para permitir un rapido equilibrio térmico. La
mayoria de los termocicladores tienen tapas calentadas para evitar
la condensacién en la parte superior del tubo de reaccion. Los
termocicladores mds antiguos que carecen de tapa calentada
requieren una capa de aceite sobre la mezcla de reaccion o una bola

de cera dentro del tubo.
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Figura (45): Normalmente, la PCR consiste en una serie de 20-

40 cambios de temperatura repetidos, llamados ciclos térmicos.

Procedimiento

Normalmente, la PCR consiste en una serie de 20-40 cambios de
temperatura repetidos, denominados ciclos térmicos, y cada ciclo
suele consistir en dos o tres pasos de temperatura discretos (véase
la figura siguiente). El ciclo suele ir precedido de un unico paso de
temperatura a una temperatura muy alta (>90 °C), y seguido de una
retencion al final para la extension del producto final o un breve
almacenamiento. Las temperaturas utilizadas y el tiempo que se

aplican en cada ciclo dependen de una serie de parametros, como
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la enzima utilizada para la sintesis de ADN, la concentracion de
iones bivalentes y dNTPs en la reaccion, y la temperatura de fusion
(Tm ) de los cebadores. Los pasos individuales comunes a la

mayoria de los métodos de PCR son los siguientes:

. Inicializacion: Este paso solo es necesario para las polimerasas
de ADN que requieren activacion por calor mediante PCR de
arranque en caliente. Consiste en calentar la camara de reaccion
hasta una temperatura de 94-96 °C (201-205 °F), o 98 °C (208
°F) si se utilizan polimerasas extremadamente termoestables,
que se mantiene durante 1-10 minutos.

« Desnaturalizacion: Este paso es el primer evento ciclico regular
y consiste en calentar la camara de reaccion a 94-98 °C (201-
208 °F) durante 20-30 segundos. Esto provoca la fusion del
ADN, o desnaturalizacién, de la plantilla de ADN de doble
cadena al romper los enlaces de hidrogeno entre las bases
complementarias, dando lugar a dos moléculas de ADN de
cadena simple.

« Recocido: En el siguiente paso, la temperatura de la reaccion se
reduce a 50-65 °C (122-149 °F) durante 20-40 segundos, lo que
permite el recocido de los cebadores a cada una de las plantillas
de ADN monocatenario. Normalmente se incluyen dos
cebadores diferentes en la mezcla de reaccion: uno para cada
uno de los dos complementos monocatenarios que contienen la

region objetivo. Los cebadores son secuencias monocatenarias
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en si mismas, pero son mucho mas cortos que la longitud de la
region diana, complementando s6lo secuencias muy cortas en el
extremo 3’ de cada cadena.

Es fundamental determinar una temperatura adecuada para el
paso de recocido, ya que la eficiencia y la especificidad se ven muy
afectadas por la temperatura de recocido. Esta temperatura debe ser
lo suficientemente baja como para permitir la hibridacion del
cebador con la hebra, pero lo suficientemente alta como para que
la hibridacion sea especifica, por ejemplo, el cebador debe unirse
solo a una parte perfectamente complementaria de la hebra, y a
ninguna otra. Si la temperatura es demasiado baja, el cebador puede
unirse de forma imperfecta. Si la temperatura es demasiado alta, el
cebador no se unira en absoluto. Una temperatura de recocido tipica
es de unos 3-5 °C por debajo de la 75 de los cebadores utilizados.
Los enlaces de hidrégeno estables entre las bases complementarias
solo se forman cuando la secuencia del cebador coincide
estrechamente con la secuencia del molde. Durante este paso, la
polimerasa se une al hibrido cebador-plantilla y comienza la

formacion de ADN.

. Extensidn/elongacion: La temperatura en este paso depende
de la ADN polimerasa utilizada; la temperatura optima de
actividad para la ADN polimerasa termoestable de la Taq
polimerasa es de aproximadamente 75-80 °C (167-176

°F),[13114] aunque con esta enzima se suele utilizar una
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temperatura de 72 °C (162 °F). En este paso, la ADN
polimerasa sintetiza una nueva cadena de ADN
complementaria a la cadena molde de ADN mediante la
adiciéon de dNTPs libres de la mezcla de reaccion que es
complementaria a la plantilla en la direcciéon 5'-a-3’,
condensando el grupo 5’-fosfato de los dNTPs con el grupo
3’-hidréxido en el extremo de la cadena de ADN naciente
(elongacion). El tiempo exacto necesario para la elongacion
depende tanto de la ADN polimerasa utilizada como de la
longitud de la region objetivo del ADN a amplificar. Como
regla general, a su temperatura optima, la mayoria de las
ADN polimerasas polimerizan mil bases por minuto. En
condiciones Optimas, por.ejemplo, si no hay limitaciones
debidas a sustratos o reactivos limitantes en cada paso de
extension/elongacién, el nimero de secuencias diana de
ADN se duplica. Con cada ciclo sucesivo, las hebras molde
originales mas todas las nuevas hebras generadas se
convierten en hebras molde para la siguiente ronda de
elongacion, lo que lleva a una amplificacion exponencial

(geométrica) de la region diana de ADN especifica.

Los procesos de desnaturalizacion, recocido y elongacion
constituyen un unico ciclo. Se necesitan multiples ciclos para
amplificar el ADN objetivo hasta alcanzar millones de
copias. La formula utilizada para calcular el numero de copias

de ADN formadas tras un numero determinado de ciclos es
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2" | donde n es el numero de ciclos. Asi, una reaccidn
preparada para 30 ciclos da como resultado 2% , o
1.073.741.824, copias de la region objetivo original de ADN

de doble cadena.

« Elongacion final: Este unico paso es opcional, pero se
realiza a una temperatura de 70-74 °C (el rango de
temperatura requerido para la actividad optima de la
mayoria de las polimerasas utilizadas en la PCR) durante
5-15 minutos después del ultimo ciclo de PCR para
asegurar que cualquier ADN monocatenario restante se
elongue completamente.

« Retencion final: El paso final enfria la cdmara de reaccion
a 4-15 °C (39-59 °F) durante un tiempo indefinido, y

puede emplearse para el almacenamiento a corto plazo de

los productos de la PCR.
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Figura (46): Pasos de la PCR.
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Para comprobar si la PCR ha generado con éxito la region diana
de ADN prevista, también denominada a veces amplimero o
amplicon, puede emplearse la electroforesis en gel de agarosa para
separar el tamafio de los productos de la PCR. El tamafio de los
productos de la PCR se determina por comparacion con una
escalera de ADN, un marcador de peso molecular que contiene

fragmentos de ADN de tamafios conocidos, que se extiende en el

gel junto a los productos de la PCR.

Figura (47): Electroforesis en gel.
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Etapas

Al igual que ocurre con otras reacciones quimicas, la velocidad
de reaccion y la eficacia de la PCR se ven afectadas por factores
limitantes. Por lo tanto, el proceso completo de la PCR puede

dividirse en tres etapas basadas en el progreso de la reaccion:

. Amplificacion exponencial: En cada ciclo, la cantidad de
producto se duplica (suponiendo una eficacia de la reaccion del
100%). Después de 30 ciclos, una sola copia de ADN puede
aumentar hasta 1.000.000.000 (mil millones) de copias. En
cierto sentido, pues, se estd manipulando la replicacion de una
cadena discreta de ADN en un’ tubo bajo condiciones
controladas.l'! La reaccion es muy sensible: s6lo debe haber
cantidades minimas de ADN.

. Etapa de nivelacion: La reaccion se ralentiza a medida que la
ADN polimerasa pierde actividad y a medida que el consumo
de reactivos, como los dNTPs y los cebadores, los hace mas
limitados.

. Meseta: No se acumula mas producto debido al agotamiento de

los reactivos y la enzima.

Optimizacion
En la practica, la PCR puede fallar por varias razones, en parte

debido a su sensibilidad a la contaminacion que provoca la
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amplificacion de productos de ADN espurios. Por ello, se han
desarrollado una serie de técnicas y procedimientos para optimizar
las condiciones de la PCR. La contaminacién con ADN extrafio se
aborda con protocolos y procedimientos de laboratorio que separan
las mezclas previas a la PCR de los posibles contaminantes de
ADN. Esto suele implicar la separacion espacial de las zonas de
preparacion de la PCR de las zonas de analisis o purificacion de los
productos de la PCR, el uso de material de plastico desechable y la
limpieza a fondo de la superficie de trabajo entre las preparaciones
de las reacciones. Las técnicas de disefio de cebadores son
importantes para mejorar el rendimiento_de los productos de la
PCR y evitar la formacién de productos espurios, y el uso de
componentes alternativos del tampon o de las enzimas de la
polimerasa puede ayudar a la amplificacion de regiones largas o
problematicas del ADN. La adicién de reactivos, como Ila
formamida, en los sistemas tampon puede aumentar la
especificidad y el rendimiento de la PCR. Se pueden realizar
simulaciones por ordenador de los resultados tedricos de la PCR

(PCR electronica) para ayudar al disefio de los cebadores.

SR 0 BR Wh W R T WA W O | R R WY R D B U chainsinnieshesbesiesienbesiats

- b — b N SR G Gh S D WS G -
M A D B0 RS AR GRS 3O O A RS O W O DWW
15t cycle
2% 4 coples S N O O RN S S W AN M R W U W W
\, 2nd cydle - ——
23+ 8 copies e men e e e A
R e
s n e e =
So after e 3 steps in the PCR whare the strand spits Info two and 3rd cycle
primars aro added. This procass allows it 10 repeat 50 many tmes 2"4= 16 coples
exponentially setting it in mosion of @ chain reaction, which is the interest

of the region.

Exponential Amplification
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Figura (48): Amplificacién exponencial.

