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Introduccion

Elmodelo de la doble hélice de ADN propuesto por Watson
y Crick permitié suponer un mecanismo para la
replicacién del ADN, el cual fue demostrado posterior-
mente por medio de los experimentos realizados por
Matthew Meselson y Franklin Sthal a finales de la década
de los cincuentas. Para ese momento existian dos hipote-
sis gue explicaban la replicacion del ADN, Una era la
replicacidn semiconservativa, en la que la doble hélice se
abre y cada cadena sirve como molde para la sintesis de
una nueva cadena; de esta manera, la molécula nueva de
ADN quedaba compuesta por una cadena vieja y una nueva
complementaria a la otra (Figura 1A). La otra hipdtesis
era la replicacion conservativa, en la que de alguna forma
s¢ copiaban ambas cadenas de ADN y las moléculas re-
cién sintetizadas constituian la nueva doble hélice (Figura
1B).

El experimento de Meselson y Stahl que demostrd la
replicacion semiconservativa (Figura 2), consistio en cre-
cer bactenas ¢n un medio de cultivo que contenia nitrd-
geno 15 (N), un isdtopo mds pesado del nitrégeno, el
cual es incorporado en las bases de la molécula de ADN,
Luego se permiti que estas bacterias tuvieran un ciclo de
replicacion en presencia de "N (dtomo de nitrogeno me-
nos pesado). Posteriormente se purifico el ADN bacteriano
y se sometio a centrifugacion. De esta manera, se podria

separar el ADN en tres fracciones diferentes: una inferior
més pesada constituida por ADN con "N, una intermedia
que contenia ADN conformado tanto por "N como por
"N y una superior de ADN con solo “N, El resultado
obtenido después de un ciclo de replicacion fue una sola
banda intermedia, lo que indicaba que el ADN de las bac-
terias que se originaban después de un solo ciclo de
replicacién contenia tanto "N como N, lo cual solo era
explicable por el modelo de replicacién semiconservativa,
Después de varios ciclos de replicacién en presencia de
N se continuaba obteniendo la fraccidon de menor peso,
lo cual confirmaba que la replicacién del ADN era
semiconservativa,

A continuacién se hard una revision de los eventos
moleculares relacionados con el fenémeno de replicacion
del ADN, el cual es fundamental para explicar la perma-
nencia y transmision de la informacién genética en todos
los sistemas que hoy en dia se consideran como organis-
mos Vivos en la tierra.

Sitio de origen de la replicacion

La replicacion del ADN depende de la existencia de sitios
especificos en el genoma que permiten la apertura de la
doble hélice y el ensamblaje de toda la maguinaria
enzimdtica para la copia de las nuevas hebras de ADN.
(Figura 3). Aungue se han descrito varios tipos de sitios
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Figura 1. Hipdtesis alternativas para explicar la replicacidn del ADN. A. Una posibilidad la constituin el modelo de replicacion semiconservativa,

segln cl cual la doble hélice se abre y cada cadena sirve como molde pars la sintesis de una cadena nueva antiparalela. B, El modelo alierno
correspondia a una replicacidn conservativa, en la que de alguna forma se copiaban ambas cadenas de ADN y las moléculas recién sintetizadias se
unian luego para conformar una nueva doble hélice
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Figura 2. La replicacion semiconservativa se comprobd gracias al experimento de Meselson v Stahl. Este consistid en crecer bacterias inicialmente
en un medio de cultive que contenia "N, luego de lo cual estas bacterias tuvieron un ciclo de replicacién en presencia de "N, Posteriormente se
purificd ¢l ADN bacteriano y s¢ sometid a centrifugacion, lo cual permitia separar el ADN en tres fracciones diferentes: una inferior mas pesada
constituida por ADN con N, una intermedia que contenia ADN conformado tanto por ““N como por N v una superior de ADN con solo "*N. Puesto
que despuds de un ciclo de replicacion solo se obtuvo una banda intermedia se demaostrd que el ADN de las nuevas bacterigs tenfa un solo tipo de doble
hélice conformada por cadenas viejas ¥ recientes. Una tercera alternativa, modelo dispersive, en el cual se distribela aleatoriamente el ADN
marcada con "' se descartd porque en el segundo cicle de replicacion sblo se evidenciaron des bandas: una de moléculas livianas y otra de moléculas
de peso intermedio.

de origen de la replicacién en los genomas de distintos ~ Segundo, dichas secuencias repetidas son reconocidas
organismos, ¢llos comparten varias caracteristicas. En por proteinas especificas de union a sitios de origen, las
primer lugar, los sitios de origen son segmentos de ADN cuales son necesarias para permitir gue se ensamble la
particulares que contienen secuencias cortas repetidas, ADN polimerasa con toda la maquinaria de replicacion.
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Tercero, las secuencias repetitivas cortas son ricas en
adeninas ¥ timinas, lo cual facilita ¢l desenrollamiento de
la doble hélice debido a que se requiere menos energia
para desestabilizar el apareamiento entre A v T gue entre
Gy C. Una vez la doble hélice se abre y se une toda la
madguinaria enzimatica se forma una estructura conocida
como horquilla o vértice de replicacion (Figura 3A),

