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A modo de introduccion general al planteamiento de la biologia molecular y la ingenieria genética en este texto,
se comenzarda describiendo de modo sucinto los tres aspectos que mejor ponen de manifiesto el papel de los
acidos nucleicos en la célula y en especial del DNA como portador de la informacion genética: por un lado, la
descripcion global de las rutas de transmision de la informacion genética; en segundo lugar, los antecedentes
experimentales que demostraron el importante papel de los acidos nucleicos; finalmente, las caracteristicas
generales del genoma de eucariotas, como punto de partida para el estudio posterior en profundidad de
los conceptos teodricos, las tecnologias y las aplicaciones de esta materia en las ciencias de la salud.

1.1 TRANSMISION DE LA INFORMACION GENETICA
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conocerse por completo su relevancia en los seres vivos, el flujo de la informacion genética y la utilizacion

polipéptido

© 2012. Elsevier Espaiia, S.L. Reservados todos los derechos 3



|. ESTRUCTURAY FUNCION DEL MATERIAL GENETICO

de dicha informacién en las células. En concreto, la transmision de la informacién contenida en la secuencia del
DNA a las células y organismos descendientes mediante la replicacion, y su expresién en biomoléculas
funcionales mediante los procesos de transcripcion y traduccion. Esta descripcion comprende, pues, el conjunto
de relaciones generales existentes entre el DNA, el RNA y las proteinas.

Debe evitarse la posible interpretacion erronea de la representacion abreviada de este “dogma”,
DNA — RNA — proteina, que no indica la transformacién de una molécula en otra, tal como se utiliza
normalmente en las rutas metabdlicas, sino que cada elemento en este esquema aporta la informacién necesaria
para la sintesis del siguiente. En este sentido, es importante el concepto de plantilla o molde molecular: aunque
cada paso esta catalizado por una enzima, los sustratos (nucleétidos, aminodcidos) no son seleccionados por
dicha enzima, sino que vienen especificados por la intervencion del molde, en concreto por su secuencia de
nucleétidos.

El progreso en el conocimiento de los procesos de transmision de la informacién genética obligd a la
ampliacion de este esquema basico original para acomodar otros procesos que también ocurren, al menos
en algunos organismos particulares, como es el caso de algunos virus:

Vision actual de la transmision de la informacidn genética

"dogma central de la genética molecular” Sintesis de una molécula da ANA
( 9 g ) como duplicado de un RNA

L cromosomico. Catalizada por RNA
replicacion replicacion del RNA replicasas. Se da en algunos virus,
como el del mosaico del tabaco.

transcripcion
o i
traduccion g
DNA —_— RNA > Proteina
genoma transcripcion transcriptoma proteoma l
inversa
A biomoléculas
Formacién de DNA a partir del RNA metaboloma metabolitos
cromosgmico. La catalizan las transcriptasas componentes celulares

inversas. Se da en los retrovirus.

Debe resaltarse también el papel esencial de los productos finales (proteinas y algunos RNA) como
componentes estructurales de todas las células y como responsables de la catalisis de las reacciones
bioquimicas que conducen a la formacion de las biomoléculas.

1.2 EL DNA COMO MATERIAL GENETICO

El conocimiento de la estructura de los dcidos nucleicos se inicia en el siglo xix con el aislamiento a partir de
nucleos celulares de un compuesto denominado inicialmente nucleina, formado por una parte acida (hoy,
DNA) y una parte bdsica (proteina), asi como con el estudio parcial de las propiedades de la nucleina y de su
relacion con la herencia celular. Sin embargo, la estructura solo se conocié a mediados del siglo xx, tras
demostrarse que el DNA era el componente cromosémico depositario de la informacién genética. Cabe
destacar en este sentido, como antecedentes clave, los experimentos de Frederick Griffith, Oswald T. Avery,
Colin MacLeod y Maclyn McCarty, en 1928 y 1944, y de Alfred D. Hershey y Martha Chase, en 1952, que
constituyen sendos hitos en la identificacion del DNA como material genético.

Web 1.1. Experimentos que demostraron la identidad molecular del material genético.

Tras estas aportaciones iniciales identificando el DNA como portador de la informacion genética, el
verdadero inicio de la biologia molecular moderna lo constituy6 la propuesta de estructura en doble hélice
para el DNA, formulada en 1953 por James D. Watson y Francis Crick. A partir de este momento, casi todo el
esfuerzo realizado se centra en el estudio del DNA genémico, desde el punto de vista estructural y funcional, en
procariotas y eucariotas, con una atencion especial a mamiferos en general y humanos en particular. Los
avances logrados, tanto tedricos como técnicos y aplicados, han sido enormes. A ello ha contribuido la
aparicion de la ingenieria genética, como principal drea derivada de la biologia molecular. Una vez concluido
en 2003 el Proyecto Genoma Humano (gendmica estructural) se inicié el andlisis de las funciones de cada gen
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(genomica funcional) y la diseccion de la estructura y funcion de las proteinas (protedémica). Como expresion de
estos nuevos conocimientos ha surgido una gran variedad de campos de actividad en las ciencias de la salud
(medicina, farmacia y veterinaria), tales como anticuerpos monoclonales, métodos inmunoquimicos, biochips
para el diagnostico, clonacion molecular y clonacion animal, farmacogenes, ingenieria de proteinas, proteinas
recombinantes de interés diagndstico y terapéutico, sondas de hibridacion, terapia celular y terapia génica,
transferencia de genes, vectores, virus, etc. Nuestro objetivo no es describir los aspectos concretos de estos
campos, sino solo poner de manifiesto las bases moleculares que les sirven de soporte, como punto de partida
para un estudio detenido de cada campo en su correspondiente area de conocimiento. Con este fin se presentan
en este primer capitulo las caracteristicas generales del genoma de eucariotas.

1.3 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENOMA
1.3.1 Genoma de procariotas y eucariotas

Conceptualmente, el genoma (de la raiz griega gen, origen) puede ser considerado como el “patrimonio
genético” de un organismo, es decir, el conjunto total de material genético hereditario presente en una
célula. Debe incluirse en este concepto tanto el material genético existente en el niicleo como el que contienen
mitocondrias y cloroplastos. Por otra parte, es mas adecuada esta definicién que la que se emplea en ocasiones,
“conjunto de genes de un organismo” pues, como se estudiara mas adelante, existe gran cantidad de material
genético que no se expresa. La mayoria de organismos poseen un genoma constituido por DNA, pero algunos
virus tienen un genoma de RNA. La parte codificante del genoma especifica, en forma de genes, la informacion
necesaria para dar lugar a productos génicos, moléculas funcionales que son las proteinas y los RNA. Estos
productos son responsables de toda la actividad celular, de sus caracteristicas morfologicas y de muchas de las
claves del comportamiento de un organismo, desde la embriogénesis a su crecimiento, maduracién fisica e
intelectual, estado adulto, reproduccion, y todas sus funciones metabdlicas y actividades fisioldgicas.

Con respecto al estudio del genoma, comenzaremos por resaltar las caracteristicas diferenciales de proca-
riotas y eucariotas:

EUCARIOTAS PROCARIOTAS
(animales, plantas, levaduras, hongos) (bacterias)

DNA nuclear %
; nticleo -
(cromatina/ ol plasmidos
cromosomas)
4
cloroplastos T
: region
%i cromosoma citosolica O
- +—— DNA extranuclear
mitocondrias 0 de organulos

Nota: Aunque, por claridad, en la figura no se haya reflejado, el tamafio de las células eucaridticas es, en general, bastante mayor
comparativamenpe con las procaridticas. Ad@,”!és, la cantidad de DNA que forma los Cromosomas eucarioticos es muy su_perior
a la correspondiente al cromosoma procarittico. lgualmente, los cromosomas de organulos son mayores que los plasmidos.

Recuérdese que los procariotas (o procariontes) son organismos unicelulares (bacterias y arqueas) de
tamafio pequefio (entre 0,2 y 5 pm de didmetro), con membrana plasmatica rodeada generalmente por una
pared celular rigida y con diversas estructuras superficiales (pili, flagelos, etc.), pero carecen de membrana
nuclear, de orgdnulos y de cualquier otro tipo de compartimentacién interna. El genoma de procariotas es,
comparativamente, de pequefio tamario y relativamente sencillo. Se reduce a un tnico cromosoma formado
por una molécula circular de DNA, localizada en suspension en el citosol pero anclada a la membrana
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constituyendo la zona nuclear o nucleoide, sin membrana que la delimite. Es frecuente encontrar, ademds,
una pequeiia cantidad de material genético extra, no esencial, en forma de pequefias moléculas circulares de
DNA, llamadas pldsmidos. Los plasmidos poseen la propiedad de replicacion auténoma, es decir, sin
coordinacién alguna con la division celular. Desempefan un papel importante, al codificar proteinas que
confieren resistencia a los antibidticos u otros materiales toxicos, y ofrecen una importante aplicacién como
herramientas en la tecnologia del DNA recombinante, concretamente como vectores para la incorporacion
de DNA a células.

Las células de eucariotas (o eucariontes), tanto multicelulares (animales y plantas) como unicelulares y
multicelulares simples (protozoos, hongos y algas), son mas variadas y complejas. Son de mayor tamafio
(entre 10 y 50 pm), poseen membrana plasmatica, pueden poseer pared celular (plantas), tienen citoesqueleto
interno, y muestran una gran compartimentacion citoplasmatica, con diferentes tipos de organulos subce-
lulares (mitocondrias en animales y plantas, cloroplastos en plantas, lisosomas en animales, etc.) y otras
estructuras (reticulo endopldsmico, complejo de Golgi, etc.). El niicleo tiene como caracteristica esencial la
presencia de una membrana nuclear doble. En el genoma de eucariotas debe distinguirse entre el genoma
nuclear y el de organulos. El genoma nuclear aparece bajo dos formas estructuralmente diferentes a lo largo
del ciclo celular: la cromatina como material filamentoso disperso por la mayor parte del nucleo en la
interfase (entre divisiones), y los cromosomas, fiacilmente observables como entidades morfologicas o
corpusculos independientes en los momentos previos a la division celular. Ambas formas estan constituidas
por las mismas moléculas lineales muy largas de DNA bicatenario, estrechamente asociado a proteinas. El
genoma de organulos (cloroplastos y mitocondrias) esta formado por cromosomas circulares, al igual que el
de procariotas.

