
Replicación del DNA  
Meselson and Stahl in 1957 gave experimental evidence that each DNA strand served as a 
template for new synthesis, a process called semi-conservative replication 
Experiment  
 
-E. coli grow in N15 nitrogen (heavy isotope). 
-Switch to N14 nitrogen (light) and after one, two or three generations take samples of   DNA. 
-Mix with cesium cloride and separate heavy and light DNA. 
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Replicación del DNA 
● Requiere un gran complejo de enzimas 

1. Las helicasas desenrollan la doble hélice 
2. Las proteínas SSB estabilizan las cadenas sencillas de DNA 
3. La DNA primasa sintetiza un primer de RNA 
4. Las DNA polimerasas sintetizan DNA nuevo y lo corrigen 
5. La DNA ligasa sella nucleótidos adyacentes 

● La dirección de la síntesis es 5´- 3´ y comienza con un primer de RNA 
● Las dos cadenas antiparalelas son replicadas simultáneamente en ambas direcciones 
● La cadena parental de extremo 3´ en el molde determina la cadena hija guía de síntesis continua 
● La cadena parental de extremo 5´en el molde determina la cadena hija retrasada de síntesis 
discontinua en forma de fragmentos (100 a 200 nucleótidos en eucariotas) 
● Los fragmentos pequeños en la cadena retrasada se denominan fragmentos de Okazaki. 
● Los primers de RNA son eliminados por la DNA polimerasa y los fragmentos son unidos por la DNA 
ligasa. 
 
 

LA REPLICACION ES BIDIRECCIONAL 
Mecanismos de crecimiento de las cadenas 
durante la replicación compatibles con el modelo 
semiconservativo 
 

 

Demostración del crecimiento bidireccional de las 
cadenas de DNA celular 
 

 

 



La síntesis de DNA en cromosomas lineales largos comienza en varios orígenes y avanza en ambas direcciones, 
hasta que las horquillas de replicación de los replicones adyacentes se encuentran. En los cromosomas circulares 
con un solo origen, la síntesis de DNA avanza en ambas direcciones alrededor del círculo, hasta que se unen las 
horquillas de replicación. 

 

DNA Polymerases 
It turns out that in E coli there are three DNA polymerases. Their properties and functions are 
summarized in the following table, again adapted from Mathews and van Holde.  

 

Micrografía electrónica del DNA. Las flechas señalan 
burbujas de replicación de DNA extraído de embriones de D. 
melanogaster 



Estructura y actividades de la DNApolimerasa I 
 
1) Actividad polimerasa 5’ --- 3’. 
 La DNA polimerasa I es una única cadena polipeptídica de 103 kDa. Cataliza la adición, paso a paso,   
de las unidades desoxirribonucleotídicas a la cadena de DNA. 
 

(DNA)n + dNTP                             (DNA)n + 1 + PPi 
 
La DNA polimerasa I  requiere los siguientes componentes para sintetizar una cadena de DNA. 
1) Mezcla de los 4 dNTP 
2) Un cebador con un extremo con un grupo 3’-OH libre 
3) Un molde de DNA 
4) Un ión divalente preferentemente Mg 2+ 

 
 
 

Mecanismo de los dos metales de la 
reacción de la DNA polimerasa, 
según sugiere la estructura del 
complejo del fago T7 DNA 
polimerasa-sustrato. D705 y D882 
son residuos conservados de 
aspartato, y los puntos azules son 
moléculas de agua unidas al ión 
metálico A 



La dirección de la síntesis es 5’ → 3’ 
 

 
 
2) Actividad exonucleasa 3’ → 5’ 
 
La 3’ exonucleasa separa los los nucleótidos mal apareados del extremo 3’ de las cadenas en 
crecimiento, incrementando la fidelidad durante la replicación. 
 

 

 
Actividad exonucleasa 3´→ 5´de la DNA polimerasa I 



 La DNA polimerasa I también es una exonucleasa 5’ → 3’ que corrige errores. 
La  actividad 5  →’3’ exonucleasa  puede también hidrolizar DNA a partir del extremo 5’ de la 
cadena (separa ribonucleótidos  y desoxirribonucleótidos del extremo 5’). Actúa en la reparación 
del DNA y la eliminación del RNA cebador en la replicación. 
 
