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INTRODUCCIÓN 

Citoplasma bacteriano por TEM convencional 
  

§  Compartimento homogéneo. 

 pocas estructuras organizadas:  

 nucleoide y ribosomas. 

  

 

 

§  Cuerpos de inclusión. 

 Ocasionales, en algunas bacterias, en determinadas condiciones de 

 crecimiento. 

INTRODUCCIÓN 

  

Gránulos de PHB en Rhodovibrio sodomensis.  Carboxisomas en Cyanothece sp. 

Gránulos de cianoficina en 
Cyanothece sp.  

Cuerpos de inclusión 

Gránulos de polifosfato en 
Pseudomonas deceptionensis M1T Vesículas de gas en Microcystis 

aeruginosa. 

INTRODUCCIÓN 
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Gránulos de azufre en Isochromatium buderi.  Magnetosomas en Magnetospirillum 
magnetotacticum. 

Clorosomas en Chlorobium tepidum.  
Membranas intracitoplásmicas en Nitrocystis 
oceanus.  

Cuerpos de inclusión 

INTRODUCCIÓN 

Factores limitantes de la MET convencional: 
  

§  Fijación química: GA y OsO4. 

§  Deshidratación. 

§  Inclusión en resina. 

§  Obtención de secciones de la muestra. 

§  Contrastado con metales pesados: AU y citrato de plomo. 

  

FUENTE DE ARTEFACTOS, PRESERVACIÓN LIMITADA 

INTRODUCCIÓN 

Mejoras en TEM: Crioinmovilización 
Enfriamiento de la muestra a tasas ultrarrápidas, permitiendo la transformación 

del agua intrínseca directamente a hielo vítreo (no cristalino).  
 

 §  PF. Congelación por inmersión en un gas 
licuado. 

 Muestras < 500 nm 

§  HPF. Congelación por doble chorro de 
LN2 en condiciones de presión elevada 
(≈2000 bares). 

 Muestras < 200 µm 

INTRODUCCIÓN 

Mejoras en TEM a temperatura ambiente 
 

Criosustitución: sustitución del hielo presente en la muestra crioinmovilizada 
por un solvente orgánico a -90ºC en presencia de fijadores químicos (OsO4, GA, 
UA). 
 

INTRODUCCIÓN 
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Mejoras en TEM: Observación en condiciones criogénicas 
 

 §  Observación directa de la muestra 
crioinmovilizada por PF. 

  

§  CEMOVIS. Obtención de secciones 
ultrafinas en condiciones criogénicas de 
la muestra crioinmovilizada (secciones 
vítreas) para su observación en el cryo-
TEM. 

INTRODUCCIÓN 

Mejoras en TEM: Tomografía Electrónica 
 

Obtención de series de imágenes a partir de proyecciones de una misma muestra en 
diferentes orientaciones que, posteriormente, son procesadas obteniéndose un mapa 
3D. 

(Steven and Belnap, 2005)  

(Grandfield et al., 2012)  

INTRODUCCIÓN 

Tomografía Electrónica 
 

INTRODUCCIÓN 

- 
High-Pressure Freezing (HPF) 

Freeze Substitution (FS) 

Resin Embedding 

Room-Temperature Sectioning 

Transmission Electron Microscope (TEM) 

Plunge Freezing (PF) 

Vitreous Cryo-Sectioning 

Cryo-Transmission Electron Microscope (Cryo-TEM) 

Room-Temperature Electron Tomography (RT-ET) 

Cryo-Electron Tomography (CET): 
§  Vitreous Sections (CETOVIS) 
§  Plunge-Frozen specimens (CET) 

Mejoras en TEM aplicadas al estudio de la estructura procariota 
  

1.  Estudio de las estructuras en condiciones similares a las que se encuentran 
en la naturaleza. 

2.  Determinación de la arquitectura 3D de estructuras procariotas conocidas. 
Conocimiento más preciso.  

 

3.  Aporte de información nueva sobre la función de estructuras.   

4.  Descubrimiento de nuevas estructuras bacterianas. 

 

  

  

INTRODUCCIÓN 



5/10/16 

4 

Filamentos citoesqueleto 

Caulobacter crescentus. Filamentos responsables de la 
curvatura interna.  
(Ingerson-Mahar et al., 2010).  

Membranas celulares 

Prochlorococcus sp. Membranas fotosintéticas. 
(Ting et al., 2007). 

Flagelo 

Motor del flagelo en Helicobacter hepaticus.  
(Chen et al., 2011). 

2.  Determinación de la arquitectura 3D de estructuras procariotas 
 conocidas.  

INTRODUCCIÓN 

Nucleoide 

Cuerpos de inclusión 

Magnetosomas en Magnetospirillum magneticum.  
(Komeili et al., 2006). 

Zona central libre de ribosomas en Bdelovibrio 
bacteriovorus.  
(Borgnia et al., 2006). 

INTRODUCCIÓN 

2.  Determinación de la arquitectura 3D de estructuras procariotas 
 conocidas.  

División celular 

Filamentos tipo arco (FtsZ) en el lugar de división de 
Caulobacter crescentus.  
(Li et al., 2007). 

Motilidad 

Gliding en Flavobacterium johnsoniae.  
(Liu et al., 2007). 

3. Aporte de información nueva sobre la función de estructuras. 

INTRODUCCIÓN 

Quimiotaxis 
Quimiorreceptor organizado hexagonalmente en Thermotoga maritima. 
(Briegel et al., 2008). 
  

Patogenicidad 
Sulfolobus solfataricus infectado con un virus dsDNA del linaje Adeno-PRD1. 
(Fu et al., 2010). 

Interacción célula-célula 

Zona de contacto entre Ignococcus hospitalis y Nanoarcheum 
equitans.  
(Junglas et al., 2008). 