En E. coli el sitio de origen de la replicacion del ADN
consiste de 245 pares de bases v ha sido denominado
oriC. Cualquier ADN circular, entre ellos los plasmidos,
que contengan secuencias oriC son capaces de iniciar y
realizar la replicacién en presencia de la maquinaria
enzimética de la £, coli, Al comparar ¢l eriC de E. coli
con secuencias de inicio de otras bacterias se descubrid
que estas regiones contienen un segmento repetitivo de 9
pb (nanémero) y secuencias repetitivas de 13 pb ricas en
AT (13-meros), los cuales son sitios de unidn de la pro-
teina DnaA responsable del inicio de la replicacion (Figu-
ra 3B). Por su parte, en los organismos eucariotes, parti-
cularmente levaduras, se ha demostrado la presencia de
elementos de ADN similares denominados Secuencias de
Replicacion Auténoma (ARS) (Figura 3B) que tienen al-
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rededor de 100 pares bases de longitud. Los cromosomas
de una levadura poseen cerca de 400 secuencias de
replicacion autdénoma, de tal forma que la duplicacion del
ADN puede iniciarse en todos estos sitios. Estudios en
células normales y mutantes de levadura indican que la
replicacion se inicia después de que las proteinas denomi-
nadas complejo de reconocimiento del origen (ORC) se
unen a las ARS, aunque se requieren otras proteinas para
que la replicacion tenga lugar,

Extension de la replicacion

Una vez ocurre el reconocimiento de los sitios de origen
de replicacion, se inicia y prosigue la polimerizacion de la
nueva cadena de ADN. Sin embargo, existen algunas di-
ferencias en la extension de la replicacion dependiendo
dela estructura del genoma que se va a duplicar. La mane-
ra més sencilla como se duplica el ADN se presenta en el
genoma lineal de los virus, como por ejemplo en los
adenovirus. En este ADN, la maguinaria de replicacién
sintetiza una sola cadena a partir del punto de origen de
replicacidon, que se encuentra en el extremo del ADN li-

Proteinas de
unian al DNA

Cebador RNA

Formacidn de
dos horguillas
de Replicacidn

Figura 3, A. Sitio de origen de la replicacion del ADN, ¢l cual s¢ sbre para permitir la union de toda la maguinaria necesaria para realizar la copia de
las cadenas moldes. B. Tanto en procaniobes como en eucarioles existen secuencias especificas para el infcio de la replicacion del ADN En ambos
tipos de genomus el sitio de origen de replicacidn contiene secuencias repetitivas ricas en nucledtidos de Adening v Timina.
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neal, o sea que ocurre la sintesis unidireccional de una
sola cadena; por lo tanto es necesario que existan dos
sitios de origen de replicacién para poder replicar todo el
ADN, uno en cada extremo de la molécula. (Figura 4A),
Una segunda forma de replicacion consiste en la forma-
cion de una sola horquilla de replicacién que permite la
sintesis simultinea de las 2 cadenas de ADN a medida
que se desplaza la maquinaria replicativa; sin embargo, el
desplazamiento es en una sola direccidn, v por lo tanto la
duplicacion de la molécula completa de ADN solo ocurre
en esa direccion, Esta forma de replicacion se ha descrito
en varios plasmidos bacterianos (Figura 4B).

Finalmente, la forma mas frecuente de replicacién, tanto
en eucariotes como en procariotes, consiste cn fuc a par-
tir de un sitio de origen se forman 2 horguillas de
replicacion, las cuales se desplazan en direcciones opues-
tas y permiten la sintesis simultdnea de ambas cadenas de
ADN, En las moléculas de ADN circular (plasmidos, bac-
terias v algunos virus), por lo general es suficiente con
que exista un solo sitio de origen de la replicacion, a partir
del cual se forman 2 horquillas de replicacidn, una en
cada direccién, las cuales se encuentran en el lado opues-
to del circulo cuando se completa la replicacion (Figura
4C). Este tipo de replicacion se evidencid por medio de

2 Crigenss - 2 Tesminaciones

Crigpin 1

microscopia electronica, pues es posible visualizar las de-
nominadas burbujas de replicacion en el ADN, las cuales
se forman en los sitios de origen v crecen en ambas di-
recciones.

