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“Replicacion del ADN”

Para el mecanismo de replicacion existen 3 hipotesis: Original DNA After one round
of replication

1. Conservativa: cuando el ADN doble hélice se replica se
producen dos dobles hélices, una tiene las dos hebras viejas
(se conserva) y la otra doble hélice posee ambas hebras
nuevas.

2. Semiconservativa: las dos dobles hélices recién
sintetizadas poseen una hebra vieja (una mitad vieja) y otra
hebra nueva (mitad nueva).

3. Dispersiva: el ADN doble hélice se rompe y origina dos
dobles hélices, cada una de ellas con hebras que poseen
precursores viejos y nuevos en diferentes proporciones.

El proceso de replicacibn semiconservativa se basa en las
confirmaciones de Watson y Crick, que el material genético
tenia una capacidad para hacer copias exactas de si mismo.
Este proceso consiste en que la molécula de ADN abre sus
cadenas separando las bases nitrogenadas a nivel de los
puentes de hidrégeno, de esta forma las cadenas actlan
como moldes dirigiendo la sintesis de una nueva cadena
complementaria a lo largo de toda su extension.

Si hay una timina (T) en la cadena antigua, debe encontrarse una adenina (A) en la cadena nueva, es decir, una base
parica con una pirimidica. De este modo, cada cadena forma una copia de su cadena complementaria original,
produciendo dos replicas exactas de la molécula.
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EXPERIMENTO DE MESELSON Y STAHL: HORQUILLA DE REPLICACION

Meselson y Stahl quisieron comprobar el modelo de replicacion semiconservativa, para ello utilizaron is6topos de
nitrégeno. Cultivaron E. coli durante varias generaciones en un medio sélo con *N, de este modo el ADN de las bacterias
contenia una gran proporcion de nitrégeno pesado, luego tomaron una muestra y lo colocaron con nitrégeno liviano Ny
luego de replicarse se centrifugd la muestra del ADN de éstas células.

Cada nueva muestra de ADN contenia mas ADN liviano que el anterior, ya que el ADN recién formado tenia que
incorporar el N disponible. Ademas la densidad del ADN de la primera generacion era exactamente intermedia entre la
densidad del ADN progenitor pesado y la del ADN liviano comudn, como resultaria si cada molécula estuviera formada por
una cadena vieja (pesada) y una cadena nueva (liviana), lo que confirma la hipo6tesis de la replicacion
semiconservativa.
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MECANISMO DE REPLICACION

La replicacion es el proceso que permite la
formaciéon de nuevas copias de la informacién
genética a partir de una molécula patrén, ocurre
en la fase S del ciclo celular y la velocidad de
replicacion es mayor en procariontes que en
eucariontes.

Los cromosomas eucariontes tienen una gran
cantidad de ADN, el cual se halla contenido en
dos moléculas lineales, una para cada
crométida. Si estas moléculas se replicasen a
partir de un sitio Unico de origen, la etapa “S” de
la Interfase seria extremadamente larga.

La replicacion del ADN se inicia en humerosas
secuencias de nucleétidos llamadas origen de
replicacién, los cromosomas procariontes
tienen un solo origen de replicacion; en los
eucariontes, existen entre 20 a 80 origenes por
cada lazo de cromatina El ADN es sintetizado
en direcciébn 5° a 3° y comienza cuando la
topoisomerasa desenrolla el ADN y la helicasa
rompe los puentes de hidrégeno abriendo las
cadenas del ADN en el origen de replicacion
formando la burbuja de replicacién que
aumenta de tamafio a medida que se separan
las cadenas hasta formar una estructura en Y
denominada horquilla de replicacién, cuyos
brazos representan a las cadenas ya separadas
de ADN vy el tronco la doble hélice en vias de
separacién. Asi cada burbuja tiene dos
horquillas de replicacibn que a partir de un
punto de origen comun avanzan en direcciones
opuestas. Las horquillas desaparecen cuando
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El segmento de ADN que se sintetiza a partir de un origen de replicacion (con sus dos horquillas), lo llamamos replicéon.
De este modo la replicacion del ADN termina cuando se ensamblan los sucesivos replicones. Esto permite que el ADN se
sintetice en un tiempo

_ "/—/ r—w.—- —_—— bastante breve para el
i i i 3 ~ 31 ciclo de vida de una
il N 3" A’M\‘ 5 P 51 célula.