Características: 

- El enlace hidrolizado debe estar situado dentro de una estructura helicoide 
- La escisión puede ocurrir en el enlace fosfodiéster terminal o a varios residuos de 

distancia del extremo 5` 
- Esta actividad se incrementa cuando hay síntesis simultánea de DNA 
- El centro activo de esta actividad está netamente separado de los otros dos 
- Corrige errores de diferente tipo que la actividad 3´→ 5´(dimeros de timina, ver figura) 

 

 

 

 

Estructura  
La pol I puede digerirse mediante proteasa en un fragmento pequeño de 36 kd con la actividad 
exonucleasa 5’ → 3’ original y un fragmento grande de 67 Kd (fragmento Klenow) que conserva 
la actividad polimerasa y la actividad exonucleasa 3’ → 5’. 
 
Estructura de una molécula de DNA polimerasa de E. coli, determinada por cristalografía de rayos X 

  
 



El holoenzima DNA plimerasa III. 
Este complejo multienzimático se caracteriza por una elevada  progresividad, efectividad catalítica 
y fidelidad. El holoenzima está formado por 10 cadenas polipeptídicas diferentes. 

 
 
Estructura de subunidades del holoenzima DNA polimerasa III de E.coli 

 

Complejo de replicación del DNA 

 

 
Dímero β2 
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DNA polimerasas eucariotas  
Las células eucariotas contienen cinco DNA polimerasas. Y se clasifican de acuerdo a: 
1) localización celular 
2) propiedades cinéticas 
3) respuesta a los inhibidores ( afidicolina, producto fúngico de estructura similar a los 

esteroides inhibe la síntesis específica del DNA eucariótico. 
Las polimerasas alfa, delta y epsilón participan en la replicación del DNA 
cromosómico, la beta en la reparación del DNA, y la gamma en la replicación 
mitocondrial. 
 

 
Mapa parcial del genoma del virus T4 
 
 



Primasa : Cataliza la formación de iniciadores de RNA para la síntesis de DNA 
Los iniciadores utilizados durante la replicación del DNA tanto en procariontes como en eucariontes son 
cortas moléculas de RNA, cuya síntesis es catalizada por una RNA polimerasa llamada primasa; que es el 
producto del gen dnaG, esta enzima suele asociarse con el producto del gen dnaB formando lo que se 
conoce como primosoma. 
Cebadores de RNA (productos de la primasa) 
 

 

 
 
 
 
N = cualquier ribonucleótido. Las 
longitudes indicadas de los cebadores de las 
células eucarióticas son valores promedio. 
Los cebadores de RNA de levadura y de D. 
melanogaster son ricos en adenina, que llega 
a ser de hasta el 75 %. 

Experimento de transferencia que demostró la existencia de RNA cebadores en la replicación del 
DNA. Cada fragmento de okazaki genera un ribonucleótido marcado radioactivamente como consecuencia 
de su unión RNA-DNA tras hidrólisis alcalina. 

 
 
 
 
 
 
Productos 
de la 
hidrólisis 



DNA helicasa  
 La separación de las dos cadenas del cromosoma de E. coli es mediada por el producto del “locus” dnaB 
(la forma funcional es un hexámero), una helicasa esencial para la replicación del DNA. Las helicasas son 
una clase de enzimas capaces de desplazarse a lo largo de un DNA duplex utilizando la energía de 
hidrólisis del ATP para separar las cadenas. Como muchas proteínas que se unen al DNA, las helicasas 
exiben una direccionalidad con respecto a la reacción de desenrollamiento. La dnaB  se mueve a lo largo de 
una monocadena de DNA a la que está unida en dirección hacia su extremo 3’ libre. Su actuación es 
procesiva. 

 

Representación esquemática como un anillo hexámerico 

 
Estructura detallada de la helicasa replicativa del bacteriófago 
T7 determinada por difracción de rayos x. En rojo las moléculas 
de ATP unidas a la estructura de seis subunidades idénticas 

 

Actividad helicasa de la proteína DnaB de 
E.coli.  En presencia de ATP y de proteínas SSB, la 
DnaB purificada puede desenrollar in vitro un duplex de 
DNA cortado. El desenrollamiento se lleva a cabo 
predominantemente en dirección  hacia el extremo 3´ de la 
cadena. Esta hebra actúa como molde para la síntesis de la 
cadena retrasada del DNA. La proteína SSB se una a las 
hebras de DNA no apareadas impidiendo que éstas se 
reasocien. En el esquema no se representa la otra molécula 
de DnaB desplazándose hacia la derecha. 