La replicacion completa del genoma circular de la bacteria
E. coli tarda alrededor de 42 minutos. Puesto que este
genoma tiene un poco mas de 4.639.000 pares de bases, se
ha calculado que cada horquilla de replicacién, de las dos
que se generan en el sitio ord, debe moverse a una veloci-
dad aproximada de 1000 pares de bases por segundo, Por
suparte, el genoma de una célula humana se duplica aproxi-
madamente en 8 horas y se han obtenido datos que indican
que la velocidad de desplazamiento de cada horquilla de
replicacion en estas células es de unos 100 pares de bases
por segundo, por lo tanto deben existir alrededor de 1000
sitios de origen para cubrir todo el genoma. Sin embargo,
diferentes experimentos indican que pueden existir entre
10.000 v 100.000 unidades de replicacion (replicones) en
un genoma humano, cada uno de los cuales es activo solo
durante una parte de las 8 horas de la replicacién. Se ha
calculado que cada replicdn en los cromosomas de
eucariotes varia entre 15 y 100 mm de longitud (50-300
kilobases) de forma que, al microscopio electrénico, se
pueden observar miltiples burbujas de replicacion.

Figura 4A. En los genomas de ADN lineal, como por ejemplo algunos virus,
la replicacion sz origina en cada extremo de la molécula de ADN, o sez que

codi cadena se sintetiza de forma unidireccional,
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Figura 48. En algunas moléculas de ADN circular, como lo son los
plasmidos, se forma una sola horquilla de replicacidn que permite la
sintesis simultines de las 2 cadenas de ADN en una sola direccidn: en
este caso la duplicacion de la molécula completa de ADN ocurre en esa
direccion,

Malécula
de DNA circular
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Figura 4C. En la gran mayoriz de los genomas la replicaciona partir de
un sitio de ongen se forman 2 horquillas de replicacidn, las cuales se
desplazan en direceinnes opuestas v permiten la sintesic cimulinea de
ambas cadenas de ADN,



Mecanismo molecular de la replicacion
del ADN

[Los mecanismos moleculares de la replicacion del ADN
han sido entendidos gracias a los estudios realizados con
la bacteria E. coli, y ahora que se conoce la estructura y
funcion de una gran diversidad de genomas eucariotes es
evidente que la rephicacion en estos organismos se realiza
por proteinas andlogas v ocurre gracias a reacciones si-
milares, Por lo tanto, se hard una descripcion de lo que
ocurre durante la replicacion en E. coli v se especifica-

ran las diferencias mas importantes que se dan en
eucariotes,

La replicacion del ADN es un proceso activo y dindmico
que requiere de diferentes proteinas, particularmente
enzimas que se encargan de abrir la doble hélice y sintetizar
las cadenas de ADN complementarias a las existentes, las
cuales se describen en la Tabla 1, De lo anterior se puede
deducir que este proceso consume una cantidad importan-
te de la energia celular, por lo tanto requiere de un consu-
mo constante de ATP,

Tabla 1. Proteinas y enzimas necesarias para el proceso de replicacidn (Figura 5)

Proteina

Accitn

Dna A

Topoisomerasas

Estas enzimas son responsables de facilitar el desenrollamiento de la doble helice, pues
tienen la capacidad de realizar cortes en una o ambas cadenas de DNA. De esta forma,
se disminuye la tensién que se genera por ¢l enrollamiento y superenrollamiento que
sufre la estructura de DNA en los seres vivos y que podria impedir la apertura de la
doble hélice en el vértice de replicacion. Existen 2 tipos de topoisomerasas, Las
topoisomerasas tipo | que generan rupturas en una sola cadena de DNA, mientras que
las tipo Il producen rupturas en ambas cadenas de DNA. (Figura 6)

Helicasa o Dna B

La helicasa se encarga de destruir los puentes de hidrogeno entre las bases
complementarias y asi separar las 2 cadenas originales de DNA una vez la
topoisomerasa elimina el superenrollamiento. Debido a la atraccién que existe entre los
puentes de hidrogeno que se forman entre las cadenas complementarias, la separacion
de dichas cadenas de DNA requiere del consumo de ATP. (Figura 7)

Protcinas  unidoras  de
DMNA de cadena sencilla
(S5B)

El DNA de cadena sencilla ¢s inestable y tiende a unirse a la cadena complementaria o
puede formar estructuras dentro de la misma cadena que eviten la replicacion. Las
proteinas unidoras de DNA de cadena sencilla interactian con el DNA una vez la
helicasa separa la doble hélice, lo cual permite que ésta se mantenga abierta y estable.
(Figuras BA v 8B)

Primasa o Dna G

La primasa es una polimerasa de RNA que se encarga de sintetizar una secuencia corta
de RNA denominado iniciador o cebador, el cual permite que la DNA polimerasa inicie
la sintesis del DNA, Esta RNA primasa se encuentra formando parte de un agregado de
proteinas junto con la helicasa v todo el conjunto se denomina primosoma.