2 LN L2 €N
h td th fa

El desenrollamiento es realizado por las enzimas ADN-helicasas, las cuales recorren la hélice desenrollando las hebras
del ADN a medida que avanzan. Una vez separadas, las cadenas se combinan con las proteinas SSB, llamadas
también proteinas desestabilizadoras, que evitan que se vuelva a enrollar el ADN.

A medida que la enzima helicasa abre la doble hélice, dos enzimas complementarias: la topoisomerasa | y la
topoisomerasa |l o girasa, van disminuyendo la tensién

torsional acumulada por el superenrollamiento en el sector no
replicado de la doble hélice, utilizan energia del ATP y se comportan
como nucleasas (cortando las cadenas de ADN) y luego como
ligasas (restableciendo las uniones fosfodiéster).

- Topoisomerasa |. corta una de las cadenas y realiza
desenrollamientos de corto alcance
- Topoisomerasa Il: corta las dos cadenas y abarca

de ADN bastante mayor

Helicasa

una extension

Las ADN-polimerasas so6lo pueden actuar en direccién 5—# 3’. A medida que se separan las cadenas progenitoras en
la horquilla de replicacién, una presenta sus nucleétidos en direcciéon 5— 3’ y la otra en direcciéon 3'— 5’. Entonces
la primera al ser copiada deberia formar una cadena hija en sentido 3'—# 5’, algo que las polimerasas no pueden
hacer.

Las células solucionan esta situacion de la siguiente forma:

La cadena hija que se formé en direccién 5'—» 3’ se construye en forma continua vy la otra cadena hija es sintetizada
de manera discontinua, en pequefios tramos, llamados fragmentos de Okazaki, los cuales se unen entre si a medida que
se sintetizan, por accion de la enzima ADN-ligasa. Entonces la sintesis del ADN es bidireccional, no sélo porque se
produce en dos direcciones divergentes a partir de una misma burbuja de replicacion, sino también porque las cadenas
de la doble hélice son sintetizadas en direcciones opuestas.

La sintesis comienza con el ADN molde y la enzima ARN primasa sintetiza un cebador o primer que es una pequefia
cadena de ARN de unos diez nucleétidos de largo y es una secuencia de inicio que se ubica en el extremo 3" indicando
el lugar donde comienza la formacién de la nueva cadena mediante la enzima ADN polimerasa. Una vez sintetizado el
cebador la sintesis contindia si la ADN-polimerasa tiene disponibles suficientes desoxirribonucleétidos trifosfatados
(dATP, dGTP, dCCP y dTTP). Gran parte de la energia requerida durante la replicacion la aportan los
desoxirribonucleétidos trifosfatados, que hidrolizan los dltimos dos grupos fosfato (liberando energia) cuando se unen
entre si.

La cadena que se sintetiza en direccion 5’—= 3" lo hace en forma continua, en cambio la cadena que se sintetiza en
direccion 3'—#5" |lo hace en forma discontinua, sintetizandose cortos fragmentos de ADN en sentido opuesto, siempre
en direccion 5"— 3°, que después son unidos por una ADN ligasa posteriormente el cebador es removido por la ADN pol
| y es reemplazado por ADN. La cadena que se sintetiza en forma continua se denomina cadena adelantada y la cadena
sintetizada en forma discontinua se llama cadena rezagada.