Algunas caracteristicas diferenciales del genoma humano (célula somatica, diploide, 2n)

NUCLEAR MITOCONDRIAL
Tamarfo 6,4 Gb = 6.400 Mb = 6.400.000 kb = 6,4 - 10° pb 16,5 kb x m
Tipo de DNA Lineal, bicatenario Circular, bicatenario
Nuamero de cromosomas 23 distintos, 2 copias: 46 en total Uno, con varias copias en cada

mitocondria; entre 200 y 2.000
copias por célula

Presencia de nucleosomas Si No

Proteinas asociadas Alrededor del 50% de la masa, histonas y otras Poco numerosas o ausentes
DNA codificante Entre 2y 5% ~93%

DNA repetitivo Abundante (~ 40%) Practicamente nada
Nuamero de genes ~ 25.000 37

Densidad de genes ~ 1 gen cada 128 kb 1 gen cada 0,45 kb
Presencia de intrones En la mayoria Ausentes

en los genes

Las cifras relativas al nimero de genes han sufrido fuertes variaciones en los afnos recientes y aun son
dispares dependiendo de la fuente que se consulte. Ello se debe a que no es sencillo definir qué regién del DNA
gendmico es 0 no un gen, e incluso identificar con certeza sus puntos de comienzo y de fin, los que definen un
“marco de lectura abierto” (pag. 314); las técnicas de deteccion e identificacion de genes en la secuencia del
genoma contintan evolucionando. Como ejemplos de situaciones que hacen dificil esta precision pueden
mencionarse la existencia de copias de genes que no son funcionales (pseudogenes, pdg. 113); el tamano
mucho menor de las regiones codificantes (exones) en la mayoria de genes frente a las no codificantes; la
posibilidad de expresion en formas alternativas de algunos genes, dando lugar a diferentes productos (ayuste
alternativo, pag. 306); los genes que codifican RNA funcionales son cortos y carecen de marco de lectura, etc.
Todo ello complica la definicion e identificacion inequivocas de un segmento del genoma como un gen.
Igualmente varian las cantidades derivadas, como la fraccion del genoma constituida por regiones codifi-
cantes. Lo importante es, en todo caso, transmitir una idea de las cifras aproximadas, los diferentes tipos de
secuencia implicados y las diferencias entre el genoma nuclear de los eucariotas y los genomas de organulos 'y
de procariotas.
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1.3.2 Magnitud del genoma nuclear de eucariotas

El material genético contenido en el nucleo supone generalmente mas del 90% del total de DNA celular. El
primer aspecto a destacar es su magnitud con respecto al genoma mitocondrial y al de procariotas. Ademas, a
diferencia de éstos, el genoma nuclear esta repartido en varios cromosomas, en namero diferente segun la
especie, generalmente muy grandes y con el DNA muy condensado al estar estrechamente asociado con his-
tonas y otras proteinas.

La magnitud del genoma nuclear viene determinada por la cantidad total de DNA en el conjunto de
cromosomas de una célula. Esta se puede expresar de varias formas:

e En numero de cromosomas, designado por # en organismos haploides y 2# en diploides, en los que hay
2 copias de cada cromosoma.

e En masa de DNA (pg = picogramos).

e Como valor C, notacion que expresa la cantidad de DNA total en el genoma de una célula con respecto a la
presente en una célula haploide de la misma especie. Como se vera, en células diploides el valor puede ser de
2C 0 4C, dependiendo del estadio del ciclo celular.

e Lo mds habitual es expresarlo en longitud: pb = pares de bases en bicatenario, o nt = nucle6tidos en mono-
catenario. Para moléculas largas se emplean kilobases (kb o kpb=10° pb) o megabases (Mb o
Mpb = 10° pb).

Comparaciones que resaltan la magnitud del DNA nuclear en eucariotas:

e Porregla general, la cantidad total de DNA en una célula diploide eucariética es entre |0y |.000 veces superior que la de
una célula procaridtica, aunque la diferencia puede llegar hasta un factor de 200.000, por ejemplo, considerando los
casos extremos de algunas plantas y anfibios respecto a la bacteria de menor tamano, el micoplasma.

e En forma lineal, la longitud total del DNA de una célula humana somatica (diploide, 46 cromosomas) serfa de unos
2,2 metros.

o Al referir esta cifra al nimero de células del cuerpo humano, la longitud total resultante, 110 billones de metros
(110-10"*m), equivale a casi 3 millones de vueltas a la Tierra, 143.000 viajes de ida y vuelta a la Luna o 370 viajes de ida
y vuelta al Sol.

e Para escribir la secuencia completa del genoma de una célula humana diploide se necesitarfan 1.280 tomos, que
ocuparfan 64 m de estanterfa.

e Para leer en voz alta dicha secuencia se necesitarfan 20 afios y 3 meses.

e Para almacenar la secuencia completa del genoma de una célula humana diploide en formato electrénico se requieren
[,5 GB (gigabytes).

e Las cifras se hacen casi incomprensibles si se quiere considerar la magnitud total del DNA de la humanidad (actualmente
7 - 107 individuos).

e Datos empleados:

— N.° de células en el cuerpo: estimado al menos en unos 50 billones = 50 - 10'? células.
— Circunferencia de la Tierra: 40.000 km.

— Distancia promedio entre la Tierra y la Luna: 384.000 km.

— Distancia promedio entre la Tierra y el Sol: |50 millones de km.

— 5.000 letras por pagina y 1.000 péginas por tomo, con un grosor de 5 cm.

— Velocidad de lectura: |10 letras por segundo.

Procede, por otra parte, analizar la magnitud del genoma de forma comparativa tanto entre individuos de
una misma especie como entre especies diferentes:

a) Todas las células de los individuos de una misma especie poseen la misma cantidad total de DNA y nimero
de cromosomas. De esta generalizacion deben exceptuarse las células germinales, dedicadas a la
reproduccion del individuo, que poseen la mitad. En todos los casos, estas cifras se refieren a células en
un mismo estado de division celular (normalmente la interfase) pues, como se verd posteriormente
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(capitulo 8), la cantidad total de DNA, aunque no el nimero de cromosomas, varia en una célula a lo largo
del ciclo celular.

b) Elcontenido total de DNA, expresado en pg o enn.° de pb, y el nimero de cromosomas varian ampliamente
entre especies diferentes. A menudo se ha asumido que el tamafio del genoma pueda estar relacionado con el
grado de complejidad del organismo, o su posicion en la escala evolutiva, pero hoy en dia esta claro que esto
no es asi. Solamente al comparar virus, procariotas y eucariotas se aprecia una diferencia significativa
en la magnitud del genoma. Dentro de los eucariotas, el tamafio del genoma varia ampliamente pero de for-
ma independiente de la posicion en la escala evolutiva o de lo que pudiera, bajo un punto de vista
antropocéntrico, entenderse como complejidad de la especie. Asi, por ejemplo, la célula humana contiene
700 veces mas DNA que la de E. coli, pero 300 veces menos que las células de algunas salamandras y plantas
angiospermas, e incluso menos que algunos protozoos (eucariotas unicelulares).
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Por otro lado, no existe correlacién alguna entre el tamafio del genoma de una especie y el numero de
cromosomas que lo componen. Por ejemplo, mientras que el genoma humano diploide (6,4 - 10” pb) esta
repartido en 46 cromosomas (23 pares, 7 = 23), las células de ratén, con un genoma menor (3 - 10° pb), poseen
menor numero de cromosomas (40), mientras que en las células de cebolla un genoma 2 veces mayor que el
humano (1,5 - 10'° pb) esta contenido en s6lo 16 cromosomas. De forma similar, la mosca de la fruta, con un
genoma (1,7 - 10% pb) mucho mayor que el de la levadura (1,6 - 107 pb), posee un niimero muy inferior de
cromosomas (8 frente a 32).
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Esta ausencia de correlacion entre cantidad de material genético y complejidad del organismo es una de las pautas
para sugerir que el tamafio de los genomas de organismos superiores es muy superior al necesario y, por tanto, que
una gran parte es 70 codificante, es decir, no esta organizado en genes, nunca traduce su informacién a un producto
génico (RNA o proteina). De todos modos, se debe ser cauto al considerar una categorizacion de los organismos de
acuerdo a su complejidad, pues es muy discutible que un ser humano sea mas complejo que, digamos, un gusano. En
cualquier caso, la hipotesis de una importante fraccion no codificante en el genoma se ha confirmado. Por ejemplo, se
ha encontrado que los genes tienen una longitud media de alrededor de 1.000 pb. Asumiendo esta cifra, el genoma
humano haploide podria contener unos 3,2 millones de genes y, sin embargo, se estima hoy en dia que s6lo contiene
unos 25.000, de modo que la fraccion codificante s6lo alcanza alrededor del 1% del DNA total.

Aunque la funcion de los genes esta bien establecida para una pequeiia fraccion del total presente en el genoma
humano, la diversidad en la cantidad total de DNA en los genomas puso de manifiesto la necesidad de estudiar
con mayor precision la organizacion estructural de genes y genomas a nivel molecular (capitulos 9 y 17). Las
caracteristicas mas relevantes del genoma nuclear son la presencia de grandes regiones que no codifican producto
génico alguno (DNA no codificante) y la existencia de secuencias de DNA que se repiten un niimero mas o menos
elevado de veces (DNA repetitivo). Como se estudiard con detenimiento posteriormente, hay que unir a ello la
existencia de una enorme diversidad en la secuencia (polimorfismo, capitulo 24) en distintas regiones del DNA,
tanto sencillas como repetitivas, codificantes o no.
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1.3.3 Magnitud y caracteristicas del genoma mitocondrial

El genoma de orgdnulos (mitocondrias en animales, mitocondrias y cloroplastos en plantas) es, posiblemente,
un vestigio del cromosoma de bacterias arcaicas que accedieron al citoplasma de eucariotas primitivos, para
dar lugar tras la evolucion a dichos organulos (hipétesis endosimbionte). Se cree que la mitocondria (organulo
que aporta casi toda la energia que necesitan las células) surgio al acumularse el oxigeno en la atmdsfera
terrestre. Posiblemente, la mitocondria y el nucleo de la célula eucariotica se formaron en paralelo, al incorpo-
rarse por endocitosis células procariotas aerébicas al interior de la célula eucaridtica anaerdbica y fusionarse
ambas. Con el tiempo, la mayoria de los genes procaridticos (genes protomitocondriales) se integraron en el
genoma nuclear, con lo que el eucariota primitivo anaerdbico ya podia vivir en una atmésfera rica en oxigeno;
s6lo una pequeiia fraccion del genoma procaridtico primigenio permanecié en la mitocondria.