DMNA polimerasas

Las DNA polimerasas se encargan de la polimerizacion del DNA gracias a que tienen la
posibilidad de seleccionar el deoxinucledtido trifosfato (ANTP) libre que es apropiado
para aparearse al deoxinucledtido presente en la cadena molde y formar un enlace
fosfodiester covalente con ¢l deoxinucledtido precedente en la cadena que sc esid
formando. Las DNA polimerasas son un conglomerado de diferentes subunidades
proteicas, de manera que constituyen holoenzimas. Existen formas diferentes de la
DNA polimerasa. En los organismos procariotes la DNA polimerasa 1 aunque participa
en la replicacién del DNA, estd més involucrada en los procesos de reparacion; el papel
de lz DNA pol Il no estd claramente establecido, mientras que la DNA pol Il es la
principal enzima responsable de la sintesis de las cadenas complementarias de DNA.
Una limitante que tienen las DNA polimerasas es que no pueden dar inicio a la sintesis
de DNA sobre una cadena sencilla de DNA, pues siempre necesitan de un grupo 3'0OH
libre al cual puedan unir un dNTP. Por eso se requiere la primasa descrita
anteriormente. Una vez se inicia la sintesis del DNA, el cebador de ENA es eliminado
por la RNasa H y el espacio que queda se completa por la DNA polimerasa [. De otro
lado, las células eucariotes contienen 5 DNA polimerasas: o, 3, v, 8 v €. La pol y estd
localizada en mitocondria v es la responsable de la replicacidn del DNA mitocondrial;
las polimerasas o, & y £ estin mas involucradas en replicacion de DNA nuclear
mientras que la pol B juega un papel importante en el proceso de reparacidn.

Ligasa

La DNA pol I es incapaz de hacer un enlace covalente entre los grupos 3'OH y
5'fosfato cuando quedan adyacentes, por lo tanto se necesita una ligasa de DNA para
unir estos grupos v asi sellar los espacios que queden en el DNA.
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Figura 5. En esta figura se presentan las diversas moléculas que son necesarias para el proceso de sintesis de une nueva molécula de ADN en la

horquilla de replicacion.
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Figura 6. Durante la replicacién se abre ln doble hélice del ADN en el vértice de replicacion lo cual origina un superenrollamiento de esta molécula.
Para disminuir Ia tensidn que genera este superenrollamicnto se requicre de Jas topoisomerasas, enzimas que producen cortes en una o ambas cadenas

de ADN.

Secuencia de la replicacién

En la figura 9 sc presenta un esquema del modelo que hoy
se conoce como el mas aproximado a la secuencia de

eventos moleculares que ocurren durante el proceso de
copiado del ADN.

Como se describié antes, el inicio de la replicacion en ¢l
sitio ori depende de la unidn de la proteina llamada Dnaa,
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la cual interactia con las secuencias especificas en el ori,
lo que conduece a la formacidn de un complejo inicial que
contiene entre 10 v 20 subunidades de proteinas. La unidn
de la DnaA a estas secuencias facilita la separacion inicial
de la doble cadena de ADN y el reclutamiento de las de-
mas proteinas que constituirdn la unidad de replicacion.
Este proceso requicre energia suministrada por ATP y
genera lo que se ha llamado el complejo abierto.



Una vez la proteina DnaA se une al ori y permite el reclu-
tamiento de las proteinas necesarias para dar origen a la
replicacidn, la doble hélice de ADN se separa por accidn
de la helicasa también conocida como DnaB (Figura 7).
Una molécula de DnaB, es un hexdmero de subunidades
idénticas que forma una abrazadera alrededor de cada una
de las dos cadenas sencillas de ADN que aparecen en el
complejo abierto; esta unidn también requiere de ATP. Esta
helicasa se desplaza a lo largo del ADN y utiliza la energia
liberada por la hidrolisis del ATP para destruir los puentes
de hidrégeno y asi separar las cadenas de ADN. Como
ocurre con otras proteinas que se unen al ADN, las
helicasas exhiben direccionalidad con respecto al
desenrollamiento. Por tanto la. DnaB se mueve a lo largo
de la cadena sencilla de ADN que se abre hacia ¢l extremo
3". La proteina no se desprende del ADN hasta que al-
canza el final de la cadena o hasta que es retirada por otra
proteina. La reasociacidn entre las cadenas de ADN que
se han separado se evita gracias a la accion de las protei-
nas SBB, las cuales interactian con las cadenas de ADN
una vez estdn separadas (Figura B).

A}

Movimianto de la
horquilla de replicacion

Proteinas unidoras del
DNA de cadena sencilla

Habra lider Hebra retrazada

Figura 7. Durante la formacion de la horquilla de replicacion la helicasa
se encargs de destruir los puentes de hidrogeno enire las bases
complementarias en el vértice ¥ de esa manera fogra separar las dos
cadenas originales de ADN, Este proceso es dependiente del consumo
de ATP.
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Figura 8. A. Las proleinas unidoras de ADN de cadena sencilla interactiian con las bases nitrogenadas libres en esta molécula. B, El ADN de cadena
sencilla es inestable v tiende a unirse a la cadena complementaria o puede formar estructuras dentro de la misma cadena que eviten la replicacidn,
las proteinas unideras de ADN de cadena sencilla Io estabilizan en una conformacién lineal.
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A continuacién se produce la unién de la RNA polimerasa
del complejo de replicacién o primasa (DnaG) sobre un
fragmento del ADN de cadena sencilla. Esto ocurre gra-
cias a la interaccidn entre el hexamero de DnaB ya unido
al ADN y la primasa (complejo conocido como
primosoma). La primasa sintetiza un fragmento corto de
RNA (<15 nucledtidos) complementario al ADN de cade-
na sencilla que se encuentra en el sitio ori. Esta secuencia
permite que la ADN pol I inicie la adicién de
deoxirribonucledtidos al extremo 3' y de esta forma se
extienda la nueva molécula de ADN de doble cadena (Fi-
gura 10}