Aislamiento selectivo del ADN

La PCR permite aislar fragmentos de ADN del ADN gendémico
mediante la amplificacion selectiva de una region especifica del
ADN. Este uso de la PCR aumenta muchas formas, como la
generacion de sondas de hibridacion para la hibridacion Southern
o Northern y la clonacién de ADN, que requieren mayores
cantidades de ADN, representando una region especifica de ADN.
La PCR suministra a estas técnicas altas cantidades de ADN puro,
lo que permite el analisis de muestras de ADN incluso a partir de

cantidades muy pequefias de material de partida.

Otras aplicaciones de la PCR incluyen la secuenciacion del ADN
para determinar secuencias desconocidas amplificadas por PCR en
las que uno de los cebadores de amplificacion puede utilizarse en
la secuenciacion de Sanger, el aislamiento de una secuencia de
ADN para agilizar las tecnologias de ADN recombinante que
implican la insercion de una secuencia de ADN en un plasmido,
fago o césmido segliin el tamafio o el material genético de otro
organismo. Las colonias bacterianas, como las de E. coli, pueden
examinarse rapidamente mediante PCR para obtener
construcciones correctas de vectores de ADN. La PCR también

puede utilizarse para la huella genética; una técnica forense que se
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utiliza para identificar a una persona u organismo comparando
ADN experimental mediante diferentes métodos basados en la

PCR.

N\

Figura (49): Electroforesis de fragmentos de ADN amplificados
por PCR:

Padre

1. Nifio
2. Madre
El nifio ha heredado algunas, pero no todas, las huellas dactilares
de cada uno de sus padres, lo que le confiere una huella dactilar

nuevay unica.

Algunos métodos de huellas de PCR tienen un alto poder de
discriminacion y pueden utilizarse para identificar relaciones
genéticas entre individuos, como entre padres e hijos o entre

hermanos, y se utilizan en las pruebas de paternidad. Esta técnica
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también puede utilizarse para determinar las relaciones evolutivas
entre organismos cuando se utilizan ciertos relojes moleculares, por

ejemplo, los genes 16SrRNA y recA de los microorganismos).

Amplificacion y cuantificacion del ADN

Dado que la PCR amplifica las regiones de ADN a las que se
dirige, puede utilizarse para analizar cantidades extremadamente
pequeiias de muestra. Esto suele ser fundamental para el analisis
forense, cuando solo se dispone de una cantidad minima de ADN
como prueba. La PCR también puede utilizarse en el analisis de
ADN antiguo de decenas de miles de afios. Estas técnicas basadas
en la PCR se han utilizado con éxito en animales, como un mamut
de cuarenta mil afios de antigiiedad, y también en ADN humano,
en aplicaciones que van desde el analisis de momias egipcias hasta
la identificacion de un zar ruso y el cuerpo del rey inglés Ricardo

I1I.

Los métodos de PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (QPCR,
que no debe confundirse con la RT-PCR) permiten estimar la
cantidad de una determinada secuencia presente en una muestra,
una técnica que suele aplicarse para determinar cuantitativamente
los niveles de expresion de los genes. La PCR cuantitativa es una
herramienta establecida para la cuantificacion del ADN que mide
la acumulacion del producto de ADN después de cada ronda de

amplificacion de la PCR.
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La qPCR permite la cuantificacion y deteccion de una secuencia
especifica de ADN en tiempo real, ya que mide la concentracion
mientras tiene lugar el proceso de sintesis. Existen dos métodos
para la deteccion y cuantificacion simultaneas. El primer método
consiste en utilizar colorantes fluorescentes que se retienen de
forma inespecifica entre las dobles cadenas. El segundo método
consiste en utilizar sondas que codifican secuencias especificas y
que estan marcadas con fluorescencia. La deteccion del ADN
mediante estos métodos sélo puede verse después de que se
produzca la hibridacion de las sondas con su ADN
complementario. Una interesante combinacion de técnicas es la
PCR en tiempo real y la transcripcion inversa. Esta sofisticada
técnica, denominada RT-qPCR, permite la cuantificacion de una
pequena cantidad de ARN. Mediante esta técnica combinada, el
ARNm se convierte en ‘ADNc, que se cuantifica posteriormente
mediante la qPCR. Esta técnica reduce la posibilidad de error en el
punto final de la PCR,”* aumentando las posibilidades de
deteccion de genes asociados a enfermedades genéticas como el
cancer.*) Los laboratorios utilizan la RT-qPCR para medir con
sensibilidad la regulacion de los genes. Los fundamentos
matematicos para la cuantificacion fiable de la PCR y la RT-qPCR
facilitan la implementacion de procedimientos de ajuste preciso de
los datos experimentales en aplicaciones de investigacion,

médicas, de diagnostico y de enfermedades infecciosas.
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Aplicaciones médicas y de diagnostico

Los futuros padres pueden someterse a pruebas para saber si son
portadores genéticos, o sus hijos pueden ser examinados para saber
si estan realmente afectados por una enfermedad.l'! Las muestras
de ADN para las pruebas prenatales pueden obtenerse mediante
amniocentesis, muestras de vellosidades coridnicas o incluso
mediante el andlisis de células fetales raras que circulan por el
torrente sanguineo de la madre. El andlisis por PCR también es
esencial para el diagnostico genético preimplantacional, en el que
se analizan células individuales de un embrion en desarrollo para

detectar mutaciones.

. La PCR también puede utilizarse como parte de una prueba
sensible para la tipificacion de tejidos, vital para el trasplante de
organos. A partir de 2008, existe incluso una propuesta para
sustituir las pruebas tradicionales de tipificacion sanguinea
basadas en anticuerpos por pruebas basadas en la PCR.

« Muchas formas de cancer implican alteraciones en los
oncogenes. Mediante el uso de pruebas basadas en la PCR para
estudiar estas mutaciones, los regimenes terapéuticos pueden a
veces personalizarse para un paciente. La PCR permite el
diagnostico precoz de enfermedades malignas como la leucemia
y los linfomas, que es actualmente el mas desarrollado en la

investigacion del cancer y ya se utiliza de forma rutinaria. Los
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ensayos de PCR pueden realizarse directamente en muestras de
ADN gendmico para detectar células malignas especificas de la
translocacion con una sensibilidad al menos 10.000 veces
superior a la de otros métodos. La PCR es muy ttil en el &mbito
médico, ya que permite aislar y amplificar los supresores
tumorales. La PCR cuantitativa, por ejemplo, puede utilizarse
para cuantificar y analizar células individuales, asi como para
reconocer confirmaciones y combinaciones de ADN, ARNm y

proteinas.

Aplicaciones para enfermedades infecciosas

La PCR permite un diagndstico rapido y muy especifico de las
enfermedades infecciosas, incluidas las causadas por bacterias o
virus.?3) La PCR también permite la identificacion de
microorganismos no cultivables o de crecimiento lento, como las
micobacterias, las bacterias anaerobias o los virus, a partir de
ensayos de cultivo de tejidos y modelos animales. La base de las
aplicaciones de diagndstico de la PCR en microbiologia es la
deteccion de agentes infecciosos y la discriminacion de las cepas

no patdgenas de las patogenas en virtud de genes especificos.

La caracterizacion y la deteccion de organismos de enfermedades
infecciosas han sido revolucionadas por la PCR de las siguientes

mancras:
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« El virus de la inmunodeficiencia humana o VIH, es un objetivo
dificil de encontrar y erradicar. Las primeras pruebas para
detectar la infeccion se basaban en la presencia de anticuerpos
contra el virus que circulaban por el torrente sanguineo. Sin
embargo, los anticuerpos no aparecen hasta muchas semanas
después de la infeccidn, los anticuerpos maternos enmascaran la
infeccion de un recién nacido y los agentes terapéuticos para
combatir la infecciéon no afectan a los anticuerpos. Se han
desarrollado pruebas de PCR que pueden detectar tan sélo un
genoma viral entre el ADN de mas de 50.000 células del
huésped. Las infecciones pueden detectarse antes, la sangre
donada puede analizarse directamente para detectar el virus, los
recién nacidos pueden ser sometidos inmediatamente a pruebas
de infeccion y los efectos de los tratamientos antivirales pueden
cuantificarse.

« Algunos organismos de la enfermedad, como el de la
tuberculosis, son dificiles de muestrear de los pacientes y lentos
de cultivar en el laboratorio. Las pruebas basadas en la PCR han
permitido detectar un pequefio numero de organismos de la
enfermedad (tanto vivos como muertos), en muestras
convenientes. El andlisis genético detallado también puede
utilizarse para detectar la resistencia a los antibidticos, lo que
permite una terapia inmediata y eficaz. Los efectos de la terapia

también pueden evaluarse inmediatamente.
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« La propagacion de un organismo patéogeno a través de
poblaciones de animales domésticos o salvajes puede
controlarse mediante pruebas de PCR. En muchos casos, se
puede detectar y controlar la aparicion de nuevos subtipos
virulentos. Los subtipos de un organismo que fueron
responsables de epidemias anteriores también pueden
determinarse mediante el andlisis de PCR.

« El ADN viral puede detectarse mediante la PCR. Los cebadores
utilizados deben ser especificos para las secuencias objetivo en
el ADN de un virus, y la PCR puede utilizarse para los analisis
de diagndstico o la secuenciacion del ADN del genoma viral. La
alta sensibilidad de la PCR permite detectar el virus poco
después de la infeccion e incluso antes de la aparicion de la
enfermedad.[3*! Esta deteccion precoz puede dar a los médicos
un tiempo de ventaja significativo en el tratamiento. La cantidad
de virus ("carga viral") en un paciente también puede
cuantificarse mediante técnicas de cuantificacion del ADN
basadas en la PCR. Una variante de la PCR (RT-PCR) se utiliza
para detectar el ARN viral en lugar del ADN: en esta prueba se
utiliza la enzima transcriptasa inversa para generar una
secuencia de ADN que coincida con el ARN viral; este ADN se
amplifica a continuacion segun el método habitual de PCR. La
RT-PCR se utiliza ampliamente para detectar el genoma viral

del SARS-CoV-2.
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. Enfermedades como la tos ferina (o tos convulsa) estan causadas
por la bacteria Bordetella pertussis. Esta bacteria se caracteriza
por una grave infeccion respiratoria aguda que afecta a varios
animales y a los seres humanos y ha provocado la muerte de
muchos nifios pequefios. La toxina de la tos ferina es una
exotoxina proteica que se une a los receptores celulares
mediante dos dimeros y reacciona con diferentes tipos de
células, como los linfocitos T, que desempefian un papel en la
inmunidad celular. La PCR es una importante herramienta de
analisis que puede detectar secuencias dentro del gen de la
toxina pertussis. Dado que la PCR tiene una alta sensibilidad
para la toxina y un tiempo de respuesta rapido, es muy eficiente

para diagnosticar la tos ferina.en comparacion con el cultivo.