Las células animales poseen un ntimero muy variable de mitocondrias, dependiendo de la especie y del
tejido. Cada mitocondria posee varias copias de un tinico cromosoma (habitualmente menos de una decena),
situadas en la matriz mitocondrial y ancladas a la membrana interna. En consecuencia, el nimero de copias de
DNA mitocondrial (mtDNA) en una célula oscila entre 200 y 2.000 (algunas referencias hablan de hasta
100.000 en casos puntuales). El cromosoma mitocondrial es bicatenario y circular, como el de procariotas,
aunque de tamafio muy inferior: 16.569 pb en humanos, con una longitud de 5 pm y una masa molecular de
10 MDaj; esto supone una longitud 3.000 veces inferior a la del cromosoma nuclear mas pequefio. Teniendo en
cuenta el nimero de copias totales (2 del genoma nuclear frente a maltiples, y muy variables, del mitocondrial),
se puede calcular que el DNA mitocondrial total supone, dependiendo del tejido, entre un 0,05 y un 0,5% del
DNA total de la célula (quizas hasta el 20% en los casos extremos mencionados). Finalmente, la situacion es
similar para el cromosoma de cloroplastos, que es igualmente bicatenario y circular, pero de mayor tamafio que
el mitocondrial.

A diferencia del DNA nuclear, con abundantes repeticiones y regiones no codificantes, el mtDNA es en su
casi totalidad no repetitivo y codificante. En concreto, el cromosoma mitocondrial humano contiene un total de
37 genes que suponen el 93% del DNA. Entre ellos se cuentan 2 genes para RNA ribosémico, 22 para RNA
transferente y 13 para proteinas; éstas forman parte de los complejos enzimaticos respiratorios I, III, IV y V,
pero suponen solo el 5% de las proteinas mitocondriales, estando el resto codificadas por DNA nuclear.
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Los acidos nucleicos no se encuentran en las células en las formas extendidas correspondientes a su estructura
primaria y secundaria, sino molecularmente mas compactados, lo que hemos denominado (pag. 28) nivel estruc-
tural “de orden superior”. En el caso del DNA, parte de esta compactacion o condensacion viene representada por
el denominado superenrollamiento, o retorcimiento de la cadena sobre si misma. La condensacion se completa
mediante la asociacion estrecha con proteinas que inducen el plegamiento de la doble hélice del DNA. La
contribucion de esta asociacion con proteinas posee una relevancia especial en el caso del DNA nuclear eucariotico.

7.1 SUPERENROLLAMIENTO DEL DNA

El superenrollamiento, como parte de la condensacion del DNA en general, posee un especial significado para
entender la organizacion estructural del cromosoma. En concreto, contribuye a explicar como un DNA de tan
gran magnitud puede alojarse en el interior de la célula (procariotas) o del nicleo (eucariotas), cuyas dimen-
siones son muy inferiores a la longitud tedrica del DNA en doble hélice. Por ejemplo:

DNA Tamano Longitud en forma de B-DNA Dimensiones en las que se compacta
E. coli 4,7 x 10° pb 1,6 mm = 1.600 pm 2 um (célula)

Cada cromosoma humano 50 — 250 x 10° pb 17-85 mm 4-6 um (nucleo)

Genoma humano diploide 6,4 x 10° pb 2,1m

superenrollamiento:
la doble hélice
forma una
superhélice, en dos
sentidos opuestos
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Se entiende por superenrollamiento (enrollar algo que ya esta enrollado) del DNA el retorcimiento o giro
sobre si misma de la doble hélice (que ya lleva implicito el enrollamiento mutuo de dos hebras), de forma que el
¢je de la doble hélice no sigue una linea recta, sino otra hélice (una “superhélice”). Su origen, como se verd a
continuacion, es la introduccion de una tension estructural en la propia molécula. Aparece de algin modo en
todos los DNA celulares y se encuentra estrechamente regulado iz vivo por la accién de las topoisomerasas
(pag. 155). En resumen, las dos hebras del DNA sufren un enrollamiento, mientras que la doble hélice sufre un
superenrollamiento.

Un ejemplo intuitivo del concepto de superenrollamiento es el cordon del teléfono, que de por si presenta un
enrollamiento helicoidal y, con el uso cotidiano, termina por adoptar un enrollamiento adicional (cordén
retorcido). Este simil se utiliz para explicar muchas propiedades del DNA virico (circular y pequefio). Un
modelo mas proximo a la estructura del DNA es una cuerda formada por dos hebras arrolladas entre si.
Aunque la cuerda tiende a mantener ese arrollamiento, puede ser forzada manualmente a un mayor o menor
namero de vueltas entre sus hebras (torsion), con lo que se genera una tension que se libera mediante la
formacion de superenrollamientos (v. web 7.1).

7.1.1 Superenrollamiento del DNA circular

Aunque afecta tanto a procariotas como a eucariotas, el superenrollamiento es mds conocido y de comprensién
mas sencilla en los primeros, por lo que asi se abordara a continuacién. Estas consideraciones también son
validas para el DNA de plasmidos procarioticos y el de cromosomas mitocondriales y cloroplasticos de
eucariotas, dado que en todos estos casos la molécula de DNA muestra una estructura circular o cerrada
(una doble hélice con sus extremos unidos entre si por enlace covalente), en la que es facil apreciar los
fenémenos de superenrollamiento.

7.1.1.1 Conformacion relajada

La conformacién adoptada por el DNA en su forma B (aproximadamente 10,5 pb/vuelta) corresponde a un
estado estable, de minima energia, que se considera no superenrollado o relajado cuando el eje de la doble
hélice se puede disponer por completo sobre un plano.

ESTADO RELAJADO o NO SUPERENROLLADO
{conformacion de minima energia, maxima estabilidad)

Cromosoma circular hipotético, con 210 pb: 20 vueltas de hélice con 10,5 pbivuella

(se emplean dos colores para
facilitar posteriormente la visualizacion
de los cruces; la molecula es

R - SR TG

IMKN AN AN AN AN N f\ m—
Por ejemplo, en una region de 63 pb hay 6 vueltas de hélice con
10,5 pb/vuelta; estructura B-DNA, por lo tanto relajada

7.1.1.2 Conformaciones superenrolladas

En las células, el DNA generalmente no se encuentra en la conformacion relajada, sino en un estado no relajado,
superenrollado y mas compacto. Este lo producen topoisomerasas que, mediante el corte transitorio de una
0 ambas hebras, introducen un aumento o una disminucién en el numero de vueltas de hélice (pag. 155).
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En ambos casos se produce una tension estructural, debida a un plegamiento local de las hebras y a una posicion
relativa de los nucledtidos diferentes de su geometria energéticamente mas estable, la del B-DNA. Esta tension se
contrarresta en la molécula mediante la formacion de un superenrollamiento: la cadena entera del DNA gira sobre
si misma de forma que las bases puedan disponerse de nuevo del modo mas proximo a la conformacién B-DNA.

En primer lugar, si se reduce el nimero de vueltas de hélice, la tension se libera formando una superhélice a la

que se le asigna un valor negativo de superenrollamiento.

ESTADO NO RELAJADO o TENSO (de energia
superior) originado por infraenrollamiento
de |a doble hélice (pérdida de vueltas)

Conformacion de minima energia,
obtenida mediante un
SUPERENROLLAMIENTO NEGATIVO

La mokécula de DNA ha sufrido una pérdida de una vuelta:
El cromosoma de 210 pb contiene ahora 19 vueltas de hélice, con 11,1 pbAvueita

el

— 1,

= — «Nl
A ) |a tensidn se libera
" =z (pérdida de energia)
= mediante la

formacion de un
bucle o superhélice

RN K\ AN\ 7N RK\7T
Si se considera que la pérdida de una vuelta de hélice ha

ocurrido en |a region de 63 pb, ésta tendra 5 vueltas de hélice
con 12,6 pb/vuelta: > 10,5 pb/vuelta, es decir, tensa

compactacion de la
molécula de DNA circular
por un superenrollamiento
negativo

s

El cromosoma superenrollado tiene
20 vueltas con 10,5 pb/vuelta:
conformacion no tensa

Si, por el contrario, se aumenta el nimero de vueltas de hélice, la tension se libera por formacion de una
superhélice de sentido opuesto, con un superenrollamiento positivo.

ESTADO NO RELAJADO o TENSO (de energia
superior) originado por sobreenrollamiento
de la doble hélice (aumento de vueltas)

Confarmacion de minima energia,
obtenida mediante un
SUPERENROLLAMIENTO POSITIVO

La mokécula de DNA ha sufrido un aumento de una vuella
El cromosoma de 210 pb contiene ahora 21 vueltas de hélice, con 10,0 pb/ivueita
i m._“a__“h\ :
=z “'-':.,) la tension se libera
A 2 (pérdida de energia)
| 4 mediante la
A formacién de un
eeE— bucle o superhélice

(de sentido contrario
al anterior)

TNTIN TN LN KNS AN KT
PNANANVANAVAYANY)
Si se considera que el aumento de una vuelta de hélice ha

ocurrido en la region de 63 pb, ésta tendra 7 vueltas de hélice
con 9,0 pb/vuelta: < 10,5 pb/vuelta, por tanto tensa

compactacion de la
molécula de DNA circular
por un superenrollamiento
positivo

El cromosoma superenrollado tiene
20 vueltas con 10,5 pb/vuelta:
conformacion no tensa

Web 7.1. Generacion de superenrollamientos positivo y negativo.

7.1.1.3 Demostracion experimental del superenrollamiento

De estas dos posibilidades, el DNA se encuentra habitualmente en las células en un estado de superenrolla-
miento negativo. El primer indicio experimental que llevo a proponer la hipétesis del superenrollamiento de las
cadenas se obtuvo gracias a la aplicacion de la técnica de ultracentrifugacion isopicnica (basada en el equilibrio
de sedimentacion en un gradiente de densidad de cloruro de cesio, pag. 126).