A medida que ocurre la replicacién se forman 2 horqui-
llas, una en cada direccion de la doble hélice v cada una
de ellas permite la replicacién simultinea de ambas cade-
nas de ADN. Debido a que la ADN polimerasa solo puede
extender el ADN en la dircceidn 5'a 3°, la cadena de ADN
gue es complementaria a la cadena 3'=5' original es la
dnica que se puede sintetizar de manera continua, por lo
cual se denomina cadena lider o conductora, Por su par-
te, la sintesis de la cadena complementaria a la que tiene
el sentido 5'=>3" ocurre de forma discontinua pues de-
pende de la formacién de fragmentos independientes de
ADN, conocidos como fragmentos de Okazaki y esta
cadena se denomina cadena rezagada (Figura 11).
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La razén para que las ADN polimerasas solo actien en
direccion 5'=> 3" es Ja diferencia en la estabilidad quimica
que existe entre los extremos de los nucledtidos: el grupo
trifosfato presente en el extremo 5° de los nucledtidos
libres es muy inestable en las condiciones idnicas y de pH
de la célula y se puede desdoblar ficilmente a monofosfato
y pirefosfato inorginico, lo cual impide que se unan nue-
vos nucleotidos al extremo 5°, Por su parte, el extremo 3’
de los nucleétidos tiene un grupo OH que siempre estd
disponible para reaccionar con el nucledtido que adiciona
la polimerasa (Figura 12A). Ademds, una polimerizacion
del ADN de 3" a 5" limitaria la posibilidad de corregir una
insercién inadecuada de nucledtidos (Figura 12B),

A medida que se va desplazando la horquilla de replicacion
y se abre espacio suficiente se inicia la replicacién de la
cadena molde que tiene direccitn 5'=3" por medio de la
formacidén de fragmentos de Okazaki. Para la sintesis de
la cadena lider solo se necesita un iniciador de RNA en el
sitio de inicio de la replicacidn, mientras que para la cade-
na rezagada se sintetiza un miciador para cada fragmento
de Okazaki. Esto ocurre porque la RNA primasa se va
desplazando en la horquilla de replicacién y sintetiza los
fragmentos de RNA a intervalos regulares (Figuras 13A
y 13B).

Topolsomerasa

Proteinas unidoras de
&l DMNA de cadena sencilla

RMA,
Cebador

Ligasa

Hebra retrasada

Figura 9. En esta figura se presenta un modelo que indica la secuencia de eventos y las moléeulas que estdn comprometidas durante el proceso de

replicacion del ADMN.
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Deoxiribonucledtido
trifosfato entrante

3" &' Trifosfatado
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Deoxiribonucledtido
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Figura 10. Durante t replicacidn la ADN polimerasa adicionn los deoximbonucledtidos al extremo 3* de la cadena nueva, para fo cual se requiere
la sintesis de un cebador de RMA, pues esta ADN pol no tiene la capacidad de iniciar ln polimerizacion en ausencia de una cadena con un extremo
3 libre. De esta forma se estienda la nueva molécula de ADN de doble cadena,

Hebra lider
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5 que se inicia con un
cebador de RNA

DNA recién
sintetizado

sintetizado

Figura 11, Debido a que la ADN polimerasa solo puede adicionar nucledtidos en la direccidn 5" a 3°, la cadena nueva de ADN que se sintetiza usando
como molde la cadeny 3°=5" es la dnica que se puede sintetizar de maners continua, por 1o que se denomina cadena lider. De otro lado, la sintesis

de la cadena que usa como molde aquella que tiene ¢l sentida §'=3" ocurre de forma discontinua gracias a la formacién de fragmentos independientes

de ADN, conocidos como fragmentos de Okaraki, ésta se denoming cadena rezagada,

Una vez que la cadena nueva de ADN se extiende por
accion de la ADN pol Il y alcanza el extremo 5° del frag-
mento de Okazaki adyacente, ¢l RNA primer debe ser re-
movido y reemplazado con ADN: este proceso es realiza-
do por la RNasa H en conjunto con la ADN polimerasa L.
Puesto que la ADN pol no puede crear enlaces fosfodiéster