Aplicaciones forenses

El desarrollo de protocolos de huellas genéticas (o de ADN)
basados en la PCR ha tenido una amplia aplicacion en el ambito

forense:

. En su forma mas discriminatoria, la huella genética puede
distinguir de forma exclusiva a una persona de toda la poblacion
mundial. Se pueden aislar muestras mintisculas de ADN del
lugar del delito y compararlas con las de los sospechosos, o con
las de una base de datos de ADN de pruebas anteriores o de

condenados. A menudo se utilizan versiones mas sencillas de
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estas pruebas para descartar rapidamente a los sospechosos
durante una investigacion criminal. Se pueden analizar pruebas
de delitos cometidos hace décadas, confirmando o exonerando
a las personas condenadas en un principio.

La tipificacion forense del ADN ha sido una forma eficaz de
identificar o exonerar a los sospechosos de delitos gracias al
analisis de las pruebas descubiertas en la escena del crimen. El
genoma humano tiene muchas regiones repetitivas que pueden
encontrarse dentro de secuencias genéticas o en regiones no
codificantes del genoma. En concreto, hasta el 40% del ADN
humano es repetitivo. Existen dos categorias distintas para estas
regiones repetitivas no codificantes del genoma. La primera
categoria se denomina repeticiones en tandem de numero
variable (VNTR) que tienen una longitud de 10 a 100 pares de
bases y la segundacategoria se denomina repeticiones en
tandem cortas (STR) y consisten en secciones repetidas de 2 a
10 pares de bases. La PCR se utiliza para amplificar varias
VNTR y STR bien conocidas utilizando cebadores que
flanquean cada una de las regiones repetitivas. Los tamafios de
los fragmentos obtenidos de cualquier individuo para cada uno
de los STRs indicaran qué alelos estan presentes. Analizando
varios STRs para un individuo, se encontrara un conjunto de
alelos para cada persona que estadisticamente es probable que
sea unico. Los investigadores han identificado la secuencia

completa del genoma humano. Se puede acceder facilmente a
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esta secuencia a través del sitio web del NCBI y se utiliza en
muchas aplicaciones de la vida real. Por ejemplo, el FBI ha
recopilado un conjunto de sitios de marcadores de ADN que se
utilizan para la identificacion, y que se denominan base de datos
de ADN del Sistema Combinado de Indices de ADN (CODIS).
El uso de esta base de datos permite utilizar el analisis
estadistico para determinar la probabilidad de que una muestra
de ADN coincida. La PCR es una herramienta analitica muy
poderosa y significativa para utilizar en la tipificacion forense
del ADN, ya que los investigadores s6lo necesitan una cantidad
muy pequeiia del ADN objetivo que se utilizara para el analisis.
Por ejemplo, un solo cabello humano con el foliculo piloso
adherido tiene suficiente ADN para realizar el analisis. Del
mismo modo, unos pocos espermatozoides, muestras de piel de
debajo de las ufias o<una pequeiia cantidad de sangre pueden
proporcionar suficiente ADN para un analisis concluyente.

Las formas menos discriminatorias de las huellas de ADN
pueden ayudar en las pruebas de paternidad por ADN, en las que
se empareja a un individuo con sus parientes cercanos. Se puede
analizar el ADN de restos humanos no identificados y
compararlo con el de posibles padres, hermanos o hijos. Pruebas
similares pueden utilizarse para confirmar los padres bioldgicos
de un niflo adoptado o secuestrado. También se puede confirmar

(o descartar) el padre bioldgico real de un recién nacido.
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« El disefio de la PCR AMGX/AMGY ha facilitado Ia
amplificacion de secuencias de ADN a partir de una cantidad
muy minuscula de genoma. Sin embargo, también puede
utilizarse para la determinacion del sexo en tiempo real a partir
de muestras oseas forenses. Esto proporciona una forma
poderosa y eficaz de determinar el sexo en casos forenses y

especimenes antiguos.

Aplicaciones

La PCR se ha aplicado a muchas areas de investigacion en genética

molecular:

« La PCR permite producir rapidamente trozos cortos de ADN,
incluso cuando no se conoce mas que la secuencia de los dos
cebadores. Esta capacidad de la PCR aumenta muchos métodos,
como la generacion de sondas de hibridacion para la hibridacion
Southern o Northern blot. La PCR proporciona a estas técnicas
grandes cantidades de ADN puro, a veces como una sola hebra,
lo que permite el andlisis incluso a partir de cantidades muy
pequeiias de material de partida.

. Latarea de secuenciar el ADN también puede ser asistida por la
PCR. Se pueden producir facilmente segmentos conocidos de
ADN a partir de un paciente con una mutacion de una
enfermedad genética. Las modificaciones de la técnica de

amplificacion pueden extraer segmentos de un genoma
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completamente desconocido, o pueden generar so6lo una hebra
de una zona de interés.

La PCR tiene numerosas aplicaciones al proceso mas tradicional
de clonacion de ADN. Puede extraer segmentos para su
insercion en un vector a partir de un genoma mayor, que puede
estar disponible sélo en pequefias cantidades. Utilizando un
unico conjunto de "cebadores para vectores", también puede
analizar o extraer fragmentos que ya han sido insertados en
vectores. Algunas alteraciones del protocolo de PCR pueden
generar mutaciones (generales o dirigidas al sitio) de un
fragmento insertado.

La secuenciacion de sitios es un proceso en el que se utiliza la
PCR como indicador de que un segmento concreto de un
genoma esta presente en-un clon determinado. El Proyecto
Genoma Humano encontré esta aplicacion vital para mapear los
clones de césmidos que estaban secuenciando, y para coordinar
los resultados de diferentes laboratorios.

Una aplicacion de la PCR es el andlisis filogénico del ADN
procedente de fuentes antiguas, como el encontrado en los
huesos recuperados de los neandertales, en los tejidos
congelados de los mamuts o en el cerebro de las momias
egipcias. En algunos casos, el ADN altamente degradado de
estas fuentes podria reensamblarse durante las primeras etapas

de la amplificacion.
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« Una aplicacion comun de la PCR es el estudio de los patrones
de expresion genética. Los tejidos (o incluso las células
individuales) pueden analizarse en diferentes etapas para ver
qué genes se han activado o cudles se han desactivado. Esta
aplicacion también puede utilizar la PCR cuantitativa para
cuantificar los niveles reales de expresion.

. Lacapacidad de la PCR para amplificar simultdneamente varios
loci a partir de espermatozoides individuales ha mejorado en
gran medida la tarea mas tradicional de la cartografia genética
mediante el estudio de los cruces cromosdmicos después de la
meiosis. Se han observado directamente eventos raros de cruce
entre loci muy cercanos analizando miles de espermatozoides
individuales. Del mismo modo, se pueden analizar deleciones,
inserciones, translocaciones o inversiones inusuales, todo ello
sin tener que esperar o'pagar los largos y laboriosos procesos de
fecundacion, embriogénesis.

« Mutagénesis dirigida al sitio: La PCR puede utilizarse para crear
genes mutantes con mutaciones elegidas por los cientificos a
voluntad. Estas mutaciones pueden elegirse para entender como
las proteinas cumplen sus funciones, y para cambiar o mejorar

la funcion de las proteinas.

Ventajas
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La PCR tiene una serie de ventajas. Es bastante sencilla de
entender y utilizar, y produce resultados rapidamente. La técnica es
muy sensible y puede producir de millones a miles de millones de
copias de un producto especifico para su secuenciacion, clonacion
y analisis. La qRT-PCR comparte las mismas ventajas que la PCR,
con la ventaja afiadida de la cuantificacion del producto sintetizado.
Por lo tanto, tiene sus usos para analizar las alteraciones de los
niveles de expresion génica en tumores, microbios u otros estados

de enfermedad.

La PCR es una herramienta de investigacion muy potente y
practica. La secuenciacion de etiologias desconocidas de muchas
enfermedades se estd averiguando mediante la PCR. La técnica
puede ayudar a identificar la secuencia de virus hasta ahora
desconocidos y relacionados  con los ya conocidos, lo que nos
permite comprender mejor la propia enfermedad. Si se consigue
simplificar ain mas el procedimiento y desarrollar sistemas de
deteccion sensibles no radiométricos, la PCR ocupard un lugar

destacado en el laboratorio clinico durante los préximos afios.

Limitaciones

Una de las principales limitaciones de la PCR es que se necesita
informacion previa sobre la secuencia diana para generar los
cebadores que permitiran su amplificacion selectiva. Esto significa

que, normalmente, los usuarios de la PCR deben conocer la(s)
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secuencia(s) precisa(s) aguas arriba de la region diana en cada una
de las dos plantillas monocatenarias para garantizar que la ADN
polimerasa se une correctamente a los hibridos cebador-plantilla y
genera posteriormente toda la region diana durante la sintesis del

ADN.

Como todas las enzimas, las ADN polimerasas también son
propensas a cometer errores, lo que a su vez provoca mutaciones

en los fragmentos de PCR que se generan.