Se observé que el DNA del polioma, un pequefio virus que causa cancer a ratones, se separaba formando
tres bandas en el gradiente. Las tres fracciones, sin embargo, tenian la misma masa molecular, por lo que la
diferencia debia estar en su forma o estructura. Se pudo comprobar que las moléculas menos densas eran
lineales, mientras que las demas eran circulares. S6lo tras la hipotesis del superenrollamiento se pudo explicar la

diferencia entre esas dos fracciones mas densas.

81
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banda Ill, 145
(menor velocidad de sedimentacion):
C— = DNA bicatenario lineal
estructura menos compacta
centrifugacion
banda ll, 165
(velocidad de sedimentacion intermedia):
DNA bicatenario circular, relajado

=

bandal, 205
& A4 \ wo (mayor velocidad de sedimentacion):

DNA bicatenario circular, superenrollado
: estructura mas compacta

se generan debido a la
manipulacion en el proceso
de extraccion y purificacion

7.1.2 Anadlisis tedrico del superenrollamiento

El empleo de la topologia (rama de las matemdticas que estudia las propiedades de posicion relativa de las
partes de un objeto, propiedades que no cambian al ser sometido a deformacién) ha permitido aclarar la
estructura del DNA superenrollado. El signo y magnitud del superenrollamiento se asignan a partir de dicho
estudio topologico, del cual sélo se comentan aqui los aspectos mas fundamentales.

Posibles disposiciones tedricas de dos hebras (por ejemplo, dos cuerdas) con diferente grado de enrollamiento
entre si (diferente ndmero de enlace). L = nimero de enlace = n° de veces que las hebras se cruzan.
(El modelo de la derecha, con L = 20, corresponderia al DNA relajado de 210 pb considerado anteriormente)

S 0
Z »
- ) 4
>
S ==
< las dos hebras s6lo se pueden separar por sucesivos cortes de una de ellas y retorcimientos |

Se define el indice o niimero de enlace topolagico (L o Lk, de linking number) como el nimero de veces que
las dos hebras se cruzan entre si; mas especificamente, el nimero de veces que una hebra cruza el plano definido
por la otra (como anillo o curva cerrada). Se le asigna valor positivo cuando el cruce se produce girando hacia la
derecha.

Se habla de enlace topolégico porque cuando L # 0 las dos hebras estan fisicamente ligadas (es decir, no se
pueden separar), a pesar de que no hay enlaces covalentes entre ellas. S6lo se podrian separar (y conseguir asi
L = 0) rompiendo de forma transitoria algun enlace covalente (es decir, cortando una hebra). Lo mismo es
aplicable para cualquier cambio del valor L (por ejemplo, pasar de L =9 a L = 10 requiere la ruptura de un
enlace fosfodiéster). Por la misma razon, la deformacion, plegamiento, etc., de las hebras, sin cortarlas, no
alteran el nimero de enlace ni el nimero de superenrollamiento.

Para el caso del DNA, la conformacion relajada posee, por tanto, un niumero de enlace que coincide con el
namero de vueltas de hélice, siempre positivo puesto que la doble hélice del DNA es dextrorsa. Como ya se ha
estudiado, las situaciones de superenrollamiento surgen de cambios en el nimero de vueltas de hélice, es decir,
en el nimero de enlace L.

Para discernir y cuantificar los estados superenrollados se refiere su valor de L al del estado relajado,
definiendo un nuevo valor numérico de superenrollamiento como la diferencia (AL) entre el nimero de enlace
de una conformacién concreta del DNA y el nimero de enlace de su forma relajada. Este valor de superenro-
llamiento puede, légicamente, ser positivo o negativo y coincide con el numero de vueltas de superhélice
formadas para que la molécula libere la tension y alcance de nuevo localmente la conformacién mas estable

de doble hélice B.
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Para un DNA bicatenario circular de 210 pb de longitud, la estructura B tiene 210 pb / 10,5 pb/vuelta = 20 vueltas.
Por tanto, la conformacion relajada de ese DNA seria la de L=20.

Por encima y por debajo de L=20 se habla de un superenrollamiento positivo o negativo, respectivamente.

(Todas las formas representadas son las de minima energia para cada caso)

O / * — MK

- ==

superenrollamiento negativo superenrollamiento positivo
L=18 L=19 o) L=21 L=22
superenrollamiento = -2 superenrollamiento = -1 superenrollamiento = 0 superenrollamiento = +1 superenrollamiento = +2

7.1.3 Superenrollamiento del DNA lineal

En eucariotas, el superenrollamiento del DNA es menos evidente y mds dificil de estudiar debido a que, por la
naturaleza lineal de las moléculas de DNA, las conformaciones superenrolladas no son estables por si mismas.
La libertad de giro de las cadenas con extremos libres permite que las superhélices se deshagan de manera
espontanea, salvo que exista algin impedimento a su libre giro. Precisamente, es la union de proteinas al DNA
lineal lo que permite la estabilizacion de estados superenrollados, y debe considerarse éste como uno de los
componentes que contribuyen a la condensacion del genoma nuclear eucaridtico (v. el ejemplo de las asas
radiales en la cromatina, pag. 87).

Por otra parte, en los DNA eucaridticos se aprecia otra forma de superenrollamiento: la unién a proteinas
permite el superenrollamiento toroidal, diferente al considerado hasta ahora, que se denomina plectonémico.
El ejemplo principal del primero es el resultante del arrollamiento del DNA bicatenario en torno al octamero de
histonas en la estructura de los nucleosomas (pag. 86).

E Web 7.2. Superenrollamientos plectonémico y toroidal.

7.2 CONDENSACION DEL DNA EN EUCARIOTAS

Para completar la descripcion de la estructura del DNA como material genético, y como requisito previo
al estudio del genoma en el ciclo celular (Capitulo 8), es conveniente analizar el complejo problema de la
condensacion del DNA nuclear, que tiene lugar a lo largo de la interfase de dicho ciclo. Este aspecto, junto
al proceso enzimatico de replicacion del DNA (Capitulo 11) durante la fase S, es de la mayor importancia desde
el punto de vista basico y de sus aplicaciones.

Como ya se ha indicado, la condensacion del DNA comprende dos aspectos, en teoria independientes pero
funcionalmente relacionados y subordinados entre si:

Superenrollamiento propiamente dicho de la molécula de DNA bicatenario (doble hélice
dextrorsa de tipo B).

Es andlogo al superenrollamiento negativo ya descrito para procariotas;
Se conoce peor en eucariotas por su mayor complejidad, debida en parte
ala gran magnitud del genoma.

Gondensacion del DNA {  £rnaquetamiento, plegamiento o compactacion de la molécula de DNA debido a la asociacion
con proteinas, para dar lugar a nucleoproteinas.

Es caracteristico del genoma nuclear eucaritico.

Este aspecto apenas existe en procariotas y organulos de eucariotas, donde no hay
histonas y la condensacién se basa principalmente en el superenrollamiento de la
doble hélice.

L

La condensacion del DNA desde la doble hélice extendida hasta cromatina y luego cromosoma tiene lugar
de forma gradual durante la fase G, del ciclo celular (Capitulo 8), mientras que el proceso inverso, la
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descondensacion del DNA, comienza después de la division celular (fase M) y continda durante la fase G hasta
alcanzar de nuevo la condicion difusa que permite la replicacién (fase S). No se conocen con precision los
aspectos moleculares de ambos procesos, aunque se asume una gran analogia y se considera, por tanto, que
ambos transcurren por los mismos mecanismos, pero en sentido inverso.

7.2.1 Proteinas componentes de la cromatina
7.2.1.1 Histonas

Las histonas son las principales proteinas que forman parte del material genético de eucariotas; su masa es
equivalente a la del DNA. Su funcién fundamental es estabilizar la estructura del DNA y contribuyen de forma
notable a compactarla. Las histonas constituyen una familia de proteinas semejantes, de tamaio relativamente
pequeiio y con un contenido muy elevado (casi 1/3 del total) de aminoacidos basicos (con pl de 9 a 10). Gracias a
ello, muestran naturaleza policationica a pH fisiologico (numerosas cargas positivas en cada molécula) y se asocian
fuertemente, mediante interacciones electrostaticas, con los grupos fosfato del esqueleto polianiénico del DNA.

% Lisina % Arginina % (Lys + Arg) N° de aminoacidos Masa molecular
H1 24,8-29,5 1,3-2,6 27,4-30,8 215-244 21,1-23,0 kDa
H2A 10,9 9,3 20,2 129 14,0 kDa
H2B 16,0 6,4 22,4 125 13,8 kDa
H3 9,6 13,3 22,9 135 15,3 kDa
H4 10,8 13,7 24,5 102 11,2 kDa

Existen cinco tipos principales de histonas, bien caracterizadas, que se diferencian en su composicion vy,
como se verd después, en su papel estructural en la organizacion del nucleosoma y la cromatina. La histona H1
se presenta en distintas especies o tejidos con mayor diversidad de secuencia y de tamafio, mientras que las otras
cuatro estan altamente conservadas. En algunos casos, se encuentran histonas alternativas; por ejemplo, H1
puede ser sustituida por una H5 que posee especial afinidad por la cromatina, lo que refuerza el empaqueta-
miento y la inactividad transcripcional.

El grado de condensaciéon del DNA se regula en parte mediante la acetilacion, fosforilacion y metilacion de
las histonas (pags. 284y 359-361), afectando asi a la accesibilidad del DNA para la transcripcion; de este modo
las histonas se ven implicadas en uno de los mecanismos de control de la expresion génica.

7.2.1.2 Proteinas no histénicas

En la cromatina se encuentran, asimismo, otras proteinas, aunque menos abundantes, mds variables entre
tejidos y especies y en general peor caracterizadas:

e Proteinas basicas:

— Protaminas: Desempenan la funcion equivalente a las histonas en tipos celulares concretos, particular-
mente el espermatozoide. Son proteinas pequenias (50 aminodacidos, en algun caso) con elevada propor-
cion de Arg, Ala y Ser, y estructura predominantemente en hélice @. Su menor tamafo permite la com-
pactacion del DNA en el espacio minimo disponible en el espermatozoide.

e Proteinas acidas:

— HMG: Hasta un 5% de las proteinas nucleares son moléculas relativamente pequenas que se incluyen en el
grupo llamado HMG (high mobility group), proteinas de alta movilidad electroforética debido a su
cardcter 4cido. De ellas, algunas se asocian al nucleosoma (al menos i vitro), mientras que otras inter-
accionan con el DNA espaciador (pags. 86-87). Este grupo incluye también algunos factores de trans-
cripcion (Capitulo 18).