 
Representación esquemática mostrando la horquilla de 
replicación de DNA y la helicasa a escala. 

 



Proteínas de unión al DNA de cadena sencilla  (SSB).  
 
Las proteínas de unión al DNA de cadena sencilla  son esenciales en la replicación, reparación y 
recombinación del DNA, debido a su capacidad para mantener el molde en la conformación óptima 
para la desnaturalización y renaturalización del DNA ( Ej. gp 32 del virus T 4) 

 
 
 
La proteina procedente de E. coli se une también cooperativamente al DNA de cadena sencilla, pero 
por un mecanismo diferente al de T4. En E. coli el DNA se enrolla alrededor de la proteína SSB 
tetramérica. Además, en ciertas condiciones la unión presenta una cooperatividad negativa. La 
proteína se une de maneras diferentes según participe en la replicación, la reparación  o la 
recombinación. 

Facilitacion de la desnaturalización y la renaturalización del DNA por 
la gp32. Cuando tan sólo se expone una longitud corta de DNA de una 
cadena, la gp32 se une débilmente. La configuración plegada del dominio 
C-terminal impide la unión cooperativa de otras moléculas de gp32 y, por 
tanto, el desenrollamiento de la cadena (“respiración”) Si se expone una 
región más larga del DNA de una cadena tras la unión de la primera 
molécula de gp32, el dominio C-terminal puede pasar a su configuración 
“alta”, agrandando el lugar de unión del DNA, lo que permite la unión 
cooperativa de otras moléculas de gp32 y, por tanto, ampliando más la 
región desnaturalizada 

Estructura de la proteína de unión al DNA de cadena sencilla en 
humanos. (A) vista frontal de los dos dominios de unión al DNA de la 
proteína RPA, que cubre un total de ocho nucleótidos. Las bases del DNA 
permanecen expuestas en este complejo de proteína-DNA. (B) Diagrama 
que muestra la estructura tridimensional, con la cadena de DNA (rojo) 
vista desde su parte final. 



DNA ligasa  
Este enzima cataliza la formación de un enlace fosfodiéster entre el grupo 3’-OH del extremo de una 
cadena de DNA con el extremo 5’ fosfato del extremo de la otra.  Para realizar esta reacción 
endergónica se necesita una fuente de energía. En procariotas el NAD+ ejerce esta función, mientras que 
en eucariótas y virus esta función la realiza el ATP. Este proceso de ligado es esencial  para la existencia 
de DNAs  circulares, y procesos fundamentales como la replicación, reparación y recombinación del 
DNA. 
 

Mecanismo de reacción catalizada por la ligasa 

 

Intermediario covalente 
ligasa-AMP 

 
 

1 

2 

3 



Pinzas y cargadores de pinza: procesividad  
 
La replicación del DNA es un proceso muy eficaz. E coli replica la totalidad de su cromosoma en 
40 minutos, con sólo dos horquillas de replicación, cada una de las cuales implica la acción de dos 
moléculas de DNA polimerasa III. Resulta ventajoso para la célula completar cada ciclo de 
replicación, una vez iniciado. Para que se complete, la DNA polimerasa debe permanecer unida a 
su molde, es decir, debe actuar con procesividad. La pinza beta es la proteína accesoria de la 
polimerasa directamente responsable de potenciar la procesividad  y el complejo gamma como el 
cargador de la pinza en E. coli. En el fago T4, el producto del gen 45 (gp 45), es la pinza 
deslizante para la replicación procesiva del DNA, y el cargador de la pinza comprende dos 
proteínas, la gp 44 ( hidrólisis del ATP) y la gp 62. En eucariótas, una proteína con varias 
subunidades, denominada factor C de replicación o RF-C, es el cargador de la pinza; y la PCNA, 
o antígeno nuclear de proliferación celular, es la pinza deslizante. 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



Cell 106:417-428, 2001
and preceding paperIn the cell, 2 γ's are replaced by τ's.