Otra limitacion de la PCR es que incluso la mas pequefia cantidad
de ADN contaminante puede amplificarse, dando lugar a resultados
engafiosos o ambiguos. Para minimizar la posibilidad de
contaminacion, los investigadores deben reservar salas separadas
para la preparacién de los reactivos, la PCR y el andlisis del
producto. Los reactivos deben dispensarse en alicuotas de un solo
uso. Deben utilizarse’  rutinariamente pipetas con ¢émbolos
desechables y puntas de pipeta extralargas. Ademas, se recomienda
garantizar que la configuracidon del laboratorio siga un flujo de
trabajo unidireccional. Ningun material o reactivo utilizado en las
salas de PCR y de andlisis debe llevarse nunca a la sala de
preparacion de la PCR sin una descontaminacion completa. Las
muestras ambientales que contienen acidos himicos pueden inhibir

la amplificacion de la PCR y dar lugar a resultados inexactos.
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Variaciones

« PCR alelo-especifica: técnica de diagnostico o clonacion basada
en las variaciones de un solo nucleo6tido (SNV, no confundir con
SNP) (diferencias de una sola base en un paciente). Requiere un
conocimiento previo de la secuencia de ADN, incluidas las
diferencias entre alelos, y utiliza cebadores cuyos extremos 3'
abarcan la SNV (normalmente se incorpora un tampén de pares
de bases alrededor de la SNV). La amplificacion por PCR en
condiciones estrictas es mucho menos eficiente en presencia de
un desajuste entre la plantilla y el cebador, por lo que la
amplificacion exitosa con un cebador especifico del SNP sefiala
la presencia del SNP especifico €n'una secuencia.

« PCR de ensamblaje o ensamblaje ciclico con polimerasa (PCA):
sintesis artificial de secuencias largas de ADN mediante la
realizacion de la PCR en un conjunto de oligonucledtidos largos
con segmentos cortos superpuestos. Los oligonucledtidos
alternan entre las direcciones sentido y antisentido, y los
segmentos superpuestos determinan el orden de los fragmentos
de la PCR, produciendo asi selectivamente el producto final de
ADN largo.

« PCR asimétrica: amplifica preferentemente una cadena de ADN
en una plantilla de ADN de doble cadena. Se utiliza en la
secuenciacion y el sondeo de hibridacion cuando se requiere la

amplificacion de solo una de las dos cadenas complementarias.
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La PCR se lleva a cabo como de costumbre, pero con un gran
exceso del cebador para la hebra que se quiere amplificar.
Debido a la lenta amplificacion (aritmética) que se produce mas
adelante en la reaccion, después de que se haya agotado el
cebador limitador, se requieren ciclos adicionales de PCR. Una
modificacion reciente de este proceso, conocida como Linear-
After-The-Exponential-PCR (LATE-PCR), utiliza un cebador
limitador con una temperatura de fusion mas alta (T w) que el
cebador en exceso para mantener la eficiencia de la reaccion a
medida que la concentracion del cebador limitador disminuye a
mitad de la reaccion.[*6]

PCR convectiva: una forma pseudo-isotérmica de realizar la
PCR. En lugar de calentar y enfriar repetidamente la mezcla de
PCR, la solucién se somete a un gradiente térmico. El flujo
convectivo resultante, impulsado por la inestabilidad térmica,
desplaza automaticamente los reactivos de la PCR de las
regiones calientes y frias repetidamente, permitiendo la PCR.
Parametros como las condiciones térmicas limite y la geometria
del recinto de la PCR pueden optimizarse para obtener una PCR
robusta y rapida aprovechando la aparicion de campos de flujo
cadticos.[*® Esta configuraciéon de la PCR de flujo convectivo
reduce significativamente la necesidad de energia del
dispositivo y el tiempo de funcionamiento.

PCR de marcado: un método altamente paralelo para recuperar

moléculas de ADN precisas para la sintesis de genes. Una
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compleja biblioteca de moléculas de ADN se modifica con
etiquetas de flanqueo tnicas antes de la secuenciaciéon masiva
en paralelo. A continuacién, los cebadores dirigidos a las
etiquetas permiten recuperar las moléculas con las secuencias
deseadas mediante la PCR.

PCR digital (dPCR): se utiliza para medir la cantidad de una
secuencia de ADN objetivo en una muestra de ADN. La muestra
de ADN esta muy diluida, de modo que tras ejecutar muchas
PCR en paralelo, algunas de ellas no reciben ni una sola
molécula del ADN diana. La concentracion de ADN diana se
calcula utilizando la proporcidn de resultados negativos. De ahi
el nombre de "PCR digital".

Amplificacion dependiente de la helicasa: similar a la PCR
tradicional, pero utiliza una temperatura constante en lugar de
ciclos de desnaturalizacion y recocido/extension. La helicasa de
ADN, una enzima que desenrolla el ADN, se utiliza en lugar de
la desnaturalizacion térmica.

PCR de arranque en caliente: técnica que reduce la
amplificacion inespecifica durante las etapas iniciales de la
PCR. Puede realizarse manualmente calentando los
componentes de la reaccion hasta la temperatura de
desnaturalizacién (por ejemplo, 95 °C) antes de afadir la
polimerasa. Se han desarrollado sistemas enzimaticos
especializados que inhiben la actividad de la polimerasa a

temperatura ambiente, ya sea por la unién de un anticuerpol!211?]
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o por la presencia de inhibidores unidos covalentemente que se
disocian so6lo después de un paso de activacion a alta
temperatura. La PCR de inicio en caliente/acabado en frio se
consigue con nuevas polimerasas hibridas que son inactivas a
temperatura ambiente y se activan instantaneamente a la
temperatura de elongacion.

La PCR in silico (PCR digital, PCR virtual, PCR electronica, e-
PCR) se refiere a las herramientas computacionales utilizadas
para calcular los resultados tedricos de la reaccion en cadena de
la polimerasa utilizando un conjunto determinado de cebadores
(sondas) para amplificar secuencias de. ADN de un genoma o
transcriptoma secuenciado. La PCR 'in silico se propuso como
una herramienta educativa para la biologia molecular. (>3]

PCR intersecuencial (ISSR): método de PCR para la obtencién
de huellas de ADN que amplifica regiones entre repeticiones de
secuencias simples para producir una huella digital tnica de las
longitudes de los fragmentos amplificados.

PCR inversa: se utiliza habitualmente para identificar las
secuencias de flanqueo alrededor de los insertos gendémicos.
Implica una serie de digestiones de ADN y una autoligadura, lo
que da lugar a secuencias conocidas en ambos extremos de la
secuencia desconocida.

PCR mediada por ligadura: utiliza pequefios enlazadores de

ADN ligados al ADN de interés y multiples cebadores que se
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acoplan a los enlazadores de ADN; se ha utilizado para la
secuenciacion de ADN, el recorrido del genoma y la toma de
huellas de ADN.

PCR especifica de metilacion (MSP): desarrollada por Stephen
Baylin y James G. Herman en la Escuela de Medicina Johns
Hopkins, se utiliza para detectar la metilacion de las islas CpG
en el ADN gendmico. El ADN se trata primero con bisulfito de
sodio, que convierte las bases de citosina no metiladas en
uracilo, que es reconocido por los cebadores de la PCR como
timina. A continuacién, se llevan a cabo dos PCR en el ADN
modificado, utilizando conjuntos de  cebadores idénticos
excepto en las islas CpG de las secuencias de cebadores. En
estos puntos, un conjunto de-cebadores reconoce el ADN con
citosinas para amplificar'el ADN metilado, y otro conjunto
reconoce el ADN conuracilo o timina para amplificar el ADN
no metilado. La MSP utilizando la qPCR también puede
realizarse para obtener informacion cuantitativa en lugar de
cualitativa sobre la metilacion.

PCR de miniprimero: utiliza una polimerasa termoestable (S-
Tbr) que puede ampliar a partir de cebadores cortos "smalligos"
tan cortos como 9 o 10 nucleotidos. Este método permite dirigir
la PCR a regiones de union de cebadores mas pequefias, y se
utiliza para amplificar secuencias de ADN conservadas, como

el gen del ARNr 16S o el 18S eucariotico.
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« Amplificaciéon de sonda dependiente de ligadura multiple
(MLPA): permite amplificar multiples objetivos con un solo par
de cebadores, evitando asi las limitaciones de resolucion de la
PCR multiple.

« Multiplex-PCR: consiste en la utilizacion de multiples
conjuntos de cebadores dentro de una inica mezcla de PCR para
producir amplicones de distintos tamafios que son especificos
para diferentes secuencias de ADN. Al dirigirse a varios genes
a la vez, se puede obtener informacion adicional de una sola
prueba que, de otro modo, requeriria varios reactivos y mas
tiempo para realizarla. Las temperaturas de recocido de cada
uno de los conjuntos de cebadores deben optimizarse para que
funcionen correctamente en una sola reaccion, asi como los
tamafios de los amplicones. Es decir, su longitud de par de bases
debe ser lo suficientemente diferente como para formar bandas
distintas cuando se visualicen por electroforesis en gel.