— Proteinas del esqueleto o matriz nuclear: Esta estructura, que sirve de soporte o guia en el empaqueta-
miento de la cromatina (pag. 87), estd formada por diversas proteinas, incluyendo algunas HMG y otras
proteinas de caracter acido.
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b) Con otras funciones

Asociadas a la cromatina, aunque en minima cantidad y sin funcion estructural, se pueden encontrar nume-
rosas proteinas, muy diferentes, que intervienen en la replicacion y transcripcion (Capitulos 11y 17), asi como
en la regulacion del grado de condensacion de la cromatina: DNA- y RNA-polimerasas, sus proteinas auxi-
liares, factores de replicacion, factores de transcripcion, receptores de hormonas, topoisomerasas, etc.

7.2.2 Niveles de condensacion del DNA nuclear eucariético

Se puede resaltar el elevado grado de condensacion que alcanza el DNA en las células recordando que la
longitud de la molécula en doble hélice es varios 6rdenes de magnitud superior a las dimensiones de las
estructuras celulares que la albergan (pag. 79). Se denomina grado de condensacion o de empaquetamiento
al cociente entre la longitud del B-DNA bicatenario y el tamanio del mismo una vez condensado. Este
parametro se utilizara para comparar los distintos niveles de compactacion.

Para facilitar su comprension, la condensacion del DNA se describe aqui en cuatro niveles, aunque esta
division es relativa, ya que no hay limites precisos y la comprension con detalle de este fendmeno a nivel
molecular es atn limitada. Es importante indicar que la condensacion y la descondensacion a través de esos
niveles estdn estrechamente asociadas a la progresion por las distintas fases del ciclo celular (pags. 102-103).
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7.2.2.1 Disposicion en nucleosomasy fibra de 10 nm

El nucleosoma es un complejo plurimolecular resultante de la asociacion estrecha del DNA con las histonas; se
trata, pues, de un ejemplo de nucleoproteido. En términos estructurales, se considera la unidad elemental
constituyente de la cromatina y de los cromosomas, siendo asi responsable de la organizacién estructural del
material genético en todos los organismos eucaridticos. Tanto el nucleosoma como sus componentes y las
fibras en las que se integra se han obtenido y analizado gracias a técnicas diversas, como digestion con DNasas,
entrecruzamiento covalente, hibridacion, difraccion de rayos X, microscopia electronica, difraccion de neu-
trones, dicroismo circular y ultracentrifugacion analitica.

La propuesta de la existencia del nucleosoma surgié del estudio de la accion de DNasas: el tamaiio de los frag-
mentos producidos a partir de un DNA nativo es siempre multiplo de unos 200 pb, mientras que si previa-
mente se le trata para retirar las histonas, los fragmentos de DNA producidos por la DNasa son de tama-
flos aleatorios. Esto sugirio que las histonas protegen regiones de DNA con una extension proxima a 200 pb.
Este fendmeno se pudo comprender al averiguar los detalles de la estructura molecular, descrita a continuacion.

Web 7.3. Accién de DNasas sobre el DNA gendémico.

Cada nucleosoma estd formado por 9 moléculas de histonas y un tramo de la molécula de DNA con
aproximadamente 200 pb. En el centro se ubica un octdmero de histonas, alrededor del cual se enrolla el
DNA bicatenario, y mas externamente se une la novena histona.

2 Haa,
Moléculas 2 Hzs,
componentes 5 H
del nucleosoma: % H1
DNA bicatenario y 2 Ha
(=200 pb) 2 Histonas (9 en total)
Nucleosoma ( RO phr N Particula [ + 145 pb DNA

central l « (Hoa,H28,H3,Ha),

completo I (H2a,H28,H3,H4),
« H1

DNA nativo cambio de
(cromatina) | 25 fuerza ionica T DNasa

El DNA bicatenario (hélice
dextrorsa) rodea con 1,75 vueltas
al octamero de histonas en un
superenrollamiento de sentido

sinistrorso

~55 pb

La histona H1, de mayor tamario que las
ofras, interacciona con el exterior de la T
particula central y con los tramos de DNA N-terminal C-terminal
entrante y saliente del nucleosoma

Web 7.4. Estructura del nucleosoma.

Bajo ciertas condiciones experimentales se puede liberar la histona H1, localizada externamente, lo que hace
accesible a la DNasa una parte adicional del DNA. El nucleosoma queda asi reducido a la llamada particula
central, formada por el octdimero de histonas rodeado por DNA.

Una misma molécula de DNA envuelve sucesivamente a distintos octimeros de histonas, de modo que los
nucleosomas estan conectados entre si. La porcion presente entre dos nucleosomas sucesivos se denomina DNA
espaciador, ligador o internucleosémico; su longitud puede variar entre 10 y 80 pb, dependiendo del organismo
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o incluso del tejido dentro de un mismo organismo. Esta estructura de nucleosomas espaciados a lo largo de la
molécula de DNA se denomina fibra basica de cromatina o fibra de 10 nm, pues su grosor corresponde al
didmetro del nucleosoma. El grado de empaquetamiento alcanzado es unas 6 veces superior al de la doble hélice
del DNA extendida. La fibra de 10 nm también se denomina “‘estructura en cuentas de rosario”, por su aspecto
caracteristico al microscopio electronico, que en general s6lo se observa cuando se prepara i vitro a baja fuerza
i6nica (por ejemplo, 1 mM), mientras que dentro de la célula la cromatina se encuentra mayoritariamente en
formas mas condensadas, y su disposicion en este estado relativamente extendido se limita, en todo caso, a
pequenas zonas.

También participan en la estructura otras proteinas no histonicas: HMG-14 y HMG-17 se asocian, al
menos in vitro, con cada nucleosoma, mientras que HMG-1 y HMG-2 interaccionan con el DNA espaciador.

El arrollamiento sinistrorso del DNA sobre el octimero de histonas supone un superenrollamiento toroidal,
de signo negativo, de la cadena. En contraste, en procariotas no existen nucleosomas y el superenrollamiento
—plectonémico— se consigue por simple retorcimiento del DNA circular, sin una dependencia tan directa de la
union de proteinas.

7.2.2.2 Formacién de la fibra de 30 nm

En las preparaciones de cromatina obtenidas iz vitro a mayor fuerza idnica (por ejemplo, hasta 100 mM), en
lugar de la fibra de 10 nm se observa una forma mds condensada, denominada fibra de 30 nm, que supone un
grado de empaquetamiento al menos 40 veces superior al de la doble hélice original. Atn no se ha podido
confirmar su estructura exacta i vivo; uno de los primeros modelos propuestos consiste en el arrollamiento de
la fibra de 10 nm sobre si misma en una espiral o solenoide, de sentido sinistrorso, con algo mds de 6 nu-
cleosomas por cada vuelta y con la histona H1 situada en el interior del solenoide, acercando los nucleoso-
mas entre si; el DNA espaciador se flexiona para conectar los sucesivos nucleosomas a lo largo de la espiral.
En otros modelos se propone que la cadena de DNA describe un zig-zag para que el DNA espaciador, que se
mantiene rigido, conecte nucleosomas dispuestos en caras opuestas de la fibra. Se postulan también actual-
mente modelos en los que las vueltas de solenoide se intercalan consiguiendo un empaquetamiento atin mds
denso, y se cree que la disposicion exacta puede ser variable, para acomodar espaciadores de distinta longitud
mientras se mantienen constantes los puntos de contacto entre nucleosomas adyacentes en la espiral de la fibra
de 30 nm. Estas formas mds densas de la fibra podrian ya corresponder a los estados de compactacion
superiores que se describen someramente a continuacién (eucromatina y heterocromatina). La fibra de
30 nm es probablemente la forma fisiologica mas descondensada de la cromatina, adoptada por la mayor
parte del DNA durante la interfase.

Web 7.5. Estructura de la fibra de 30 nm.

En todo caso, de forma experimental se ha confirmado que la histona H1 es un requisito necesario para la
formacién de la fibra de 30 nm, mientras que no lo es para la de 10 nm. Ademas, los extremos amino-
terminales o “colas” de las histonas centrales, que sobresalen del octdimero, parecen también desempefiar un
papel en la organizacion de la fibra de 30 nm, estableciendo contactos con los tramos de DNA espaciador
y con los nucleosomas vecinos. Dichas colas contienen precisamente los residuos que sufren acetilacion,
fosforilacion y metilacion como mecanismo de regulacion de la condensacion y, en consecuencia, de la
actividad transcripcional de la cromatina (pags. 284 y 359-361).

7.2.2.3 Cromatina o cromosoma interfdsico

Este nivel de condensacion supone la presencia de lazos y superenrollamientos de la estructura anterior. Los
bucles o asas radiales, formados por entre 50 y 100 kb de fibra de 30 nm, emergen de un armazén de proteinas
no histénicas denominado andamiaje, matriz o esqueleto nuclear. Estos bucles sufren superenrollamiento,
regulado por topoisomerasas asociadas al esqueleto. Parece que, ademas de contribuir al empaquetamiento del
DNA, los bucles constituyen unidades de transcripcion, habiéndose observado la presencia dentro de un solo
bucle de un gen completo o bien de un grupo de genes regulados de forma conjunta. Es tipica la observacion
de asas radiales en la interfase de cromosomas politénicos gigantes de larvas de insectos y en los cromosomas
plumosos meidticos de oocitos de anfibios.
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A partir de esta estructura se forman enrollamientos superiores, que hacen que la cromatina posea durante
la interfase un grado de condensacion variable; se calcula que se multiplica el grado de condensacion del DNA
por 1.000 o 2.000. Esta diversidad local en la densidad de condensacion se observa en forma de la presencia
simultanea de eucromatina y heterocromatina en una célula en interfase.