Al iniciarse la sintesis continua del ADN, en cada origen se forman dos cebadores orientados divergentemente uno en
cada cadena de la doble hélice y a continuacion la ADN-polimerasa Ocataliza la sintesis de la cadena continua
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agregando nucleétidos en el extremo 3’ de la hebra en formacién. Mientras tanto los cebadores son removidos por una
nucleasa reparadora y su lugar es reemplazado por un fragmento de ADN equivalente sintetizado por la ADN-

polimerasa . Asi la cadena continua requiere un solo cebador que se forma a comienzo de la replicaciéon, en cambio la
cadena discontinua necesita muchos cebadores, uno para cada fragmento de Okazaki.
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CORRECCION DE ERRORES

Los errores en la sintesis de proteinas pueden favorecer a la supervivencia de la especie, sin embrago, a corto plazo es
necesario reparar y conservar esta informacion. Cuando se comete un error, la ADN polimerasa Il retrocede y elimina los
nucledtidos hasta encontrar aquel que esté correctamente apareado (cuando la enzima realiza esta funcién se dice que
tiene actividad de exonucleasa 3" a 57). Al alcanzar el Ultimo nucleétido bien apareado, detiene su movimiento de
retroceso y reinicia el movimiento agregando nucleétidos en direccién 5" a 3" a la cadena en crecimiento. Si este control
falla, queda un nucleétido mal apareado, lo que se denomina mutaciéon que al no ser corregidas por la maquinaria de
reparacion, se acumulan a lo largo de la vida del individuo lo que puede convertirse en un cancer.

Correccién mediante nucleasa reparadora

Consiste en remover los nucle6tidos errbneos mediante una nucleasa reparadora, la cual corta la union fosfodiéster
gue conecta al nucledtido incorrecto con el nucledtido contiguo, después la ADN pol 1l sintetiza el fragmento faltante y en
la ADN ligasa une a esa pieza al ADN cortado. Debe existir alguna sefial que le permita a la nucleasa reparadora
distinguir cual de las dos cadenas del ADN se encuentra el nucle6tido incorrecto.
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Sintesis de histonas

El ADN se replica en forma semiconservativa, las cadenas de la doble hélice progenitora, al separarse para su
replicacion, se comparten por igual en ambos cromosomas hijos. En cambio no se sabe como se segregan las histonas,
puede ser que al cabo de la replicacion sean heredadas totalmente por uno de los cromosomas hijos, en este caso el
otro cromosoma hijo debe procurarse de la totalidad de histonas nuevas. Las histonas se sintetizan en su mayor parte
durante la fase “S” de la interfase y se incorporan al cromosoma apenas es duplicado el ADN.

™~ Punto de origen de

Replicacién en Procariontes la replicacion
En las bacterias casi todo el ADN se encuentra formando una /;‘)":f_\%f:‘_‘-_\\

cadena circular, en cambio en los eucariontes cada cromosoma no Ir’?_ R

duplicado contiene una cadena lineal asociada a una gran cantidad — ;]

de proteinas y algo de ARN. (TEC OO,

En procariontes al existir un Unico punto de origen se forma soélo j T

un origen de replicacion. Aqui actian tres ADN-polimerasas: \}‘ 0)
ADN-polimerasa |, es la que elimina el cebador y reemplaza los | (/ j: r')ﬂ,: Dletanrralaiarits
ribonucledtidos por desoxirribonucledtidos, rellenando los espacios 4 —

dejados por la ADN-polimerasa Il. Adiciona 10 nucleétidos/seg. NS _ J:f
ADN-polimerasa I, tiene actividad de nucleasa, retira nucleétidos i ‘{_\[_\ ~)

de la cadena de ADN en los sitios donde se produjeron errores o AT

desemparejamientos.
ADN-polimerasa lll, es la enzima responsable de alargar las
cadenas en el proceso de replicacion. Adiciona 500 nucleétidos/seg.
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FUNCIONES DE LAS ADN-POLIMERASA EN E. COLI

- Sintesis de ADN en sentido 5 —=3’
- Exonucleasa en sentido 3’ —#5’

Poli. Ty Poli. il - Correccion de errores, removiendo
nucledtidos en sentido 5= 3’
Poli. | - Exonucleasa en sentido 5'=——# 3’
PRINCIPALES ENZIMAS QUE ACTUAN EN LA REPLICACION
Enzimas Reacciones que catalizan

Elimina el cebador, reemplazando los

ADN-polimerasa | (procariontes) ribonucledtidos por desoxirribonucleétidos. Rellena
los huecos del ADN.