INTRODUCCIÓN 

3. Aporte de información nueva sobre la función de estructuras. 
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“Hami” 

Arqueas de ambientes fríos y ricos en azufre.  
(Moissl et al., 2005). 
  

“Nanopods” 

Delftia sp.  
(Shetty et al., 2011). 

4. Descubrimiento de nuevas estructuras bacterianas 

INTRODUCCIÓN 

ü  Han descartado el pensamiento generalizado de que el citoplasma 
bacteriano no está estructurado. 

ü  La posibilidad de estudiar las muestras en un estado cercano al natural  
ha vuelto a generar un gran interés científico en el estudio de la 
ultraestructura procariota. 

ü  Han abierto nuevas oportunidades para el descubrimiento de nuevas 
estructuras bacterianas. Bacterias de hábitats “desconocidos”. 

 

Mejoras en TEM aplicadas al estudio de la estructura procariota 

INTRODUCCIÓN 

OBJETIVOS 

Cepa M1 

Sedimento marino de Isla Decepción (Antártida), psicrotolerante (-4ºC a 
34ºC), aeróbica, Gram negativa, catalasa y oxidasa positivas, bacilo 
corto, flagelo polar, aceptada en el 2011 como una nueva especie: 
Pseudomonas deceptionensis M1T. 

 

 

OBJETIVOS 

Aislamiento y caracterización de microorganismos antárticos 

ESTRUCTURAS CITOPLÁSMICAS ATÍPICAS  

CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1. Determinación de las condiciones de crecimiento óptimas para la 
 detección  de nuevas estructuras citoplásmicas 

P. deceptionensis M1T cultivadas en TSA, 5 días a 15ºC, procesadas por HPF-FS e inclusión en EPON. 

3. Caracterización ultraestructural de las nuevas estructuras 
 citoplásmicas combinando técnicas microscópicas 

P. deceptionensis M1T cultivadas en TSA, 12 días a 0ºC, procesadas por HPF-FS e inclusión en EPON. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Conjunto de 
subunidades alargadas 

apiladas 

“STACK” 

Contiguos 

Aislados 

3. Caracterización ultraestructural de las nuevas estructuras 
 citoplásmicas combinando técnicas microscópicas 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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HPF-FS e inclusión en EPON HPF-FS e inclusión en Lowicryl HM23 

FF Tokuyasu 

3. Caracterización ultraestructural de las nuevas estructuras 
 citoplásmicas combinando técnicas microscópicas 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

TEM (HPF-FS e inclusión en EPON) Microscopio Confocal (marcaje con FM4-64) 

3. Caracterización ultraestructural de las nuevas estructuras 
 citoplásmicas combinando técnicas microscópicas 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4. Caracterización ultraestructural de las nuevas estructuras 
 citoplásmicas mediante Tomografía Electrónica 

RT-ET a doble eje de secciones de 250 nm de en P. deceptionensis M1T procesadas por 
HPF-FS e inclusión en EPON. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

RT-ET a doble eje de secciones de 250 nm de en P. deceptionensis M1T procesadas por 
HPF-FS e inclusión en EPON. 

4. Caracterización ultraestructural de las nuevas estructuras 
 citoplásmicas mediante Tomografía Electrónica 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



5/10/16 

8 

4. Caracterización ultraestructural de las nuevas estructuras 
 citoplásmicas mediante Tomografía Electrónica 

Vesículas 
de gas 

Sistema de 
secreción 
T6SS 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5. Estudio de la función de las nuevas estructuras citoplásmicas 

Proximidad “Stacks” y nucleoide bacteriano en P. deceptionensis M1T: HPF-FS e inclusión 
en EPON. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Proximidad “Stacks” y nucleoide bacteriano en P. deceptionensis M1T: CEMOVIS. 

5. Estudio de la función de las nuevas estructuras citoplásmicas 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

P. deceptionensis M1T (HPF-FS e inclusión en 
HM23, sección de 60 nm) 

P. deceptionensis M1T (Tokuyasu, sección de 
60 nm) 

5. Estudio de la función de las nuevas estructuras citoplásmicas 

Proximidad “Stacks” y nucleoide bacteriano en P. deceptionensis M1T: Inmunocitoquímica 
anti-dsDNA. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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E. coli K12 cultivada en TSA 12ºC 11 días 
(HPF-FS e inclusión en HM20, sección de 60 
nm) 

P. deceptionensis M1T cultivada en TSA 12ºC 
11 días (HPF-FS e inclusión en HM20, sección 
de 60 nm) 

5. Estudio de la función de las nuevas estructuras citoplásmicas 

Proximidad “Stacks” y nucleoide bacteriano en P. deceptionensis M1T: Inmunocitoquímica 
anti-SeqA. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

“Stacks” en otras especies bacterianas del género Pseudomonas. 

P. psychrophila DSM 17535T cultivada en TSA a 
0ºC 12 días (HPF-FS e inclusión en EPON) 

P. fragi DSM 3456T cultivada en TSA a 0ºC 12 
días (HPF-FS e inclusión en EPON) 

P. fluorescens ATCC 13430T 
cultivada en TSA a 4ºC 12 días 
(HPF-FS e inclusión en EPON) 

5. Estudio de la función de las nuevas estructuras citoplásmicas 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

“Stacks” en especies bacterianas de otros géneros. 

E. coli W3310 cultivada en TSA a 12ºC durante 12 
días (HPF-FS e inclusión en EPON) 

B. subtilis ATCC6633 cultivada en TSA a 12ºC 
durante 12 días (HPF-FS e inclusión en EPON) 

5. Estudio de la función de las nuevas estructuras citoplásmicas 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 