Heterocromatina Eucromatina”
Aspecto al Se tifie intensamente con el colorante Se tifie débilmente y con aspecto difuso
microscopio bajo May-Grunwald-Giemsa
tincion
(definicion
original)
Grado de Mixima condensacion de la cromatina Forma menos condensada
condensacion (préxima, aunque menor, a la del cromosoma
del DNA metafisico)
Contribucién Minoritaria; s6lo algunas porciones del material Mayoritaria durante la interfase
al total de la genético se encuentran en esta forma:
cromatina
Heterocromatina constitutiva: regiones del
genoma que se encuentran permanentemente en
forma de heterocromatina (durante toda la
interfase) y en todas las células.
Se descondensa el tiempo minimo necesario para
replicarse durante la fase S del ciclo celular.
Incluye el DNA satélite (pag. 116),
concentrado especialmente en las regiones
teloméricas y centromérica de los cromosomas
(pags. 93-94 )
Heterocromatina facultativa: se encuentra como
heterocromatina sélo en algunas células de un
mismo organismo o en algunos individuos de
una especie; puede pasar a eucromatina, en
respuesta a determinadas sefiales.
Uno de los ejemplos es la inactivacion de uno
de los 2 cromosomas X en la mujer, puesto que
se puede inactivar tanto el X materno como el
paterno. Uno permanece condensado como
heterocromatina, mientras el otro estd en forma
de eucromatina
Al final de la fase G, previa a la divisién por
mitosis o meiosis, toda la cromatina de la célula
adopta la forma de heterocromatina (antes de
condensarse aun mds para dar el cromosoma)
Accesibilidad de No es accesible, debido a su elevada Es accesible: cromatina transcripcionalmente
la molécula de condensacion. Se habla de cromatina activa. Se replica al principio de la fase S. Sus
DNA para su transcripcionalmente inactiva. Se replica al final genes se expresan
interacciéon con de la fase S. Los genes que contiene no se
proteinas (DNA expresan
polimerasas,
RNA
polimerasas,

factores de
transcripcion, etc.;
pag. 268)

"El nombre “eucromatina” significa etimolégicamente *“cromatina verdadera”.
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7.2.2.4 Cromosoma metafdsico

Aunque al final de la profase cada cromosoma ya esta condensado como heterocromatina, durante la metafase
se condensa aun mds, adquiriendo el aspecto tipico de los cromosomas metafasicos, corptisculos observables al
microscopio Optico que poseen, en general, aspecto de bastoncillos con dos cromatidas mas o menos separadas
entre si.

Las fibras de heterocromatina se arrollan en una primera espiralizacion para formar una espiral menor
de paso muy pequefo, que se arrolla a su vez sobre si misma (en unas 10 a 30 vueltas) para dar la espiral
somatica. Con esa doble espiralizacion se acorta la cromatida a una vigésima parte, sin aumentar apenas su
didmetro. Esto la hace mas visible al microscopio 6ptico. Algunas regiones de la cromdtida sélo alcanzan
el arrollamiento en espiral menor, como, por ejemplo, la zona del centromero.

7.3 EL CROMOSOMA METAFASICO
7.3.1 Aspectos citogenéticos
7.3.1.1 Morfologia de los cromosomas

Se llama centrémero, constriccion primaria o central a la region mas estrecha del cromosoma metafésico, por
la que permanecen unidas las dos cromatidas hermanas. El centromero delimita ademas los brazos
cromosomicos (cuatro antes de la mitosis, dos tras ella). Los brazos cortos se designan con la letra p y los
largos con g (la p procede del francés petit, pequeno y la q, dependiendo de las fuentes, de queue, cola, o bien
simplemente por ser la letra siguiente a la p). Cada brazo se nombra, pues, por el numero del cromosoma al
que pertenece, seguido de la letra p o g. Por ejemplo, 6p es el brazo corto del cromosoma 6, 8¢ el brazo largo
del cromosoma 8, etc. Los cromosomas se clasifican atendiendo a la posicion del centrémero y, por tanto,
seglin el tamafio relativo de los brazos:

Cromosomas Cromosomas Cromosomas

metacéntricos: submetacéntricos: acrocéntricos:
brazos de tamafio brazos de tamafio un brazo

similar diferente muy pequefio

En los cromosomas acroceéntricos
es caracteristica la presencia de
“satélites”; en ellos se encuentran

L R
i
antes de la mitosis . | | los genes miiltiples de RNA
(cromosoma doble, ! g . 18Sy 28S
DNA duplicado, 2C, . . .
2 cromatidas, 4 brazos) | ( satélite cromosémico

constriccion secundaria

brazo menor (p)
itosi - e centromero
tras la ITlItDSIS‘ «— centromero o constriccion
(cromosoma sencillo, 0 constr
DNA simple, C, < centromero

1 cromatida, 2 brazos)
7.10

En los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (excepto el Y) existen, ademas, otros estrechamientos
de la cromatida, denominados constricciones secundarias, zonas en las que la espiral somdtica presenta un
didmetro més reducido. Delimitan una seccion terminal en el cromosoma, a modo de una pequena esfera, a
la que se llama satélite cromosomico.
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7.3.1.2 Cariotipo y su andlisis

Cariotipo =
constitucion cromosdmica o complemento
cromosomico de un individuo.

Es un rasgo caracteristico de cada
especie: todos los organismos de una
especie tienen el mismo cariotipo.

Sin embargo, especies muy similares
pueden tener cariotipos muy diferentes.
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Clasificacion de los cromosomas humanos, segun:
« tipo (Metacéntrico, Submetacéntrico o Acrocéntrico)
« tamano (Grande, Mediano, Pequerio)
= grupo de clasificacion (A,B,C,D,E,FG)
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conjunto de cromosomas

. x2n —> Cariotipo (sin bandeado)

conjunto de cromosomas
con bandeado
(en algunos textos a esto se
le llama también cariotipo)

x2n —— Cariograma

representacion esquematica
del cariograma
(en algunos textos se usa
cariograma como $inénimo)

x2n —— Idiograma

A
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Son varios los métodos desarrollados para el analisis del cariotipo. Habitualmente, este estudio se realiza
sobre cromosomas en el estado de prometafase o metafase. Las preparaciones de cromosomas metafdsicos se
emplean, ademds, para analizar anomalias cromosémicas y determinar alguna ausencia o la presencia de
cromosomas extra.

A este fin, el método original y mds sencillo de obtencion de cromosomas parte de leucocitos, como células
nucleadas del organismo mas asequibles.

~ Andlisis del cariotipo

1. Se cultivan las células 8. Los cromosomas en el cariotipo humano se clasifican en grupos (4, B, C, D, E, Fy G),

9 en funcion de su tamanio y de la posicion del centrémero.

Sa?ﬁ;gﬁ :}"tlrjtfiﬁt}riﬁig(;ﬂ Si ademés se han tefiido, e caracterizan también por su patrén de bandas

un medio nutritivo con \X
agentes estimulantes de

la mitosis (mitégenos, :
como la fitohemaglutinina) g &

T A O 1 I | |
28 8 &
1 2 3 4 b

WM i oee 2w
o @ #% 3 sk BRI B3

13 14 15 16 1 18

7
sexuales i
AR BR G sk 8 ~
22 X

2. Se anade un inhibidor
de la formacién del huso
mitético (antimitoticos,
p.gj., colchicina) para
detener el ciclo celular
de los leucocitos al

U
llegar a metafase Q
|
y

las células por
centrifugacion

19 20 21

7. Se recorta la foto,
se emparejan y ordenan
los cromosomas

4, Se lavan las células con
medio fresco, se tratan
con disolucién hipotonica
para que se hinchen y los
cromosomas se extiendan,
y se afade un fijador
{por ejemplo,
metanol+-acético 3:1)

suspension
de células
fijadas

@
5. Las celulas, que \ @ ?
permangcen enteras y con '
SUS cromosomas intactos, / Q ’
se extienden sobre un \ ' a *
portacbjetos y se observa \ ¥ T
al microscopio el "
conjunto de cromosomas. y ﬁ
Estos aparecen como J I
corpusculos tefidos
uniformemente * o ’ ‘

=y ii/

6. Para una mejor caracterizacién individual de los cromosomas
se usan las técnicas de bandeado o bandeo.
Para ello, se tifie la preparacion con diversos reactivos, dando lugar
a distintos tipos de bandeado cromosémico (bandeo G, Q, R, T, C ...)

Actualmente, se parte ya no sélo de cultivos de leucocitos, con la desventaja de su vida corta, de 3 a 4 dias,
sino también de cultivos a largo plazo de células de diversos tipos de tejidos (fibroblastos, médula 6sea,
liquido amniético, biopsias, etc.). Las mas usadas son las de mayor potencial de divisién o mayor facilidad

91



92

7.14

|. ESTRUCTURAY FUNCION DEL MATERIAL GENETICO

de cultivo. Asimismo, existe una variedad de tratamientos de desnaturalizacién o degradacion enzimati-
ca de la cromatina, y de tinciones con colorantes especificos para el DNA. Por ultimo, se han desarrollado
sistemas de cariotipificaciéon que pueden ser informatizados de forma que seleccionen automaticamente las
células a analizar, el tipo de tincion y el andlisis de los cromosomas.

7.3.1.3 Bandeado

Aplicando distintas técnicas de tincion, utilizadas de forma sistemdtica en laboratorios de citogenética, se
pueden observar en los cromosomas bandas palidas y oscuras alternativamente, que definen grandes regiones
cromosomicas llamadas isocoros. Este bandeo o bandeado de cromosomas no es consecuencia de agrupa-
mientos fortuitos, sino que estd relacionado con la organizacién estructural del genoma, reflejando variaciones
tales como composicion de bases, grado de condensacion, conformacion de la cromatina, secuencias repetitivas
y no transcritas, etc.

Los patrones de bandas de cada cromosoma son practicamente idénticos en células diferentes, y en casi
todos los tejidos, pero pueden diferir entre individuos; por ejemplo, al menos 12 cromosomas muestran
variaciones en la longitud de ciertos segmentos en distintas personas. Se pueden llegar a apreciar hasta
500 bandas en un cromosoma; en funcién de la resolucion microscopica alcanzada, las bandas principales
se subdividen sucesivamente en subbandas y subsubbandas. A todas ellas se les asigna un identificador, que
incluye el cromosoma, el brazo y un nimero correlativo desde el centromero hacia los extremos.