Clamp loader structure predicts the 
architecture of DNA polymerase III 
holoenzyme and RFC 
Mike O'Donnell, David Jeruzalmi and John 
Kuriyana
Current Biology 11:1729-1814 (2001) 

Fig. 6. The γ complex organizes the 
replisome. The γ complex in the DNA 
polymerase III (Pol III) holoenzyme contains 
at least two τ subunits in place of two γ
subunits. The carboxyl terminal sequences 
of τ contain a domain for binding Pol III 
core and therefore each τ is shown with one 
core. The illustration shows three different 
γ complexes, each of which contain two τ
subunits; the structures only differ with 
respect to which γ subunits are replaced by 
τ. Also shown is a holoenzyme form 
containing three τ subunits (and cores) in 
place of the γ trimer. (b) The motor domains 
of τ are separated from the Pol III and DnaB
binding domains of τ by a sequence which 
may be flexible. (c) The carboxyl termini of 
γ subunits in γ3δδ' protrude from the top, 
implying the approximate location of the 
protein binding domains in the γ1τ2δδ' 
complex. (d) Architecture of the E. coli 
replisome in which the DnaB hexamer
attaches to carboxy-terminal sequences in τ
adjacent to the polymerases. Both cores 
are shown with their β clamps, and γ/τ
complex has hold of a β clamp for the 
repeated clamp loading events that occur 
on the lagging strand [63]. 

leading       next β lagging



McHenry, Charles S.   Chromosomal replicases as asymmetric dimers: 
studies of subunit arrangement and functional consequences.   
Molecular Microbiology  49 (5), 1157-1165.
Fig. 1. Structural models of Pol III holoenzyme.
Left. Diagram showing Pol III holoenzyme subunit stoichiometry and 
major protein-protein contacts. The subunits in the yellow rectangle are 
the components of the DnaX complex, including the ATPase subunits 
encoded by the dnaX gene: tau and gamma. The green ovals represent 
Pol III. The red ring represents the beta 2 sliding clamp processivity
factor. It is shown bound to the alpha subunit, as when assembled on 
DNA. beta 2 is bound to delta during the 'loading' reaction prior to 
placement on DNA (Jeruzalmi et al., 2001b).
Right. A model for holoenzyme subunit arrangements at the replication 
fork showing the tau-DnaB interaction, placement of chi-psi on the 
lagging strand side of the replication fork, and the chi-SSB interaction 
on the lagging strand. Parental DNA is in red; newly synthesized DNA is 
blue.



TOPOISOMERASAS. Superenrollamiento 
 
a) Empaquetamiento 
b) Distribución de la tensión entre la torsión y el retorcimiento 
 
Vueltas de superhélice  
 
a) A la derecha ----- superenrollamiento positivo 
b) A la izquierda --- superenrollamiento negativo 
 

Topoisómeros y formas interconvertibles 
 

 

Dos maneras de introducir un superenrollamiento en un DNA con 10 
vueltas dúplex. Las dos formas circulares cerradas qe se muestran 
(derecha) son equivalentes topologicamente; es decir, se puede pasar 
de una a otra sin romper ningún enlace covalente. Para cada forma, se 
indican el número de enlace L, el giro T y el número de torsión W. En 
rigor, el número de enlace sólo se define para un círculo cerrado 
covalentemente. 



Medidas del superenrollamiento  
 
Todos los DNAs  circulares que se encuentran en la naturaleza están enrollados negativamente, es 
decir, sus número de enlace son menores que los de los círculos relajados correspondientes. 
 
Los agentes intercalantes como el etidio alteran el grado de superhelicidad de un DNA circular 
porque hacen que la doble hélice de DNA se desenrolle aprox. 26º en el punto donde se intercala la 
molécula. 
Por tanto, cuando se valora  un DNA circular con etidio, se desenrolla el duplex (disminuye T) 
lo que debe venir acompañado de un aumento en W para compensar.   

 

 
Los DNAs se separan según su número de enlace mediante electroforésis en gel 

Patrón de la electroforésis en gel de agarosa del DNA de SV40. El carril 
1 contiene el DNA nativo superenrollado negativamente (banda inferior). En 
los carriles 2 y 3, el DNA se trató durante 5 y 30 min, respectivamente, con 
un enzima, conocido como topoisomerasa Tipo I, que relaja los 
superenrollamientos de uno en uno. Las bandas adyacentes contienen DNAs 
que difieren en ∆L =  +/- 1 

La comparación de los patrones de bandas electroforéticas del DNA de SV 
40 que ha sido relajado enzimaticamente en diversos grados, revela que 26 
bandas separan el DNA de SV 40 nativo del completamente relajado. Por 
tanto,  el DNA de SV 40 posee W = - 26. Como el DNA del SV 40 está 
constituido por 5243 bp, tiene un giro superhelicoidal por cada 19- 20 
vueltas de hélice. Esta densidad de superhélice es típica de los DNAs 
circulares procedentes de distintos materiales biológicos. 
 