« PCR asistida por nanoparticulas (nanoPCR): algunas
nanoparticulas (NPs) pueden mejorar la eficiencia de la PCR
(por lo que se denominan nanoPCR), y algunas pueden incluso
superar a los potenciadores originales de la PCR. Se ha
informado de que los puntos cuanticos (QD) pueden mejorar la
especificidad y la eficacia de la PCR. Los nanotubos de carbono
de pared simple (SWCNT) y los nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNT) son eficientes para mejorar la

amplificacion de la PCR larga. Los nanopolvos de carbono
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(CNP) pueden mejorar la eficiencia de la PCR repetida y de la
PCR larga, mientras que el 6xido de zinc, el dioxido de titanio
y las NPs de Ag resultaron aumentar el rendimiento de la PCR.
Los datos anteriores indicaban que las NPs no metalicas
conservaban una fidelidad de amplificacion aceptable. Dado
que muchas NPs son capaces de mejorar la eficiencia de la PCR,
estd claro que es probable que haya un gran potencial para la
mejora de la tecnologia nanoPCR y el desarrollo de
productos.>160]

PCR anidada: aumenta la especificidad de la amplificacion del
ADN, reduciendo el fondo debido.a la amplificaciéon no
especifica del ADN. Se utilizan dos juegos de cebadores en dos
PCR sucesivas. En la primera reaccion, se utiliza un par de
cebadores para generar productos de ADN que, ademas de la
diana prevista, pueden estar formados por fragmentos de ADN
amplificados de forma no especifica. A continuacion, el
producto o productos se utilizan en una segunda PCR con un
conjunto de cebadores cuyos sitios de union son total o
parcialmente diferentes y estan situados a 3' de cada uno de los
cebadores utilizados en la primera reaccion. La PCR anidada
suele tener mas éxito en la amplificacion especifica de
fragmentos largos de ADN que la PCR convencional, pero
requiere un conocimiento mas detallado de las secuencias

objetivo.
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« PCR de solapamiento-extension o Splicing por extension de
solapamiento (SOEing) : técnica de ingenieria genética que se
utiliza para empalmar dos o mas fragmentos de ADN que
contienen secuencias complementarias. Se utiliza para unir
fragmentos de ADN que contienen genes, secuencias
reguladoras o mutaciones; la técnica permite crear
construcciones de ADN especificas y largas. También puede
introducir deleciones, inserciones o mutaciones puntuales en
una secuencia de ADN.

« PAN-AC: utiliza condiciones isotérmicas para la amplificacion,
y puede utilizarse en células vivas.

« PCR cuantitativa (qPCR): se utiliza para medir la cantidad de
una secuencia objetivo (normalmente en tiempo real). Mide
cuantitativamente cantidades iniciales de ADN, ADNc o ARN.
La PCR cuantitativa seutiliza habitualmente para determinar si
una secuencia de ADN esta presente en una muestra y el nimero
de sus copias en la misma. La PCR cuantitativa tiene un grado
de precision muy alto. Los métodos de PCR cuantitativa utilizan
tintes fluorescentes, como Sybr Green, EvaGreen o sondas de
ADN que contienen fluoréforos, como TagMan, para medir la
cantidad de producto amplificado en tiempo real. A veces
también se abrevia como RT-PCR (PCR en tiempo real), pero
esta abreviatura solo debe utilizarse para la PCR de
transcripcion inversa. qPCR es la contraccion adecuada para la

PCR cuantitativa (PCR en tiempo real).
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« PCR inversa del complemento (RC-PCR): Permite afadir
dominios funcionales o secuencias de eleccion de forma
independiente a cualquier extremo del amplicon generado en
una unica reaccion de tubo cerrado. Este método genera
cebadores especificos de la diana dentro de la reaccion mediante
la interaccion de cebadores universales (que contienen las
secuencias o dominios deseados que se van a afiadir) y sondas
RC.

« PCR de transcripcion inversa (R7-PCR): para amplificar el
ADN a partir del ARN. La transcriptasa inversa transcribe el
ARN en ADNc, que luego se amplifica por PCR. La RT-PCR
se utiliza ampliamente en la elaboracion de perfiles de
expresion, para determinar la expresion de un gen o para
identificar la secuencia de un transcrito de ARN, incluidos los
sitios de inicio y terminacion de la transcripcion. Si se conoce la
secuencia del ADN gendémico de un gen, la RT-PCR puede
utilizarse para localizar los exones e intrones del gen. El
extremo 5' de un gen (correspondiente al lugar de inicio de la
transcripcion) se identifica normalmente mediante RACE-PCR
(Rapid Amplification of cDNA Ends).

« PCR dependiente de RNasa H (thPCR): una modificacion de la
PCR que utiliza cebadores con un bloque de extension 3' que
puede ser eliminado por una enzima RNasa HII termoestable.
Este sistema reduce los cebadores y permite realizar reacciones

multiplexadas con un mayor nimero de cebadores.
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. Single Specific Primer-PCR (SSP-PCR): permite Ia

amplificacion de ADN de doble cadena incluso cuando la
informacion de la secuencia esta disponible sélo en un extremo.
Este método permite la amplificacion de genes de los que so6lo
se dispone de una informacion parcial de la secuencia, y permite
el recorrido unidireccional del genoma desde regiones
conocidas a regiones desconocidas del cromosoma.

PCR en fase solida: engloba multiples significados, incluyendo
la Amplificacion Polonica donde las colonias de PCR se derivan
en una matriz de gel, por ejemplo, la PCR de Puente (los
cebadores estan unidos covalentemente a una superficie de
soporte solido), la PCR en fase sélida convencional (en la que
se aplica la PCR asimétrica en presencia de un cebador con
soporte soélido cuya secuencia coincide con la de uno de los
cebadores acuosos) yla PCR en fase sélida mejorada, en la que
la PCR en fase sdlida convencional puede mejorarse empleando
cebadores de alta Tm y anidados en el soporte sélido con la
aplicacion opcional de un "paso" térmico para favorecer el
cebado en el soporte sélido.

PCR suicida: se utiliza normalmente en paleogenética u otros
estudios en los que evitar falsos positivos y garantizar la
especificidad del fragmento amplificado es la maxima
prioridad. Se describié originalmente en un estudio para
verificar la presencia del microbio Yersinia pestis en muestras

dentales obtenidas de tumbas del siglo XIV de personas
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supuestamente muertas por la peste durante la epidemia
medieval de la peste negra. El método prescribe el uso de
cualquier combinacion de cebadores s6lo una vez en una PCR,
de ahi el término "suicida", que nunca deberia haberse utilizado
en ninguna reaccion de PCR de control positivo, y los cebadores
deben dirigirse siempre a una regidn gendmica nunca
amplificada antes en el laboratorio utilizando este o cualquier
otro conjunto de cebadores. Esto garantiza que no haya ADN
contaminante de reacciones de PCR anteriores en el laboratorio,
que de otro modo podria generar falsos positivos.

PCR asimétrica térmica entrelazada (TAIL-PCR): para el
aislamiento de una secuencia desconocida que flanquea una
secuencia conocida. Dentro dela secuencia conocida, la TAIL-
PCR utiliza un par anidado de cebadores con diferentes
temperaturas de recocido; se utiliza un cebador degenerado para
amplificar en la otra direccion de la secuencia desconocida.
PCR descendente (Step-down PCR): variante de la PCR cuyo
objetivo es reducir el fondo inespecifico reduciendo
gradualmente la temperatura de recocido a medida que avanza
el ciclo de la PCR. La temperatura de recocido en los ciclos
iniciales suele ser unos pocos grados (3-5 °C) por encima de la
Tm de los cebadores utilizados, mientras que en los ciclos
posteriores, es unos pocos grados (3-5 °C) por debajo de la Tm
del cebador. Las temperaturas mas altas proporcionan una

mayor especificidad para la union del cebador, y las

L4l



temperaturas mas bajas permiten una amplificacion mas
eficiente a partir de los productos especificos formados durante
los ciclos iniciales.

Universal Fast Walking: para el recorrido del genomay la huella
genética utilizando una PCR de "dos caras" mas especifica que
los enfoques convencionales de "una cara" (utilizando s6lo un
cebador especifico del gen y un cebador general, lo que puede
dar lugar a "ruido" artefactual) en virtud de un mecanismo que
implica la formacion de la estructura de lariat. Los derivados
racionalizados de UFW son LaNe RAGE (PCR anidada
dependiente de lariat para la amplificacion rapida de los

extremos del ADN genomico), S'RACE LaNe y 3'RACE LaNe.

Las enzimas resistentes al calor que son un componente clave de

la reaccion en cadena de la polimerasa se descubrieron en la década

de 1960 como producto de una forma de vida microbiana que vivia

en las aguas sobrecalentadas del manantial de los hongos de

Yellowstone.

En 1971, Kjell Kleppe y sus colaboradores del laboratorio de H.

Gobind Khorana describieron por primera vez un método que

consistia en utilizar un ensayo enzimatico para replicar una

plantilla corta de ADN con cebadores in vitro. Sin embargo, esta

primera manifestacion del principio basico de la PCR no recibid

mucha atencion en su momento y la invencion de la reacciéon en
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cadena de la polimerasa en 1983 se atribuye generalmente a Kary

Mullis.

Cuando Mullis desarrolld la PCR en 1983, trabajaba en
Emeryville (California) para Cetus Corporation, una de las
primeras empresas de biotecnologia, donde se encargaba de
sintetizar cadenas cortas de ADN. Mullis ha escrito que concibid la
idea de la PCR mientras recorria la autopista de la costa del Pacifico
una noche en su coche. Estaba jugando en su mente con una nueva
forma de analizar las mutaciones de los cambios en el ADN cuando
se dio cuenta de que, en cambio, habia inventado un método para
amplificar cualquier region de ADN mediante ciclos repetidos de
duplicacion impulsados por la ADN- polimerasa. En Scientific
American, Mullis resumi6 el procedimiento: "Partiendo de una sola
molécula del material genético ADN, la PCR puede generar
100.000 millones de moléculas similares en una tarde. La reaccion
es facil de ejecutar. No requiere mas que un tubo de ensayo, unos
cuantos reactivos sencillos y una fuente de calor". La huella de
ADN se utiliz6 por primera vez para las pruebas de paternidad en

1988.

Mullis y el profesor Michael Smith, que habia desarrollado otras
formas esenciales de manipular el ADN, recibieron conjuntamente
el Premio Nobel de Quimica en 1993, siete afios después de que
Mullis y sus colegas de Cetus pusieran en practica su propuesta. El

articulo de Mullis de 1985 con R. K. Saiki y H. A. Erlich,
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"Enzymatic Amplification of B-globin Genomic Sequences and
Restriction Site Analysis for Diagnosis of Sickle Cell Anemia"
(Amplificacion enzimatica de las secuencias genomicas de la
globulosis y analisis de los sitios de restriccion para el diagnostico
de la anemia de células falciformes), la invencion de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), fue honrado con el premio Citation
for Chemical Breakthrough Award de la Division de Historia de la

Quimica de la Sociedad Americana de Quimica en 2017.