entre los nucledtidos ya unidos a la molécula de ADN, se
necesita de una ADN ligasa que una los nucledtidos adya-
centes (Figura 14). Ademds de su funcion durante la
replicacion, la ADN pol | parece ser la enzima més im-
portante para llenar los espacios durante la reparacion del
ADN, como se verd mds adelante,
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Figura 12A. La polimerizacidn de los deidos nucleicos solo ocurre en direccién 5'= 3" debido a la diferencia en la estabilidad quimica que existe entre
los extremos de los nucledtidos: el grupo trifosfato del extremo 5' es muy inestable y se puede hidrolizar en las condiciones fisioldgicas, lo cual
limitaria la polimerizacion, mientras que el grupo OH del carbono 3° esta disponible para reaccionar con el siguiente nucledtido.
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wng de s rockediidos

CuAngo un nucketuoa
a6 removida durnrdo o a8 ramaovdo dursnle s

Ll FRCcen D o

El prazce de aka enargla os
porque no hay una enlaco wartado, proponcomando i
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Figura 12B. Otra razén por la que la polimerizacion de los dcidos nucleicos solo ocurre en direccién 5'=s 3" es porque 5i se adicionaran nucledtidos

en ¢l extremo 5' se limitaria la posibilidad de corregir la insercion anormal de un nucledtido, pues no habria posibilidad de cortar ¢l enlace de alta
energia necesario para suplir la energia que se requiere para realizar un nuevo enlace.
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Figura 13. A Puesto que la ADN polimerasa solo puede actuar extendiendo la cadena o partir de un grupe hidroxilo 3°, ¢l inicio de la polimerizacién
del ADN requiens de otra polimerasa conocida como primasa; esta ensima copia un molde de ADN parn formar un polinecledtide (cebador) de RNA.
Para la sintesis de la cadena lider solo se necesita un intciador de RNA en el sitio de inicio de 1a replicacion, mientras que para la cadena rezagada se
sintetiza un iniciador pam cada frogmento de Okazaki. B. A medida que se va desplazando la horquilla de replicacion v se abre espacio suficiente se
inicia la sintesis de la cadena retrazada mediante 2 formacidn de  fragmentus de Okazaki. Esto ocurre porqee fa RNA primasa se va desplazando
en la horquilla de replicacitn y sintetiza los fragmentos de KNA a intervalos regulares. Luepo la ADN polimerasa continua la sintesic de Ia cadena
hasta el siguiente cebador de RMA, ¢l cual es eliminado por una nucleasa v el espacio se llena por otra ADN polimerasa.
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Figura 14, Cuando la ADN polimerasa encucnira la cadena de ADN del
siguiente fragmento de Okazak) s desprende y entra en funcidn una
ADN ligass que une los nucledtidos advacenles.

Algo muy imporiante en el proceso de replicacion es que
en cada horquilla de replicacion existe un solo complejo
macromolecular encargado de la replicacion de ambas
cadenas de ADN (lider y rezagada). Esto se logra gracias
a que la cadena rezagada y su molde de ADN se plegan de
tal forma que la ADN polimerasa responsable de la sinte-
sis de la cadena conductora se coloca en contacto con la
ADN polimerasa que esta sintetizando la cadena rezaga-
da. Gracias a este plegamiento, el extremo final de un
fragmento de Okazaki queda cerca al sitio donde se sinte-
tiza el iniciador de RNA para dar inicio a otro fragmento
de replicacion (Figura 9).

En los organismos procariotes cada fragmento de Okazaki
tiene una longitud entre 1000 y 2000 nucledtidos, mien-
tras en los eucariotes éstos son mucho mds cortos, va-
rian entre 100 y 200 nucledtidos. Ademds, como se men-
ciono antes la velocidad de polimerizacion es mucho ma-
yor en procariotes que en eucariotes. Como va se men-
clond anteriormente, para subsanar esta menor velocidad
de la maquinaria de replicacion, los cromosomas
eucariotes tienen multiples sitios de origen de la
replicacion, cada uno de los cuales constituye una unidad
de replicacion.

Estructura de la polimerasa
Segin se describid previamente, la ADN pol [11 de E. coli