RESOLUCION CRECIENTE REQUIEREN TINCION |

cariograma cromosoma cada cromatida: varias bandas sub-bandas sub-sub-bandas
(con 2 cromatidas) dos brazos (grandes zonas)

% S fl Jf. 79211
= gl TQ21 sesvenssnssnnsrmmennnnss 7q21.2
! » 7p . 702 t 7022 k.- T;E;;‘
q2

N /

Los cromosomas Se reconocen por su tamanio Brazo pequefio: A la menor resolucion ya se pueden | Empleando técnicas con mayor
y la posicion del centromero. P distinguir zonas claras y oscuras, resolucion (preparacidn de los
Si se ha realizado una tincidn (generalmente brazo grande: en posiciones constantes y cromosomas, tincién y microscopia)
G o R) se aprecian ademas las bandas. q caracteristicas para cada cromosoma. se pueden observar zonas claras y
Esas bandas se numeran partiendo oscuras dentro de cada banda principal
del centrémero para ambos brazos. y de cada sub-banda.

Para el bandeado de cromosomas se emplean diversos métodos de tincion del DNA con colorantes
especificos:

a) Bandeo G

Es la técnica mas utilizada. Se basa en una desnaturalizacion controlada de las proteinas cromosémicas (en
general por digestion con tripsina), seguida de tincion con Giemsa y observacion al microscopio (el reactivo de
Giemsa es una mezcla compleja de colorantes; de él procede el nombre de bandeo G). Cada par de cromosomas
muestra asi patrones caracteristicos de tincion, con bandas oscuras (G-positivas o bandas G) y bandas claras
(G-negativas).

b) Bandeo Q

Los cromosomas se tifien con un compuesto fluorescente, como mostaza de quinacrina (hidrocloruro
de quinacrina), 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) o Hoechst 33258, que se intercalan en el DNA bicatenario.
Se requiere, por tanto, un examen mediante microscopia de fluorescencia. Aparece un patrén especifico
de bandas brillantes (bandas Q o Q-positivas), que se corresponden casi exactamente con las bandas G
(G-positivas, G-oscuras).
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Las bandas G y Q contienen DNA que, en general, es algo mds rico en pares AT (55-60%), pues la
quinacrina se inserta preferentemente entre estos pares. Corresponden a cromatina altamente condensada,
con DNA de replicacion tardia dentro de la fase S del ciclo celular, relativamente inactivo transcripcionalmente.

Se basa en un tratamiento de los cromosomas con calor (para desnaturalizar el DNA rico en AT), antes de la
tincion con Giemsa. Resultan asi bandas oscuras (bandas R) que coinciden con las bandas G o Q claras
(el nombre deriva de patrén reverso). También se consigue el mismo patrén de bandas empleando olivomicina,
un fluorocromo con afinidad por los pares GC.

Las bandas R contienen DNA rico en GC (50-60%), de baja condensacion cromatinica, que se replica en
etapas tempranas de la fase S y es relativamente activo transcripcionalmente.

Identifica un subconjunto de bandas R especialmente concentradas en los telomeros, las de tincién mas intensa,
y se visualizan empleando un tratamiento térmico particularmente severo antes de teiiir los cromosomas con
Giemsa o una combinacion de tinciones y fluorocromos.

Otros métodos de cultivo cromosémico y de tincion se utilizan para situaciones particulares: bandeo C, para
regiones heterocromaticas; tincion NOR, para la region organizadora del nucléolo, que contiene los genes de
rRNA 18S y 28S; bandeo de profase y prometafase, o de alta resolucion, sobre cromosomas detenidos en una
etapa temprana de la mitosis, con un estado relativamente descondensado (su mayor longitud permite apreciar
mas detalles, llegdndose a observar hasta 850 bandas en un solo cromosoma), etc.

Finalmente, la citogenética molecular emplea sondas de DNA clonado (preparadas por técnicas de DNA
recombinante, pag. 180) para examinar cromosomas, de forma similar a los ensayos de hibridacion molecular
pero sobre preparaciones de cromosomas completos. Esta es la técnica denominada hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH, fluorescence in situ hybridization, pdg. 177). Se dispone de sondas especificas para cromo-
somas individuales y para regiones cromosémicas, que permiten, por ejemplo, identificar reordenamientos
cromosomicos particulares u obtener un diagnostico rapido de la existencia de un niimero anémalo de cromosomas.

7.3.2 Regiones con significado funcional

Los cromosomas eucaridticos muestran tres elementos esenciales para una funcion correcta del ciclo celular
y de la division, imprescindibles para la expresion, duplicacion y segregacion de los cromosomas: el centromero
(lugar de union del cromosoma a las fibras del huso acromatico), los telomeros (regiones que constituyen los
extremos de los cromosomas) y los origenes de replicacion (puntos numerosos en cada cromosoma donde se
inicia la copia de las dos hebras de DNA). Se tratan a continuacion los aspectos morfolédgicos relacionados con
los dos primeros; el andlisis de los origenes de replicacion se pospone hasta que se estudie el proceso de
replicacion (pag. 153).

7.3.2.1 Centrémero

Ademads de ser el punto de contacto de las dos cromatidas y la frontera que delimita los dos brazos del
cromosoma, funcionalmente la importancia del centromero radica en que sobre él se sitdan los cinetocoros,
estructuras proteicas en las que se anclan las fibras que constituyen el huso acromatico o huso mitético. Estas
fibras, filamentos contrictiles o microtubulos, de naturaleza proteica, ejercen la traccion necesaria para separar
las dos cromdtidas durante la division celular. De esta forma se produce la segregacion ordenada de los
cromosomas y cada célula hija recibe una cromatida de cada cromosoma, es decir, idéntica dotacién
genética. La ausencia de centrémero (cromosoma acéntrico) impide que el cromosoma se una al huso mité-
tico y, por tanto, que se reparta de manera correcta entre las células hijas.
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Las secuencias esenciales para la funcion de los centromeros son muy ricas en pares AT, tienen unos 170 pb
en humanosy se repiten entre 2.000 y 30.000 veces en cada centrémero. Forman, pues, parte del lamado DNA
repetitivo (pag. 116)y ademas suponen una parte importante de la fraccién de heterocromatina constitutiva, la
que s6lo llega a descondensarse un tiempo minimo en el ciclo celular, el preciso para su replicacion.

7.3.2.2 Telomeros

Telémero es una palabra de etimologia griega: telos, extremo, y meros, parte o region, que hace referencia a
regiones situadas en los extremos de los cromosomas eucaridticos. Estan constituidos por secuencias especia-
lizadas de DNA asociado a proteinas, y con caracteristicas estructurales y funcionales propias que las dife-
rencian de otras regiones cromosdmicas.

Los telémeros de la mayoria de eucariotas estan formados por dos tipos de secuencias de DNA. Una de ellas,
denominada secuencia telomérica, repeticion telomérica o repeticion terminal, constituye el extremo de la
cadena de DNA del cromosoma, mediante la repeticion en tindem de un oligonucledtido corto (variable segtin
especies; en humanos es TTAGGG). En general esta secuencia telomérica es mds rica en G en una de las hebras,
la que forma el extremo 3°, que sobresale unos 12-16 nucle6tidos sobre la hebra que aporta el extremo 5°. Ese
extremo saliente es reconocido por proteinas ligantes del telomero (TBP, telomere binding proteins), que
actian a modo de “caperuza” protectora de dicho DNA terminal. Existen también unas secuencias mas
complejas adyacentes a las anteriores (es decir, mas internas en el cromosoma), que se denominan asociadas
a telomeros o secuencias subteloméricas.

cromosoma
(las secuencias y cifras corresponden a humanos)
telomero telomero
ey e

secuencias teloméricas | secuencias teloméricas
{1-12 kb en fotal) b o (Y s : {1-12 kb en total)

secuencias subteloméricas
(2-4 kb en total)
r'—'___-_'_ﬁ_h'___‘—'-\

(5') CECTAACCCTAA— — TAGGGTTAGGGTTAGGG; TAGGG ]
5(3'} GGGATTGGGATTGGGATTGGGATT— 4-\ —AATCCCAATCCC ()
| IL ] IL |
repeticiones (150-2.000)
e hebra ricaen G

saliente 3’ (12-16 nt)

Se han relacionado los teldmeros con varias funciones:

e Participar en la estabilizaciéon y mantenimiento de la integridad estructural del cromosoma: en ausencia
de telomeros, el extremo del cromosoma tiende a unirse a otros y aumentan las posibilidades de que
sufra recombinacion y degradacion. Por otra parte, los telémeros permiten a las enzimas encargadas de
la reparacion del DNA diferenciar entre el extremo natural del cromosoma y uno que resulte de la
fragmentacion accidental de la cadena de DNA; en este ultimo caso se detiene el ciclo celular, evitando
la replicacion hasta que se haya reparado la lesion.

e La funcion mas importante consiste en asegurar la replicacion completa de los extremos del cromosoma. Este
aspecto se estudiara una vez considerado con detalle el proceso de la replicacion del DNA (pag. 158).

e Se especula también con la implicacion del telomero en la arquitectura tridimensional del nicleo o la
del emparejamiento cromosémico.
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En los procariotas practicamente todo el DNA existe en forma de copia tnica y codifica productos génicos
(proteinas o RNA). Sin embargo, esto no se cumple en el genoma nuclear de eucariotas; por ejemplo, se calcula
que s6lo 100 Mb del total de 3.200 Mb del genoma humano haploide son codificantes. Ademas, el genoma
eucariotico se caracteriza por la repeticion de secuencias. El objetivo de este capitulo es plantear esta distincion
entre DNA de copia inicay DNA repetitivo, asi como estudiar con detalle este altimo en el genoma humano. El
caracter codificante, aunque se incluye también aqui, se comprenderd mejor en capitulos posteriores, al
estudiar la expresion génica (transcripcion, maduracion y traduccion). Los aspectos experimentales que han
permitido la demostracion de la presencia de DNA repetitivo en el genoma eucariético se describen al final del
capitulo. Basdndose en toda esta informacion, se podrd abordar mas adelante su aplicacién a problemas
biotecnoldgicos en general y clinicos en particular.