El nucleo del método de la PCR es el uso de una polimerasa de
ADN adecuada capaz de soportar las altas temperaturas de >90 °C
(194 °F) necesarias para la separacion de las dos cadenas de ADN
en la doble hélice de ADN después de cada ciclo de replicacion.
Las ADN polimerasas empleadas inicialmente en los experimentos
in vitro que presagiaban la PCR no podian soportar estas altas
temperaturas. Por ello,” los primeros procedimientos para la
replicacion del ADN eran muy ineficaces y requerian mucho
tiempo, asi como grandes cantidades de ADN polimerasa y una

manipulacion continua durante todo el proceso.

El descubrimiento en 1976 de la Taq polimerasa, una ADN
polimerasa purificada a partir de la bacteria termoéfila Thermus
aquaticus, que vive de forma natural en entornos calidos (de 50 a
80 °C) como las aguas termales, abrio el camino para mejorar
dréasticamente el método de la PCR. La ADN polimerasa aislada de

T. aquaticus es estable a altas temperaturas y permanece activa
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incluso después de la desnaturalizacion del ADN, lo que evita la
necesidad de afiadir una nueva ADN polimerasa después de cada
ciclo. Esto permitidé un proceso automatizado basado en un

termociclador para la amplificacion del ADN.
Litigios sobre patentes

La técnica de la PCR fue patentada por Kary Mullis y asignada a
Cetus Corporation, donde Mullis trabajaba cuando inventd Ia
técnica en 1983. La enzima 7Tagq polimerasa también estaba cubierta
por patentes. Ha habido varios juicios de gran repercusion
relacionados con la técnica, incluido un juicio infructuoso
presentado por DuPont. La empresa farmacéutica suiza Hoffmann-
La Roche comprd los derechos ‘de las patentes en 1992 y

actualmente tiene las que aun estan protegidas.

Una batalla de patentes relacionada con la enzima Taq
polimerasa sigue en ‘curso en varias jurisdicciones de todo el
mundo entre Roche y Promega. Los argumentos legales se han
extendido mas alla de la vida de las patentes originales de la PCR

y la Taq polimerasa, que expiraron el 28 de marzo de 2005.
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Figura (50): Proceso basado en el termociclador para la

amplificacion del ADN.

RT-PCR

RT-PCR" redirige aqui. Para la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real, también llamada reaccion en cadena de
la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qQPCR) o reaccion en
cadena de la polimerasa cinética, véase Reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real.

Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa
(RT-PCR)
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es una técnica de laboratorio que combina la transcripcion
inversa de ARN en ADN, en este contexto denominado ADN
complementario o ADNc, y la amplificacion de objetivos
especificos de ADN mediante la reaccién en cadena de Ia
polimerasa (PCR). Se utiliza principalmente para medir la cantidad
de un ARN especifico. Esto se consigue monitorizando la reaccion
de amplificacion mediante fluorescencia, una técnica denominada
PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR). La RT-PCR y la
qPCR combinadas se utilizan de forma rutinaria para el andlisis de
la expresion génica y la cuantificacion del ARN viral en la

investigacion y en el ambito clinico.

La estrecha asociacion entre la RT-PCR y la qPCR ha llevado al
uso metonimico del término qPCR para referirse a la RT-PCR. Este
uso puede ser confuso, ya que la RT-PCR puede utilizarse sin la
qPCR, por ejemplo para permitir la clonacién molecular, la
secuenciacion o la simple deteccion de ARN. A la inversa, la gPCR
puede utilizarse sin RT-PCR, por ejemplo para cuantificar el

numero de copias de un fragmento especifico de ADN
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Figura (51): Técnica RT-PCR y q PCR.

La técnica combinada de RT-PCR y qPCR se ha descrito como

RT-PCR cuantitativa o RT-PCR en tiempo real (a veces incluso

llamada RT-PCR cuantitativa en tiempo real), y se ha abreviado de

diversas maneras como qRT-PCR, RT-qPCR, RRT-PCR y rRT-

PCR. Para evitar confusiones, las siguientes abreviaturas se

utilizaran de forma coherente en toda la tabla (4).
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Tabla (4): Tipos de abreviatura de la técnica PCR.

Técnica Abreviatura
Reaccion en cadena de la polimerasa PCR
Reaccion en cadena de la polimerasa de RT-PCR

transcripcion inversa

Reaccion en cadena de la polimerasa en qgPCR

tiempo real

Técnica combinada RT-PCR/ qPCR gqRT-PCR

No todos los autores, sobre todo los mas antiguos, utilizan esta
convencion, por lo que el lector debe ser prudente al seguir los
enlaces. RT-PCR se ha utilizado para indicar tanto la PCR en
tiempo real (QPCR) como la PCR de transcripcion inversa (RT-
PCR).

Desde su introduccion en 1977, el Northern blot se ha utilizado
ampliamente para la cuantificacion del ARN a pesar de sus
deficiencias: (a) es una técnica que consume mucho tiempo, (b)
requiere una gran cantidad de ARN para su deteccidn, y (c) es

cuantitativamente inexacta en la baja abundancia del contenido de
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ARN UYL Sin embargo, desde su invencion por Kary Mullis en
1983, la RT PCR ha desplazado al northern blot como método de

eleccion para la deteccion y cuantificacion del ARN.

La RT-PCR se ha convertido en la tecnologia de referencia para
la deteccion y/o comparacion de los niveles de ARN por varias
razones: (a) no requiere un procesamiento posterior a la PCR, (b)
se puede medir un amplio rango (>107 -fold) de abundancia de
ARN, y (c) proporciona informacion tanto cualitativa como
cuantitativa.®) Debido a su simplicidad, especificidad y
sensibilidad, la RT-PCR se utiliza en una amplia gama de
aplicaciones, desde experimentos tan- sencillos como la
cuantificacion de células de levadura en el vino hasta usos mas
complejos como herramientas de diagnostico para detectar agentes

infecciosos como el virus de la gripe aviar y el SARS-CoV-2.

Principios

En la RT-PCR, el molde de ARN se convierte primero en ADN
complementario (ADNc) mediante una transcriptasa inversa (RT).
A continuacion, el ADNc se utiliza como plantilla para la
amplificacion exponencial mediante PCR. El uso de la RT-PCR
para la deteccion del transcrito de ARN ha revolucionado el estudio

de la expresion génica en los siguientes aspectos importantes:
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« Hizo tedricamente posible detectar los transcritos de

practicamente cualquier gent¢!

« Permiti6 la amplificacion de la muestra y eliminé la necesidad

de abundante material de partida necesario cuando se utiliza el

analisis de northern blot:

« Proporciona tolerancia a la degradacion del ARN mientras el

ARN que abarca el cebador esté intacto.

RT-PCR de un paso frente a RT-PCR de dos pasos

RMA,

Primers
ReverseTransohiptase
DNAFPolymerase
Bufer Reagents

RN&,

Nonspecific Primer
Reverse Transciptase
DNAPolymerase

Buffer Reagents

»

One-Step
RT-PCR

| Reversa

Transcription PCR
. W + EJeciﬁan’mEl . W

cDNO Two-Step
RT-PCR

Figura (52): RT-PCR de un paso frente a RT-PCR de dos pasos

RT-PCR de un paso frente a la de dos pasos

La cuantificacion del ARNm mediante la RT-PCR puede

realizarse como una reaccion de un paso o de dos pasos. La

diferencia entre los dos enfoques radica en el nimero de tubos

utilizados al realizar el procedimiento. La reaccion de dos pasos
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requiere que la reaccion de la transcriptasa inversa y la
amplificacion de la PCR se realicen en tubos separados. La
desventaja del enfoque de dos pasos es la susceptibilidad a la
contaminacion debido a la manipulacion mas frecuente de la
muestra. Por otro lado, la reaccion completa, desde la sintesis del
ADNC hasta la amplificacioén de la PCR, se lleva a cabo en un solo
tubo en el método de un paso. El enfoque de un paso estd pensado
para minimizar la variacion experimental al contener todas las
reacciones enzimaticas en un unico entorno. Elimina los pasos de
pipeteo del producto de ADNc, que es un trabajo intensivo y
propenso a la contaminacion de la reaccion de PCR. El uso
adicional de polimerasas tolerantes a inhibidores, potenciadores de
la polimerasa con una condicion optimizada de RT-PCR de un solo
paso, apoya la transcripcion ‘inversa del ARN de muestras no
purificadas o crudas, como la sangre entera y el suero. Sin
embargo, las plantillas de ARN de partida son propensas a la
degradacion en el enfoque de un solo paso, y el uso de este enfoque
no se recomienda cuando se requieren ensayos repetidos de la
misma muestra. Ademas, el método de un paso es menos preciso
que el de dos pasos. También es el método de analisis preferido
cuando se utilizan colorantes de unién al ADN, como el SYBR
Green, ya que la eliminacion de los cebadores puede lograrse
mediante un simple cambio en la temperatura de fusion. No

obstante, el enfoque de un paso es una solucion relativamente
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conveniente para la deteccion rapida del ARN diana directamente

en la biosensacion.

RT-PCR de punto final frente a RT-PCR en tiempo real

La cuantificacion de los productos de la RT-PCR puede dividirse
en gran medida en dos categorias: punto final y tiempo real. El uso
de la RT-PCR de punto final es preferible para medir los cambios
de expresion génica en un numero reducido de muestras, pero la
RT-PCR en tiempo real se ha convertido en el método de referencia
para validar los resultados cuantitativos obtenidos a partir de los

analisis de arrays o los cambios de expresion génica a escala global.