ADN-polimerasa Il (procariontes) Nucleasa, corrige errores.
Principal enzima de la replicacion. Sintetiza la

ADN-polimerasa Il (procariontes) cadena nueva a partir del cebador. Realiza

correccion de pruebas.

Sintetiza los fragmentos de ADN discontinuos a
partir del cebador.

Rellena los huecos dejados por el cebador y repara
errores como un segundo sistema de reparacion.

Sintetiza la hebra continua a partir del cebador y
realiza lecturas de prueba.

Rompen los puentes de hidrogeno, separando las

ADN-polimerasa € (eucariontes

ADN-polimerasa ﬂ'(eucariontes)

ADN-polimerasa 5(eucariontes)

Helicasas cadenas del ADN.
Primasas Sintetizan el primer o cebador.
Se extienden sobre las hebras del ADN evitando
Proteinas SSB autoapareamientos entre las bases libremente
expuestas
Topoisomerasas | y Il Corrigen el superenrollamiento
ACTIVIDADES

A partir de la informacion entregada en la guia y con el material de apoyo investigado por usted responda:

1. ¢ Cual es el aporte del experimento realizado por Meselson y Stahl con respecto a la replicacion del ADN?
2. Describa la propuesta sobre el mecanismo de replicacién del ADN de Watson y Crick
3. ¢ Por qué es una replicacién semiconservativa?

4. Complete el cuadro, indicando la funcién de cada enzima

| Enzimas Funcioén |

HELICASA

TOPOISOMERASA

Proteina SSB

ADN polimerasas ADN pol | :

ADN pol Il ;

W
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ADN pol III:

ARN primasa

ADN ligasa

5. ¢ Cudl es la importancia de la replicacion de ADN?
6. ¢, Por qué se dice que las dos cadenas de DNA son antiparalelas?

7. ¢, A qué se denomina cebador o "primer" y cémo funciona?
8. ¢ A qué se refieren las expresiones 5'y 3'?

9. Describa las caracteristicas de los fragmentos de Okazaki
10. ¢ A qué estructuras se denomina burbuja y horquilla de replicacion?

11. Tanto en procariontes como en eucariontes la iniciacién de la replicacion del DNA requiere ciertos componentes.
¢, Cuales son?

12. Nombre y caracterice la funcién de las enzimas participantes de la reparacion de errores
13. Realice un cuadro comparativo con 4 diferencias entre replicacion en procariontes y eucariontes

14. indigue la funcién de los desoxirribonucledtidos trifosfatados
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“Sintesis de contenidos”

La quimica de la herencia

1. EI ADN fue aislado por primera vez en 1869 por Friedrich Miescher. Luego se aislaron los
distintos tipos de bases nitrogenadas que conforman el ADN y se demostré que el
cromosoma eucarionte contenia ADN y proteinas en cantidades aproximadamente iguales.
La complejidad de las proteinas llevo a pensar que ellas eran genes.

La pistade ADN

2. ElI ADN es una molécula con forma de hélice que contiene la informacion genética de los
seres vivos. Esta conformado por cuatro nucleoétidos, compuestos por una base nitrogenada
un azucar de desoxirribosa y un grupo fosfato. Los nucledtidos estan constituidos por dos
clases de bases nitrogenadas: Las purinas Adenina (A) y Guanina (G), y las pirimidinas
citosina (C) y Timina (T). Entre los individuos de una misma especie, el ADN tiene igual
proporcion de A que de T, e igual proporcion de G que de C. Todos esto se sabia a
comienzos de la década de 1950.

El modelo del Watson y Crick

3. En 1953, usando la informacion disponible, James Watson y Francis Crick construyeron el
modelo de la estructura del ADN que se considera el mas explicativo en la actualidad.