En el proceso de replicación, se producen superenrollamientos positivos. 
 

 
El desplazamiento de la horquilla de 
replicacioón del DNA induce la 
formación de un superenrollamiento 
positivo en el DNA duplex por 
delante de la horquilla. Para que 
progrese la vasta síntesis del DNA, el 
superenrollamiento positivo debe 
eliminarse (relajamiento). Esto puede 
ser realizado por la DNA girasa de 
E.coli y por las topoisomerasas 
eucariontes de los tipos I y II 

 
El funcionamiento biológico normal del DNA sólo se produce si éste se encuentra en el estado 
topológico correcto. El superenrollamiento del DNA está controlado por un grupo de enzimas 
conocidos como topoisomerasas. Se denominan así porque alteran el estado topológico ,número 
de enlace,  del DNA circular. Existen dos clases de topoisomerasas: topoisomerasas tipo I y 
topoisomerasas tipo II. 
 
 

Topoisomerasas tipo I Topoisomerasas tipo II 
 
-proteínas monoméricas de 100 a 120 kD 
-relajan el DNA de forma gradual 
-relajan los superenrollamientos negativos, 
aumentan L = + 1 
-corta una cadena sin aporte de energía 
(transesterificación) 
-concatena reversiblemente circulos de una 
sola hebra 
-se unen al extremo 5’ de la hebra cortada 
mediante un residuo de tirosina (procariotas). 
En eucariotas se unen al extremo 3’ 
 

-heterotetrámeros de 400 kD. ( A2 B2) ó Homodímeros 
(A-B)2 
-introducen superenrollamientos negativos, diminuyen 
L  = – 2 hidrolizando ATP 
-cortan las 2 cadenas de un duplex 
-concatenan circulos de doble cadena 
-forman las fosfotirosinas con los extremos 5’ de 
ambas cadenas cortadas 
-las eucariótas, sólo relajan superenrollamientos 
negativos, ni los generan ni hidrolizan ATP. 
-las DNA girasas procariotas son inihibidas por:  
  *novobiocina bloquea las subunidades B impidiendo 
la fijación de ATP 
 * ac. oxolínico bloquea las subunidades A 
 

 



 

 
Topoisomerasas tipo IA 

 



Shared modules in topoisomerases 
Type IA, IIA and IIB topos share two domains that are required for DNA binding and clavage: 5Y-
CAP and toprim. 

 
Domain III Domain I 

 

 

5Y-CAP Domain. folds similar to 

one found in the E. coli catabolite-
activator protein (CAP), consists of 
a winged-helix. It bears a catalitic 
tyrosine residue that becomes 
covalently attached to the 5´end of 
DNA after nucleophilic attack on 
the phosphodiester backbone. 
Active site tyrosine and arginine 
residues are shown in yellow 
(domain III) 

 

Toprim Domain,  an /  
"Rossmann-fold" (domain I) 
  (topoisomerases/primase). A 
acidic cluster forms a binding side 
for Mg2+ ions, a cofactor required 
for full catalytic function  

 

 

 
 

 



 
Reverse gyrase: Type IA topoisomerases  

 

 
 

 Topoisomerasas IB 
 

 
 

 
 
 
 
 

The type IA toporegion is shown in surface and colored in 
red, green and blue. The helicase region is shown in 
magenta, with the latch in yellow. 
*Reverse gyrase possesses the unique ability to use ATP as 
an energy source to positively supercoil DNA 
*It is a remarkable fusion of two functional elemets an N-
terminal ATPase region homologous to superfamily 2 
helicase, and C-terminal region homologous to type IA 
topos. 
One striking structural feature of reverse gyrase is a small 
motif, termed the latch, which propose to move in response 
to ATP binding or hydrolysis 



 

Type IB/Tyr-Recombinases DNA 
Cleavage Domain. This domain adopts a bi-lobed 
fold containing 8 to 10 α-helices an a small 
antiparallel β-sheet, and it contains all the elements 
necessary for DNA clavage and covalent 
attachement to the 3´end of the broken DNA. 
Important active site elements include the catalytic 
tyrosine, a histidine-lysine pair involve in transition 
state stabilization and a arginine-lysine pair that 
forms a proposed “proton relay” path betweenthe 
active site tyrosine and the leaving 5´hydroxyl. 
 