Punto final de la RT-PCR

Los enfoques de medicion de la RT-PCR de punto final requieren
la deteccion de los niveles de expresion de los genes mediante el
uso de tintes fluorescentes como el bromuro de etidio, el etiquetado
P32 de los productos de la PCR mediante un fosforimetro o el
recuento de centelleo. El punto final de la RT-PCR se logra
comunmente utilizando tres métodos diferentes: relativo,

competitivo y comparativo.
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RT-PCR relativa

La cuantificacion relativa de la RT-PCR implica la co-
mplificacidon de un control interno simultdneamente con el gen de
interés. El control interno se utiliza para normalizar las muestras.
Una vez normalizado, se puede realizar una comparacion directa
de las abundancias relativas de los transcritos en multiples muestras
de ARNm. Una precaucion a tener en cuenta es que el control
interno debe elegirse de forma que no se vea afectado por el
tratamiento experimental. El nivel de expresion debe ser constante
en todas las muestras y con el ARNm de interés para que los
resultados sean precisos y significativos. Dado que la
cuantificacion de los resultados se analiza comparando el rango
lineal de la amplificacion de la diana y del control, es crucial tener
en cuenta la concentracion inicial de las moléculas diana y su tasa
de amplificacion antes de iniciar el analisis. Los resultados del
analisis se expresan como la relacion entre la sefial del gen y la
sefial del control interno, cuyos valores pueden utilizarse para la
comparacion entre las muestras en la estimacion de la expresion

relativa del ARN diana.

RT-PCR competitiva
La técnica de RT-PCR competitiva se utiliza para la
cuantificacion absoluta. Implica el uso de un ARN sintético

"competidor" que puede distinguirse del ARN diana por una
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pequeiia diferencia de tamafio o secuencia. Es importante que el
disefio del ARN sintético sea idéntico en secuencia pero
ligeramente mas corto que el ARN diana para obtener resultados
precisos. Una vez disefiado y sintetizado, se afiade una cantidad
conocida del ARN competidor a las muestras experimentales y se
coamplifica con la diana mediante RT-PCR. A continuacion, se
produce una curva de concentracion del ARN competidor y se
utiliza para comparar las sefiales de RT-PCR producidas por los
transcritos enddgenos para determinar la cantidad de diana presente

en la muestra.

RT-PCR comparativa

La RT-PCR comparativa es similar a la RT-PCR competitiva en
el sentido de que el ARN: diana compite por los reactivos de
amplificacion dentro de una inica reaccion con un estandar interno
de secuencia no relacionada. Una vez completada la reaccion, los
resultados se comparan con una curva estandar externa para
determinar la concentracion de ARN diana. En comparacion con
los métodos de cuantificacion relativa y competitiva, la RT-PCR
comparativa se considera el método mas comodo de utilizar, ya que
no requiere que el investigador realice un experimento piloto; en la
RT-PCR relativa, el rango de amplificacion exponencial del
ARNm debe estar predeterminado y en la RT-PCR competitiva, se

debe sintetizar un ARN competidor sintético.
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RT-PCR en tiempo real

La aparicion de nuevas técnicas de etiquetado fluorescente del
ADN en los ultimos afios ha permitido el analisis y la deteccion de
los productos de la PCR en tiempo real y, en consecuencia, ha
llevado a la adopcion generalizada de la RT-PCR en tiempo real
para el andlisis de la expresion génica. La RT-PCR en tiempo real
no solo es ahora el método de eleccion para la cuantificacion de la
expresion génica, sino que también es el método preferido para
obtener resultados de analisis de matrices y expresiones génicas a
escala global. Actualmente, hay cuatro sondas de ADN
fluorescentes diferentes disponibles para la deteccion de productos
de PCR por RT-PCR en tiempo real: SYBR Green, TagMan,
balizas moleculares y sondas escorpion. Todas estas sondas
permiten la deteccion de los productos de la PCR mediante la
generacion de una sefial fluorescente. Mientras que el colorante
SYBR Green emite su sefial fluorescente simplemente al unirse al
ADN de doble cadena en solucion, la generacion de fluorescencia
de las sondas TaqMan, las balizas moleculares y los escorpiones
depende del acoplamiento por transferencia de energia de
resonancia de Forster (FRET) de la molécula de colorante y una

fraccion de quencher a los sustratos de oligonucledtidos.

Verde SYBR
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Cuando el SYBR Green se une al ADN de doble cadena de los
productos de la PCR, emitird luz al excitarse. La intensidad de la
fluorescencia aumenta a medida que se acumulan los productos de
la PCR. Esta técnica es facil de utilizar, ya que no es necesario
disefiar sondas debido a la falta de especificidad de su unién. Sin
embargo, como el colorante no discrimina el ADN de doble cadena
de los productos de la PCR y el de los cebadores, Ia
sobreestimacion de la concentracion objetivo es un problema
comun. Cuando la cuantificacion exacta es una necesidad absoluta,
deben realizarse otros ensayos para la validacion de los resultados.
No obstante, entre los métodos de deteccion de productos de la RT-
PCR en tiempo real, SYBR Green es el mas economico y facil de

utilizar.

Sondas Taq Man

Las sondas TagMan son oligonucledtidos que tienen una sonda
fluorescente unida al extremo 5'y un quencher al extremo 3'.
Durante la amplificacion por PCR, estas sondas se hibridan con las
secuencias diana localizadas en el amplicén y, a medida que la
polimerasa replica el molde con la TagMan unida, también escinde
la sonda fluorescente debido a la actividad 5'- nucleasa de la
polimerasa. Dado que la estrecha proximidad entre la molécula de
quench y la sonda fluorescente normalmente impide que la

fluorescencia se detecte a través de FRET, el desacoplamiento
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resulta en el aumento de la intensidad de la fluorescencia
proporcional al nimero de ciclos de clivaje de la sonda. Aunque las
sondas TagMan bien disefiadas producen resultados precisos de
RT-PCR en tiempo real, su sintesis es costosa y requiere mucho
tiempo cuando hay que hacer sondas separadas para cada objetivo
de ARNm analizado. Ademas, estas sondas son sensibles a la luz y
deben congelarse cuidadosamente en alicuotas para evitar su

degradacion.
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Figura (52): Pasos de la RT-PCR.

Sondas de balizamiento molecular

Al igual que las sondas TagMan, las balizas moleculares también

utilizan la deteccion FRET con sondas fluorescentes unidas al

extremo 5'y un quencher unido al extremo 3' de un sustrato de

oligonucleotidos. Sin embargo, mientras que las sondas
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fluorescentes TagMan se escinden durante la amplificacion, las
sondas de baliza molecular permanecen intactas y se vuelven a unir
a un nuevo objetivo durante cada ciclo de reaccion. Cuando estan
libres en solucion, la proximidad de la sonda fluorescente y la
molécula de quencher impide la fluorescencia a través de FRET.
Sin embargo, cuando las sondas de baliza molecular se hibridan
con una diana, el colorante fluorescente y el quencher se separan
dando lugar a la emision de luz tras la excitacion. Al igual que con
las sondas TagMan, las balizas moleculares son caras de sintetizar

y requieren sondas separadas para cada objetivo de ARN.

Sondas Scorpion

Las sondas Scorpion, al igual que las balizas moleculares, no
seran fluorescentes activas en un estado no hibridado, de nuevo,
debido a que la sonda fluorescente en el extremo 5' es apagada por
la fraccion en el extremo 3' de un oligonucledtido, con Scorpions,
sin embargo, el extremo 3' también contiene la secuencia que es
complementaria al producto de extension del cebador en el extremo
5'. Cuando la extension del Scorpion se une a su complemento en
el amplicon, la estructura del Scorpion se abre, impide el FRET y
permite medir la sefial fluorescente.
Sondas multiplexadas

Las sondas TagMan, las balizas moleculares y los escorpiones

permiten medir simultdneamente los productos de la PCR en un
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solo tubo. Esto es posible porque cada uno de los diferentes
colorantes fluorescentes puede asociarse a un espectro de emision
especifico. El uso de sondas multiplex no sélo ahorra tiempo y
esfuerzo sin comprometer la utilidad de la prueba, sino que su
aplicacion en amplias dreas de investigacion, como el andlisis de
delecion de genes, el andlisis de mutaciones y polimorfismos, el
andlisis cuantitativo y la deteccion de ARN, la convierten en una

técnica inestimable para laboratorios de muchas disciplinas.

Para cuantificar los resultados obtenidos por la RT-PCR en
tiempo real se suelen emplear dos estrategias: el método de la curva

estandar y el método del umbral comparativo.
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Figura (53): Hebra de ADN diana hibridada con la sonda, el

reportero y la sonda marcada con el quencher.

Uso en ingenieria celular

Se inform¢é de la utilizacion de sondas de oligonucledtidos de
sefalizacion fluorogénica para detectar y aislar células que
expresan uno o mas genes deseados, incluida la produccién de
lineas celulares estables multigénicas que expresan el canal de
sodio epitelial heteromultimérico (afy-ENaC), el canal idnico
cerrado por voltaje de sodio 17 (NaV1.7-apf1p2), cuatro
combinaciones Unicas de subunidades del canal i6nico del receptor
de 4cido y-aminobutirico A (GABAA) alp3y2s, a2B3y2s, a33y2s
y a5B3v2s, el regulador de la conductancia de la fibrosis quistica
(CFTR), CFTR-A508 y dos receptores acoplados a proteinas G
(GPCRes).
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Aplicaciones

La amplificacién exponencial mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa de transcripcion inversa proporciona una técnica muy
sensible en la que se puede detectar un nimero de copias muy bajo
de moléculas de ARN. La RT-PCR se utiliza ampliamente en el
diagnostico de enfermedades genéticas y, de forma
semicuantitativa, en la determinacion de la abundancia de
diferentes moléculas de ARN especificas dentro de una célula o

tejido como medida de la expresion génica.
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Metodologia de la RT-PCR

La RT-PCR se utiliza habitualmente en los métodos de
investigacion para medir la expresion de los genes. Por ejemplo,
Lin et al. utilizaron la qRT-PCR para medir la expresion de los
genes Gal en células de levadura. En primer lugar, Lin et al.
disefiaron una mutacion de una proteina que se sospecha que
participa en la regulacion de los genes Gal. La hipdtesis es que esta
mutacién suprime selectivamente la expresion de Gal. Para
confirmarlo, se analizaron los niveles de expresion génica de las
células de levadura que contenian esta-mutacion mediante qRT-
PCR. Los investigadores pudieron determinar de forma
concluyente que la mutacion deesta proteina reguladora reducia la
expresion de Gal. Para estudiar mas a fondo la expresion génica del

ARN se utilizé el analisis de Northern blot.