4. El modelo de Watson y Crick, la molécula de ADN s una doble hélice formada por dos
cadenas de nucleoétidos apareadas. En cada cadena, los nucleétidos se pueden acoplar en
cualquier orden o secuencia. Ademas, las adeninas de una cadena solo se pueden aparear
con timinas de la otra, las guaninas solo con citosinas, y viceversa en ambos casos. El
apareamiento se mantiene estable mediante puentes de hidrégeno entre los nucleétidos
enfrentados. Las cadenas tienen direccion, pues los grupos fosfatos forman un puente entre e
guinto carbono del azucar de un nucleétido y el tercer carbono del azlucar del siguiente, que
determina un extremo 3’y otro 5°. Las dos cadenas apareadas corren en direcciones opuestas
(antiparalelas)

El mecanismo de replicacion del ADN
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5. Lareplicacion del ADN es semiconservativa: la doble hélice se abre y cada cadena sirve de
molde para la sintesis de una nueva cadena. Asi se producen dos réplicas exactas de la
molécula original.

6. La replicacion comienza en una secuencia especifica de nucleétido llamada origen de la
replicacion. Los cromosomas procariontes tienen un solo origen de replicacion; los
eucariontes varios.

7. En la replicacién intervienen proteinas iniciadoras y enzimas que separan las dos cadenas de
ADN. La cadenas nuevas son sintetizadas por el ADN polimerasa lll, que para comenzar su
actividad requiere la presencia de un cebador (segmento de ARN sobre el cudl inicia la
sintesis). Al separarse las dos cadenas originales, se forman dos estructuras en forma de Y,
llamadas horquillas de replicacién. La replicacion avanza de forma bidireccional, por que la
sintesis y las dos horquillas de replicacion se producen en direcciones opuestas desde un
unico origen.

8. Lacadena5'a 3 se sintetiza en forma continua como una sola unidad y se denomina
adelantada; la cadena de 3"a 5'se sintetiza de manera discontinua, como una serie de
fragmentos llamados de Okazaki y se llama cadena retrasada. Cada fragmento de Okazaki es
sintetizado en la direccion 5°a 3’y requiere un cebador. Luego, el ARN del cebador es
reemplazado por ADN y la enzima ligasa une todos los fragmentos.

9. El telobmero es una secuencia fija y repetida de nucleoétidos, presente en los extremos del
cromosoma lineales de las células eucariontes. En cada ciclo de la replicacion los telomeros
se acortan, por que el ADN polimerasa no puede sintetizar ADN desde un extremo abierto. La
enzima telomerasa compensa la pérdida prolongando los extremos.

10.Muchos errores espontaneos que se producen la sintesis del ADN son reparados de
inmediato por el propio ADN polimerasa Ill. Otros mecanismos de correccion realizan
controles permanentes y reparan dafos en el ADN. Las mutaciones son errores que quedan
sin reparar y se transmiten a las células hijas.

11.La energia necesaria para que se produzcan las reacciones catalizadas por el ADN
polimerasa es aportada por los enlaces de los fosfatos que forman parte de los nucleétidos.

El ADN polimerasa como herramienta de multiplicacién : PCR

12. La reaccién en cadena de la polimerasa permite multiplicar enormemente el nimero de
moléculas de ADN de una muestra desconocida de tamafio infimo. Este método consiste en
una serie de ciclos de calentamiento y enfriado que producen la desnaturalizacion, el copiado
y reapareamiento in vitro de la molécula de ADN. La sintesis de ADN es realizada por la Taq
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ADN polimerasa, una enzima de origen bacteriano que tolera la temperatura de
desnaturalizacién del ADN. Esta técnica se utiliza para la deteccion de enfermedades
hereditarias, identificacion de personas, clonado de genes, y pruebas de paternidad.

El ADN como portador de lainformacion

13. En el ADN, la informacién se encuentra en el ordenamiento lineal o secuencia de las cuatro
bases que lo componen. La estructura del ADN puede dar cuenta de la enorme diversidad de
los seres vivos.