¢s una holoenzima compucsia de 10 polipéptidos difercn-
tes, que en total tiene un peso molecular mayor de 600
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kDa (Figura 15). La parte central de la enzima esta com-
pucsta de 3 subunidades: la subunidad w, la cual contic-
ne el sitio activo para la adicién de nucleétidos, la
subunidad £ que posee la actividad exonucleasa 5'=3’
que le permite eliminar los nucledtidos que se colocan
incorrectamente, y la subunidad o, cuya funcién no se
conoce. El resto de los polipéptidos de la holoenzima per-
miten que la ADN pol III tenga una alta procesividad (ca-
pacidad de agregar nucledtidos), de tal manera que puede
adicionar alrededor de 5 x 10" nucledtidos antes de sepa-
rarse del molde de ADN, La subunidad B forma un dimero
en forma de rosca alrededor de la doble hélice recién for-
mada. Este dimero se une al centro catalitico de la enzima
y lo mantiene en posicitn cerca al extremo 3' de la cade-
na que estd sintetizando. Una vez se asocia con el ADN, el
dimero de la subunidad p funciona como una abrazadera
que sc desplaza a lo largo del ADN a medida que la ADN
polimerasa se mueve. Cinco de las subunidades de la
holoenzima (y, 8, 8°,  y '¥) conforman el complejo de-
nominado 7, €l cual por una parte permite la ubicacién de
las subunidades B alrededor del diplex de ADN y también
se encarga de desarmar la abrazadera de esta subunidad
una vez s¢ ha completado la sintesis de la cadena de ADN.
Eslas reacciones requieren de hidrélisis de ATP como fuen-
te de energia. La iltima subunidad de la polimerasa (1)
permite la dimerizacion de las porciones centrales de las
dos ADN polimerasas, lo que permite la formacién de un

Figura 15, La ADNM pol Il de £ colf ¢ una holoenzima compuesta de
10 polipéptidos diferentes. La parte central de la enzima estd compuesta
de 3 subunidades: lo subunidad o la cual contiene el sitio activo para la
adicion de nueledtidos, la subunidad e que posee la actividad exonucleasa
5'=3" ¥ la subunidad o

130

blogue tinico de polimerizacién de ADN que sintetiza si-
multineamente la cadena lider y la rezagada,

El centro de la polimerasa que sintetiza la cadena lider,
unida a su abrazadera de subunidad P, se desplaza en la
direccion del movimiento de la horquilla de rephicacién
sintetizando dicha cadena de ADN. Esta polimerasa sigue
estrechamente el desplazamiento de la helicasa, que a su
vez esta unida a la cadena de ADN que sirve de molde
para la cadena rezagada v que va separando a la doble
hélice en el vértice de replicacién. Debido a ésto, el cen-
tro catalitico de la ADN polimerasa permanece unido al
molde de ADN y por lo tanto la sintesis de la cadena lider
ocurre de manera continua. Por su parte, la polimerizacién
discontinua de la cadena rezagada, se puede dar de mane-
ra simultinea con la de la cadena lider, gracias a que las
ADN polimerasas forman un solo bloque. Una vez la
unidad central de la polimerasa de la cadena rezagada com-
pleta un fragmento de Okazaki se disocia del molde de
ADN, pero permanece unida la subunidad 1. Simultdnea-
mente, una molécula de primasa se une a la helicasa e
inicia la sintesis de otro iniciador de RNA. El complejo
ADN-imiciador atrae una nueva abrazadera de subunidades
f# alrededor de si mismo, lo cual es seguido por la unién
de la porcién central de la polimerasa para proceder con
la polimerizacién del ADN a partir del iniciador de RNA.
También se ha demostrado que existe, ademas de la rela-
cion funcional, una unién fisica entre las polimerasas y el
primosoma, pues una de las subunidades t establece un
contacto con la helicasa en la horquilla de replicacion.
Esta interaccion es importante para ¢l proceso de
polimerizacién pues acelera el desdoblamiento de la doble
hélice de una velocidad de alrededor de 35 pares de bases
por segundo a casi 1000 pares de bases por segundo.

Las investigaciones realizadas acerca del proceso de
replicacién del ADN en células eucariotas han revelado
que ocurre de forma muy similar a lo ¢ncontrado en E.
coli. Las proteinas encontradas son estructural y
funcionalmente relacionadas a las bacterianas. La
replicacion del ADN eucariote ocurre bidireccionalmente,
a partir de iniciadores de RNA smietizados por una primasa,
con la sinlesis continua de la cadena lider y discontinua
de la cadena rezagada. Sin embargo, una diferencia im-
portante es que en la horquilla de replicacién del ADN
eucariota funcionan dos ADN polimerasas diferentes, la
ADN polimerasa a y la 8. La polimenizacion del ADN es
iniciada porla ADN pol «, la cual luego es desplazada por
una proteina similar a la subunidad § de la ADN pol Il y
reemplazada por la ADN pol 6. Este mecanismo incrementa
la procesividad de la polimerasa y de esta forma puede
sintetizar fragmentos mas grandes de ADN antes de que
se separe del replisoma,



Fidelidad de la replicacion

La supervivencia de un organismo depende de que se ga-
rantice la copia fiel de su genoma. Un error en la copia del
ADN de la célula que resulte en una mutacidn permanen-
te podria ser responsable de eliminacién de la progenie de
dicha célula. Se ha estimado que en E. coli, la probabili-
dad de que ocurra y permanezca la insercion de un
nucledtido equivocado es de alrededor de 10, En otras
palabras, solamente | de cada mil millones de nucledtidos
incorporados esta apareado erroneamente. La bactena E.
coli posee un genoma de alrededor de 4 x 10° nucledtidos,
de acuerdo con estos datos, menos de 1 nuclebtido se
modifica con cada 100 replicaciones, lo que representa la
tasa de mutacion espontinea de la bacteria.