Insercion de genes

La RT-PCR también puede ser muy util en la insercion de genes
eucariotas en procariotas. Dado que la mayoria de los genes
eucariotas contienen intrones, que estan presentes en el genoma
pero no en el ARNm maduro, el ADNc generado a partir de una
reaccion de RT-PCR es la secuencia de ADN exacta (sin tener en
cuenta la naturaleza propensa a errores de las transcriptasas

inversas) que se traduciria directamente en proteina tras la
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transcripcion. Cuando estos genes se expresan en células
procariotas para la produccion o purificacion de proteinas, el ARN
producido directamente a partir de la transcripcidn no necesita
someterse a empalme, ya que el transcrito s6lo contiene exones.
Los procariotas, como E. coli, carecen del mecanismo de empalme

de ARNm de los eucariotas.

Diagnéstico de enfermedades genéticas

La RT-PCR puede utilizarse para diagnosticar enfermedades
genéticas como el sindrome de Lesch-Nyhan. Esta enfermedad
genética esta causada por un mal funcionamiento del gen HPRTI,
que clinicamente provoca el fatal calculo urinario de acido trico y
sintomas similares a los de la gota. El analisis de los niveles de
expresion de ARNm de HPRT1 en una madre embarazada y en un
feto revelard si la -madre es portadora y si el feto tiene

probabilidades de desarrollar el sindrome de Lesch-Nyhan.
Deteccion del cancer

Los cientificos estan trabajando en la utilizacion de la RT-PCR
en la deteccion del cancer para ayudar a mejorar el pronostico y
controlar la respuesta a la terapia. Las células tumorales circulantes
producen transcripciones de ARNm tnicas en funcion del tipo de
cancer. El objetivo es determinar qué transcripciones de ARNm

sirven como los mejores biomarcadores para un tipo de célula
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cancerosa en particular y luego analizar sus niveles de expresion

con la RT-PCR.

La RT-PCR se utiliza habitualmente en el estudio de los genomas
de los virus cuyos genomas estan compuestos de ARN, como el

Influenzavirus A, los retrovirus como el VIH y el SARS-CoV-2.

Desafios

A pesar de sus grandes ventajas, la RT-PCR no estd exenta de
inconvenientes. El crecimiento exponencial del ADN
complementario transcrito a la inversa' (ADNc) durante los
multiples ciclos de la PCR produce una cuantificacion inexacta del
punto final debido a la dificultad de mantener la linealidad.**! Para
proporcionar una deteccion y-cuantificacion precisas del contenido
de ARN en una muestra, se desarrolld la qRT-PCR utilizando una
modificacion basada“en la fluorescencia para controlar los
productos de amplificacion durante cada ciclo de la PCR. La
extrema sensibilidad de la técnica puede ser un arma de doble filo,
ya que la mas minima contaminacion de ADN puede dar lugar a
resultados no deseados. Un método sencillo para eliminar los
resultados falsos positivos es incluir anclajes, o etiquetas, en la
region 5' de un cebador especifico del gen. Ademas, la
planificacion y el disefio de los estudios de cuantificacion pueden
suponer un reto técnico debido a la existencia de numerosas fuentes

de variacion, como la concentracion del molde y la eficacia de la
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amplificacion. Se puede utilizar como control la adicion de una
cantidad conocida de ARN en una muestra, la adicion de una serie
de diluciones de ARN que generen una curva estandar y la adicion
de una muestra sin copia de molde (sin ADNc). La RT-PCR puede
llevarse a cabo mediante el protocolo de RT-PCR de un paso o el

protocolo de RT-PCR de dos pasos.

RT-PCR de un paso

La RT-PCR de un solo paso somete a objetivos de ARNm de
hasta 6 kb a la transcripcion inversa seguida de la amplificacion por
PCR en un solo tubo de ensayo. Es importante sefialar que el uso
de ARN intacto y de alta calidad y de un cebador especifico para la

secuencia producira los mejores resultados.

Una vez que se ha seleccionado un kit de RT-PCR de un solo
paso con una mezcla de transcriptasa inversa, Taq ADN polimerasa
y una polimerasa correctora y se han obtenido todos los materiales
y equipos necesarios, se debe preparar una mezcla de reaccion. La
mezcla de reaccion incluye dNTPs, cebadores, ARN molde, las
enzimas necesarias y una solucion tampon. La mezcla de reaccion
se aflade a un tubo de PCR para cada reaccion, seguido del ARN
molde. A continuacion, los tubos de PCR se colocan en un
termociclador para iniciar el ciclo. En el primer ciclo se produce la
sintesis del ADNc. El segundo ciclo es la desnaturalizacion inicial

en la que se inactiva la transcriptasa inversa. Los 40-50 ciclos
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restantes son la amplificacién, que incluye desnaturalizacion,
recocido y elongacion. Una vez completada la amplificacion, los
productos de la RT-PCR pueden analizarse mediante electroforesis

en gel.

RT-PCR de dos pasos

La RT-PCR de dos pasos, como su nombre indica, se realiza en
dos pasos. Primero la transcripcion inversa y luego la PCR. Este
método es mas sensible que el de un solo paso. Los kits también
son utiles para la RT-PCR de dos pasos. Al igual que para la PCR
de un paso, utilice s6lo ARN intacto y de alta calidad para obtener
los mejores resultados. El cebador para la PCR de dos pasos no

tiene que ser especifico de la secuencia.

Primer paso

En primer lugar, combine el ARN molde, el cebador, la mezcla
de dANTP y el agua libre de nucleasas en un tubo de PCR. A
continuacion, afiada un inhibidor de la RNasa y la transcriptasa
inversa al tubo de PCR. A continuacion, coloque el tubo de PCR
en un termociclador durante un ciclo en el que se produce el
recocido, la extension y la inactivacion de la transcriptasa inversa.
Por ultimo, pase directamente al segundo paso, que es la PCR, o

guarde el producto en hielo hasta que pueda realizar la PCR.
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Segundo paso

Afiada la mezcla maestra que contiene tampon, mezcla de ANTP,
MgClz , Taq polimerasa y agua libre de nucleasas a cada tubo de
PCR. A continuacion, afiada el cebador necesario a los tubos. A
continuacidn, coloque los tubos de PCR en un termociclador para
realizar 30 ciclos del programa de amplificacion. Esto incluye:
desnaturalizacion, recocido y elongacion. Los productos de la RT-

PCR pueden analizarse mediante electroforesis en gel.
Guias de publicacion

El ensayo de RT-PCR cuantitativa se considera el estandar de oro
para medir el nimero de copias de dianas especificas de ADNc en
una muestra, pero estd poco estandarizado. Como resultado,
aunque hay numerosas publicaciones que utilizan la técnica,
muchas proporcionan detalles experimentales inadecuados y
utilizan un analisis de datos inadecuado para sacar conclusiones
inapropiadas. Debido a la variabilidad inherente a la calidad de los
datos de la PCR cuantitativa, los revisores no solo tienen
dificultades para evaluar estos manuscritos, sino que también
resulta imposible reproducir los estudios. Reconociendo la
necesidad de estandarizar el informe de las condiciones
experimentales, un consorcio internacional de cientificos
académicos ha publicado las directrices de Informacion Minima
para la Publicaciéon de Experimentos Cuantitativos de PCR en

Tiempo Real (MIQE, pronunciado mykee). Las directrices MIQE
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describen la informacion minima necesaria para evaluar los
experimentos de PCR cuantitativa que deberia exigirse para su
publicacidn con el fin de fomentar una mejor practica experimental
y garantizar la relevancia, la precision, la correcta interpretacion y
la repetibilidad de los datos de PCR cuantitativa. Ademas de las
directrices para la presentacion de informes, el MIQE subraya la
necesidad de estandarizar la nomenclatura asociada a la PCR
cuantitativa para evitar confusiones, por ejemplo, la abreviatura
qPCR deberia utilizarse para la PCR cuantitativa en tiempo real y
RT-gPCR deberia utilizarse para la transcripcion inversa-qPCR y
los genes utilizados para la normalizacidn deberian denominarse
genes de referencia en lugar de genes de mantenimiento. También
se propone que no se utilicen términos derivados comercialmente,
como sondas TagMan, sino que se denominen sondas de hidrolisis.
Ademas, se propone quese utilice el ciclo de cuantificacion (Cq)
para describir el ciclo de PCR utilizado para la cuantificacion en
lugar de ciclo umbral (Ct), punto de cruce (Cp) y punto de despegue
(TOP), que se refieren al mismo valor pero fueron acufiados por

diferentes fabricantes de instrumentos en tiempo real.
La directriz consta de los siguientes elementos:

1) disefio experimental.

2) muestra.

3) extraccion de acido nucleico.

4) transcripcidn inversa.



5) Informacion sobre el objetivo de la qPCR.
6) oligonucleotidos.

7) protocolo.

8) validacion.

9) analisis de datos.

Los elementos especificos de cada elemento llevan una etiqueta
E (esencial) o D (deseable). Los que llevan la etiqueta E se
consideran criticos e indispensables, mientras que los que llevan la
etiqueta D se consideran periféricos pero importantes para las

mejores practicas.

Figura (55): RT-PCR de dos pasos
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