 

 

 

Eukaryotic enzymes 
Human DNA topoisomerase I 
core region includes three core 
subdomains, C-terminal domain 
and linker domain 



 
Topoisomerasas tipo II 

 

 
 

 
 
 
 
 



 

GHKL ATPase Domain. ATP 
binding causes dimerization of the 
GHKL domains and forms the 
basis for a nucleotide-actuated 
protein dimerization gate through 
which DNA duplexes are passed. 
The ATP-binding site of GHKL 
proteins is made up of a “floor” of 
β-strands and several “walls” of α 
helices 
 

Transducer domains.  The C-
terminal domain of the type II 
topoisomerase ATPase region, 
consists of a four-stranded β-sheet 
backed by two α-helices. It is 
essential for ATP hydrolysis, in 
part due to the presence of an 
invariant lysine residue that project 
into the active site of the GHKL 
domain. The lisine hydrogen bonds 
the γ-phosphate of bound 
nucleotide and likely stabilizes the 
transition state of hydrolysis 
 

 

 

 
Comparison of E. coli DNA topoisomerase I (Left), S. cerevisiae DNA topoisomerase II (Middle), and E. coli GyrA 
(Right). CAP-like part of DNA topoisomerase I domain III (yellow), CAP-like part of DNA topoisomerase I domain IV 
(green), DNA topoisomerase II and GyrA CAP-like domains (yellow and green), Rossmann fold of DNA topoisomerase I 
domain I (orange), Rossmann fold of DNA topoisomerase II B' domain (blue), and active-site tyrosines of all 
topoisomerases (magenta spheres). 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Type IIA Topoisomerases 

 

 
 

Type IIB Topoisomerases 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Two gate mechanim: The T-segment passes through the entirety of the topoisomerase holoenzyme, an 
action that necessitates at least two diffentially separable protein-protein interface. 
 

*Type IIA topos are constructed as a series of catalytic modules linked by 
flexible hinge regions There are at least three distint sets of separable 
protein-protein interfaces that govern interactions between these modules 
in different subunits of the holoenzyme. 
*The three interfaces create two internal holes in the enzyme that are 
thought to temporarily store a DNA segment during the transport reaction. 
 

Type IIB Topoisomerases 
*The tertiary structure of the A-subunit is significantly rearranged from 
the catalytic DNA-binding and cleavage cores of other topoisomerase 
type, forming a compact,U-shaped dimer with a putative DNA-binding 
groove running across the dimer interface between the two subunits. 
The linker regions between the ATPase and 5Y-CAP/toprim regions 
also appear to be unique 

IIA 

 

IIB 



 
Modelo molecular de la actividad catalítica de la topoisomerasa II de E. coli (DNA girasa) 
 

 
 
La enzima es un dímero de dos subunidades idénticas. (1) Primero se une a una parte de una cadena de DNA, el segmento G (en 
azul), lo que induce un cambio de la conformación en los dominios B, B´, A y A´ de la enzima. (2)                              
Tras la unión de ATP (indicado por los asteriscos) y otra parte de la cadena de DNA, el segmento T (en celeste), se produce una serie 
de reacciones en las que el segmento G es cortado por los dominios A y A´de la enzima (en naranja claro) y los extremos del DNA 
de G se unen de manera covalente a residuos de tirosina en estos dominios (3) y (3a). Al mismo tiempo, los dominios fijadores de 
ATP (en verde) se acercan entre sí y transportan al segmento T a través del corte hacia el hueco central (4). Luego el segmento G 
cortado se reconecta y el segmento T se libera mediante un cambio conformacional que separa los dominios A y A´ en el fondo de la 
enzima (5). La interfase entre los dominios A y A´ después se vuelve a formar (una reacción que requiere la hidrólisis de ATP) y así 
se regenera el estado inicial (2). En este momento el segmento G puede disociarse de la enzima mediante la conversión de (2) en (1). 
De modo alternativo, la enzima puede proseguir con otro ciclo, pasando otra vez el segmento T a través del segmento G y eliminando 
así dos espiras de superenrollamiento más. 