Esta fidehdad de replicacion depende de las actividades
de prueba de lectura vy de nucleasa que poseen las
holoenzimas de ADN polimerasa. La prueba de lectura
permite verificar que haya sido insertada la base correcta
en la cadena nueva de ADN, mientras que la actividad de
nucleasa consiste en cortar deoxinucledtidos v asi elimi-
nar errores que pudiera haber introducido (Figura 16).

Replicacion en los extremos de los
cromosomas eucariotes

A diferencia de los cromosomas bacterianos, los cuales
son circulares, los cromosomas eucaridticos son lineales

Polimerizacion

¥ terminan en unos extremos especializados denomina-
dos telémeros. Los telomeros consisten de secuencias
repelitivas de oligdmeros con alto contenido de G en la
cadena que tiene direccidn 5'=23" hacia el telémero. La
presencia de estas secuencias altamente repetitivas es
necesaria para permitir la replicacion de los extremos de
los cromosomas. A medida que la horquilla de replicacién
se acerca al fin del cromosoma, la sintesis de la cadena
lider continua hasta que finaliza el eromosoma y la doble
hélice nueva se libera. Sin embargo, la cadena rezagada
no se puede sintetizar totalmente porque su sintesis es
discontinua, Una vez se elimina el dltimo iniciador de RNA
no existe una cadena de ADN que permita la accién de la
ADN polimerasa para llenar el espacio dejado por el ini-
ciador. For lo tanto, se necesita de un mecanismo espe-
cial de replicacién para evitar que ¢l cromosoma se acor-
te con cada division celular,

La secuencia de ADN de los telomeros es similar en di-
VErsos Organismos como protozoos, hongos, plantas v
mamiferos. Los telomeros consisten en repeticiones en
tandem (una detrds de la otra) de secuencias cortas que
contienen un bloque de nucledtidos de Guanina. En hu-
manos, esta secuencia es GGGTTA y contiene cerca de
10,000 nucledtidos, La telomerasa reconoce las regiones
ricas en guanina existentes en el telémero y adiciona
nuecledtidos en direceidn 57 a 37,

La telomerasa es una enzima con actividad de transcriptasa
reversa que se encarga de la replicacion de los telomeros

Hebra
5 | ~ plantilla

Hebra
nueva

Edicion

Figura 16, La fidelidad de ln replicacién depende de las actividades de prueba de lectura v de nucleasa que posee la ADN polimerase. La prucha de
lectura permite verificar que haya sido insertada la base correcta en la cadena nueva de ADN, micntras que la actividad de nucleasa elimina

deoxinucledtidos errdnecs.
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(Figura 17). Esta enzima es una ribonucleoproteina en
cuya porcién proteica contiene un sitio activo que es ca-
paz de agregar deoxirribonucleotidos sobre un molde de
RNA y contiene ademas el molde de RNA necesario para
la sintesis del ADN. De esta manera, al adicionarse varias
secuencias de telomerasa, se prolonga el extremo 37 de la
cadena de ADN que es molde de la cadena rezagada, y
una vez esta cadena esta lo suficientemente extendida, se
sintetizan iniciadores de RNA que permiten la
polimenzacion del ADN. La adicién de un niimero varia-
ble de secuencias de telomerasa es lo que explica que los
telémeros tengan oligémeros repetitivos (Figura 18),

En las células de muchos organismos, la longitud de los
telomeros se incrementa sustancialmenie en las etapas
tempranas del desarrollo, La mayoria de las células
somadticas humanas se replican en ausencia de telomerasa,
lo que hace que se eliminen gradualmente las secuencias
teloméricas repetitivas que se adicionaron durante las eta-
pas de desarrollo. Se ha sugerido que la duracién de las
células en un individuo esta determinada por el nimero de
repeticiones teloméricas con las que estas células comen-
zaron, pues a medida que ocurran divisiones celulares de
sus células somiticas va disminuyendo la longitud de los
cromosomas hasta un momento critico en ¢l que las cé-

lulas mueren.
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Figura 17. La telomerasa ¢s una ribonucleoproteina con actividad de
transcriplasa reversa que s¢ encarga de la replicacion de los telomeros La
porcidn proteica de esta enzima contiene un sitio aclive que es capar de
agregar deoxirribonuclettidos sobre un molde de RNA, micntras que la porcian
de RNA sirve de molde para la sintesis del ADN en ¢l extremo del cromosoma.
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Figura I8. Gracias a Ja adicidn de varias secuencias de RNA de 1a telomerasa, se prolonga el extremo 3° de la cadena de ADN que es molde de la cadena
rezagada; una vez dicha cadena estd 1o suficientemente extendida, s sintetizan iniciadores de RNA que permiten la palimerizacién del ADN faltanie
en el extremo del cromosoma,
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