 
Demostración, en la que el DNA se representa por una cinta, de que al cortar un circulo duplex, pasar la hebra a través de la 
abertura resultante, y después sellar de nuevo la rotura, cambia el número de enlace en dos unidades. Al separar las hebras 
resultantes (abriendo la cinta longitudinalmente; derecha se observa como una de las hebras efectúa dos revoluciones completas 
alrededor de la otra. 

1) Fijación de un duplex 
2) Cambio conformacional 

1) Cambio conformacional 
(dimerización) 

2) hidrólisis del duplex 

1) sellado 
2) Cambio conformacional 
3) liberación del duplex 

Cambio conformacional 
(des-dimerización) 



 

 



Telomerasas 
Secuencias teloméricas repetidas 
representativas de diversos organismos 

 

 

 
 
 
 
 
 
Estructura de la telomerasa. La 
telomerasa es un complejo proteína-RNA 
que contiene un patrón de RNA para la 
síntesis de secuencias de DNA repetitivas 
del telómero ricas en G. 

 
Replicación del telómero se muestran 
las reacciones implicadas en la síntesis 
de las secuencias repetitivas ricas en G 
que forman los extremos de los 
cromosomas (telómeros) de varios 
organismos eucariotas. El extremo 3´de 
la cadena de DNA paterna se alarga 
mediante la síntesis de DNA utilizando 
un patrón de RNA; ello permite el 
alargamiento en dirección 5´ de la 
cadena de DNA hija incompleta que está 
apareada con la primera. Parece que esta 
cadena retrasada incompleta se acaba 
mediante la la DNA polimerasa α, una de 
cuyas subunidades es una DNA primasa. 
La secuencia de telómero que se muestra 
pertenece al ciliado Tetrahymena, en el 
que fueron descubiertas estas reacciones. 

 

El DNA telomérico está formado por secuencias 
simples repetidas en tánden, lo habitual es que 
una cadena tenga abundante G y la otra abundante 
C. La cadena con abundante G forma un saliente 
3’ terminal que suele tener una longitud de unos 
15 residuos. Estas secuencias se añaden de forma 
repetida a los extremos 3’ de los DNAs 
cromosómicos mediante enzimas denominadas 
telomerasas. Esta elongación deja espacio para 
que se una un cebador y se complete la síntesis de 
la cadena retardada, manteniendo la longitud 
aproximada del cromosoma e impidiendo la 
pérdida de secuencias codificadoras. 



Replicación del cromosoma de E.coli 
a) Iniciación  
El origen de la replicación en E. coli, denominado ori C, consta de 245 pb, y 
en la fase de iniciación participan al menos 8 proteínas diferentes. 
 

Características estructurales del origen de replicación de E. coli 
  

 

 

 

Proteínas
básicas 



Elongación  
En la fase de elongación en la replicación consiste en dos operaciones similares en apariencia que son mecanisticamente muy 
diferentes: 
a) Síntesis de la cadena conductora o avanzada 
b) Síntesis de la cadena rezagada 
En la síntesis de ambas cadenas son importantes varios enzimas que se encuentran en la horquilla de replicación. 

 

 
 
 
 

Síntesis de fragmentos de Okazaki. (a) A 
intervalos, la primasa sintetiza un cebador de 
RNA para un nuevo fragmento de Okazaki. Si 
consideramos formalmente que las dos hebras 
molde están dispuestas paralelamente, la 
síntesis de la hebra rezagada transcurre en 
dirección opuesta al movimiento de la 
horquilla. (b) Cada cebador es extendido por 
la DNA polimerasa III. (c) La síntesis de DNA 
continúa hasta que el fragmento se extiende 
hasta el cebador del fragmento de Okazaki 
añadido previamente. Un nuevo cebador es 
sintetizado cerca de la horquilla de replicación 
para empezar de nuevo el proceso. 

 

Los cebadores de RNA de la hebra rezagada son 
eliminados por la actividad exonucleasa 5´→ 3´de la 
DNA polimerasa I, siendo reemplazados con DNA por 
el mismo enzima. La mella restante es sellada por la 
DNA ligasa. 



Síntesis de DNA en las hebras conductora y rezagada 
 

 
Las reacciones en la horquilla de replicación están coordinadas por un único dímero de DNA polimerasa III, integrado en un 
complejo con la helicasa DnaB. La figura muestra la replicación ya en curso. La hebra rezagada forma un bucle para que la 
síntesis de DNA progrese uniformemente en ambos moldes, conductor y rezagado, al mismo tiempo, catalizada por los dos 
grupos  de subunidades núcleo de la DNA polimerasa III. Las flechas indican el extremo 3´ de las dos hebras nuevas y la 
dirección de la síntesis de DNA. Un fragmento de Okazaki está siendo sintetizado en la hebra rezagada. (a) La síntesis 
continua de la hebra conductora progresa a medida que el DNA es desenrollado por la helicasa DnaB. (b) La primasa se une 
a DnaB, sintetiza un nuevo cebador y acto seguido se disocia. (c) El complejo de carga de la abrazadera de la DNA 
polimerasa III cataliza la carga de una nueva abrazadera β deslizante (azul oscuro) en el nuevo cebador de RNA. Mientras, se 
completa el fragmento de Okazaki que estaba siendo sintetizado. (d) Las subunidades núcleo de la DNA polimerasa III que 
han sintetizado la hebra rezagada liberan el fragmento de Okazaki completado y la abrazadera β deslizante usada en su 
síntesis. Las mismas subunidades núcleo se unen luego a una nueva abrazadera β deslizante y comienza la síntesis de otro 
fragmento de Okazaki en su cebador. 

The primase-to-polymerase switch during lagging strand synthesis 

 



Terminación  
 
Las dos horquillas de replicación se encuentran en el lado opuesto del cromosoma circular de E.coli 
esta fase es la menos conocida, aunque parece necesaria la acción de una topoisomerasa tipo II, 
denominada topoisomerasa IV, para la separación final de dos moléculas completas de DNA circular. 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mechanism of termination of DNA replication of escherichia 
coli involves helicase-contrahelicase interaction 
Termination of DNA elongation by the two forks at Ter sequences by 
the Tus protein 

 



Fidelidad de la replicación del DNA 
 

Base cinética de la escisión preferente de los 
nucleótidos mal apareados por el lugar de la 
3´exonucleasa distante del lugar de la polimerasa 
 

 
 
 

Retroceso del enzima 

Sistema “In Vitro” para el estudio de la fidelidad de la 
replicación del DNA 

 
La cadena cebadora se marca radiactivamente en el extremo 5´ 
(asterisco) y es la especie de las marcadas radiactivamente que 
migra más rápidamente. La dependencia de la concentración de 
dTTP para la extensión a partir de un nucleótido apareado 
correctamente (A en el par de bases A-T) se muestra en la parte 
superior, y la correspondiente a la extensión a partir de un 
apareamiento erróneo C-T se muestra en la parte inferior. El dTTP 
era el único dNTP presente durante las incubaciones. En cada caso, 
los productos obtenidos tras la incubación y desnaturalización se 
analizaron mediante electroforésis en gel de SDS-poliacrilamida y 
autorradiografía. En el cuadro superior se muestra que la velocidad 
de la extensión fue máxima con dTTP 1 µM y que podía detectarse 
una nueva extensión a concentraciones de dTTP más elevadas. Sin 
embargo, como se observa en el cuadro inferior, son necesarias 
concentraciones de dTTP del orden mM para observar alguna 
extensión de cadena a partir del error de apareamiento.  



Virus de RNA: la replicación de genomas de RNA  
 
Casi todos los virus vegetales que se conocen contienen  RNA en vez de DNA; al igual que ocurre con 
varios bacteriófagos y muchos virus animales importantes. Los retrovirus, causantes en muchas 
ocasiones de tumores y del SIDA contienen también genomas de RNA. 
 
Estrategias diferentes para la replicación del genoma 
 
Virus de cadena positiva .  
 
a)Replicasas   RNA polimerasas dependientes de RNA; carecen de actividad correctora 
b)Transcriptasa inversa 
 
Virus de cadena negativa 
Genoma de RNA de doble cadena o segmentado 
 

 
 

Clasificación de virus animales sobre la base de la composición de sus genomas y vía de formación de mRNA 
 
Se muestra el DNA en azul y el RNA en rojo. El mRNA viral se denomina hebra positiva, que es sintetizada a partir de una 
cadena menos de DNA o de RNA. Los virus de la clase VI (retrovirus) tienen doshebras positivas idénticas de RNA 
genómico, aunque el motivo se desconoce. 
 
 



 