9.1 ESTRUCTURACION DEL GENOMA EUCARIOTICO

Para el estudio de la distribucion de secuencias dentro del genoma humano éste puede subdividirse en distintas
categorias de DNA en funcion de su repetitividad y de su caracter codificante:

o Estructural: exones (codifica proteinas o RNA)
Codificante: genes £
DNA de Regulador (controla la expresion del gen)
Copia unica No codificante Intrones o DNA intragénico (intercalado dentro de los genes)
(funcién desconocida) | DNA intergénico (separa los genes)
A i Genes repetidos en tandem (familias génicas clasicas)
Codificante e Familias multigénicas agrupadas
Disperso: Familias multigénicas dispersas
DNA Agrupado (en regiones heterocromaticas) y altamente repetitivo | Repeticiones en tandem (DNA satélite)
repetitivo s s
No Bloques dispersos de repeticiones en tandem m!"'satil"étﬁs
codificante Disperso (por todo el genoma) Sl
y moderadamente repetitivo . . SINE: secuencias Al y otras
Repeticiones dispersas | LINE: secuencias Ap nl; Al
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Genoma nuclear humano
3.200 Mb en 23 moléculas lineales,

2 copias por célula diploide, Genoma mitocondrial humano

entre 20.000 y 25.000 genes 16,5 kb en una molécula circular,

miles de copias por célula,

Genes repetidos y familias multigénicas Genes de copia Unica 37 genes

Regulador —
Exones
Intrones Regulador DNA no codificante
6,7%

regulador

Disperso (mini-

y microsatélites,

DNA

Intrones 93,3% Exones i
(no hay intrones codificante
ni DNA (genes)
intergénico)
5% L 100% DNA de copia nica
Agrupado D?;Anﬂ? 4 {no hay DNA repetitivo)
(DNA SR
satelite) DNA tinico no
codificante
; Z (todas las cifras son aproximadas
DNA intergénico y difieren segun las fuentes)

A diferencia del nuclear, el genoma de la mitocondria, de tamafio muy pequefio (16.569 pb en humanos, por
tanto 200.000 veces inferior al genoma nuclear haploide), estd formado casi en su totalidad por DNA
codificante.

Todas estas cifras que cuantifican la proporcién de DNA codificante y los distintos subtipos de DNA
repetitivo varian de forma notable entre diferentes textos. La razén de esta discrepancia puede proceder, entre
otros factores, de si se cuentan como codificantes los intrones o las regiones de control de la expresion génica. A
todo ello se suma la incapacidad, al menos en este momento, para asignar fehacientemente todas las secuencias
del genoma a un producto génico o funcién concretos. Respecto a las secuencias repetitivas, la clasificacion
aqui planteada en términos de tamafio, numero de las repeticiones y ubicacién, posee, obviamente, fronteras no
siempre precisas.

Por tanto, las cifras aqui recogidas deben tomarse como una orientacién con un interés didactico mas que
como valores certeros. La relevancia de conocer esta realidad de los genomas eucariéticos no depende de la
frecuencia precisa de cada tipo de secuencia.

9.2 DNA CODIFICANTE: INTRODUCCION AL CONCEPTO DE GEN

El concepto de gen, aunque ha sufrido una gran evolucion en eucariotas, haciéndose mas complicado y con
multiples componentes, se sigue definiendo bajo un criterio estrictamente funcional, siempre en relacion con la
transmision de la informacion desde DNA a RNA y, en su caso, desde mRNA a proteinas. El estudio detallado
de las caracteristicas de los genes eucaridticos se deja para mas adelante, cuando se analice su expresion
(Capitulo 17).

Brevemente, un gen es aquella region del DNA necesaria para que pueda sintetizarse una macro-
molécula funcional, un producto génico; éste puede ser bien una proteina, bien un RNA. Mds en concreto,
un gen comprende tanto secuencias estructurales como secuencias reguladoras. Las primeras —comtinmente
consideradas como la parte codificante del gen— se transcriben de forma exclusiva en RNA (region estructural
de genes de tRNA, rRNA o RNA pequefios), o bien se transcriben en un mRNA que, a su vez, se traduce a
proteina. Las segundas actian en ambos casos controlando la transcripcion de las regiones estructurales.
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Genes para RNA: Genes para proteina:
exclusivamente se transcriben a RNA se transcriben a mRNA y se traducen
Region Region Region Region
reguladora estructural reguladora estructural
DNA no DNA no
DNA codificante  DNA codificante DNA codificante  DNA codificante
regulador (intrones) (exones) regulador (intrones) _ (exones)
L e
transcripcion DNA intergénico transeripcion
foloeg ———= RNA transcrito Mg RNA transcrito
—— FiMAri0 (pre-rRNA ——— OFiArO (NNANA
" maduracion y pre-tANA) " maduracién = pre-mANA)
(exones) postranscripcional (exones) postranscripcional
\\__ rRNA o tRNA TN mRNA maduro
maduro
traduccion

Intrones: regiones intragénicas no codificantes, se transcriben pero no se traducen
Exones: regiones codificantes del gen, se transcriben y traducen i
: : P 3 : - proteina
Regiones intergénicas: nunca se transcriben ni traducen (no codificantes);
suelen contener secuencias repetidas

9.3 DNA DE COPIA UNICA, SIMPLE O NO REPETITIVO

El DNA no repetitivo constituye la mayor parte del genoma, aunque en una proporcién variada dependiendo
del tipo de organismo (100% en procariotas, 80% en eucariotas inferiores, 50-70% en animales superiores).
Parte de este DNA (=5 %) constituye las secuencias de genes, que codifican los RNA y proteinas celulares; otra
parte (~5%) es responsable del control de la expresion de esas secuencias, mientras que el resto, mayoritario
(=50%), es DNA no codificante, cuya funcion, si existe, apenas se conoce.

El DNA de copia tnica se asocié durante mucho tiempo al concepto de gen; hoy se sabe que también una
pequena parte del DNA repetitivo forma algunos genes eucaridticos, como se estudiard a continuacion.

9.4 DNA REPETITIVO

Las secuencias de DNA que aparecen en copias multiples, o DNA repetitivo, constituyen entre un 30 y un
50% del total del genoma humano, dependiendo de las fuentes. Esta abundancia es una caracteristica
determinante de la gran complejidad del genoma eucariético. Las secuencias repetidas, llamadas unidades
de repeticion o simplemente repeticiones, poseen tamanos diversos y cada una aparece de forma idéntica o
casi idéntica muchas veces en el genoma. Su distribucion puede darse en forma dispersa por todo el
genoma, entremezcladas con las secuencias de copia unica, o bien en forma agrupada, localizada en
regiones concretas de un cromosoma. En ambos casos, el nimero de copias de la unidad de repeticiéon
varia desde unas centenas o miles (DNA moderadamente repetitivo) hasta cientos de miles (DNA altamente
repetitivo). Esto coincide en muchos casos con una distribucion en forma dispersa y agrupada, respecti-
vamente.
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“unidad de repeticion” o
“repeticion”, de distintos
tamarios, p. gj.: 9 pb n° de repeticiones: 3 n® de repeticiones: 3
——ATCGGATTCIATCGGATTC|ATCGGATTC] CTGAGATG CTGAGATG CTGAGATG—
—TAGCCTAAGITAGCCTAAG|TAGCCTAAJG GACTCTAC GACTCTAC GACTCTACI—

distancia entre repeticiones

Una parte del DNA repetitivo tiene caracter codificante, es decir, contiene la informacion para expresar un
producto funcional (RNA o proteina). Para el resto del DNA repetitivo no se conoce una funcion clara; alguno
posiblemente contribuya a mantener la estructura de los cromosomas, mientras que se ha llegado a proponer
que una parte sea DNA chatarra o DNA basura, un vestigio evolutivo sin funcion actual. Finalmente, debe
destacarse que algunas de las secuencias repetidas no codificantes (en concreto, las denominadas minisatélites y
microsatélites), aun con funcion desconocida, tienen gran relevancia aplicada en pruebas de identificacion y en
estudios familiares, debido a su variabilidad entre individuos (polimorfismo, Capitulo 24).

La repetitividad del DNA posee probablemente un origen evolutivo. Por un lado, las repeticiones agrupadas
pueden surgir debido a errores en la replicaciéon o en la recombinacion genética. Por otro, la separacion entre
repeticiones dispersas puede provenir de translocaciones o transposiciones cromosdmicas.

9.4.1 DNA repetitivo codificante

Se le llama también DNA repetitivo funcional, pues forma genes que se expresan (aunque no todos ellos, como
se verd). Su tamano se estima alrededor del 10% del genoma (esta cifra incluye probablemente las regiones
de control e intrones respectivos, por lo que la fraccion realmente codificante serd inferior). Aparece en for-
ma de “familias de genes”, cuyos miembros se caracterizan por su homologia, al haberse originado mediante
duplicaciones (pag. 407) y variaciones de un gen ancestral.

Tipos de DNA repetitivo codificante y ejemplos caracteristicos:

1. Agrupado:
[ a) Familias génicas clasicas o conservadas, con genes repetidos Histonas: Ej. 1
' en tandem (contiguos) rRNA: Ej.2

Muestran un alto grado de homologia de secuencia, es decir, son copias practicamente ;EIEANA

idénticas, lo que indica su relacién evolutiva y funcional.
Se expresan todas las repeticiones.

homologia, expresion, funcionalidad

b) Familias multigénicas con genes agrupados (no contiguos) Globinas: E.3
Situados en localizaciones especificas del genoma (pero sin relacion HLA-1 : ’
con las regiones centroméricas y teloméricas). (y otras muchas)

Sus repeticiones presentan menor homologia: variantes, pseudogenes, genes
truncados y fragmentos de genes.
Solo se expresan algunas de las repeticiones.

2. Disperso: Familias multigénicas con genes dispersos Aldolasa
Normalmente, cada familia estd formada por un nimero pequefio de repeticiones Actina
repartidas por todo el genoma (inlcuso en cromosomas distintas), que casi Ferritina
siempre son todas funcionales. GA3PDH

9.4.1.1 DNA repetitivo codificante agrupado

Contienen secuencias repetidas que codifican un mismo RNA o proteina, que puede, asi, sintetizarse con
rapidez y en gran cantidad. Son ejemplos caracteristicos los genes de histonas y los de RNA ribosémico,
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productos ambos que la célula necesita en abundancia (las histonas —pdg. 84— deben sintetizarse rapidamente

en la fase S del ciclo celular, para asociarse al nuevo DNA procedente de la replicacién, mientras que el
rRNA —capitulo 6- supone el 75% del total de RNA celular).

Genes de histonas
recuerdese que Hza, Hzs, Ha y Ha

copias de forman el octamero de la particula central
del nucleosoma y H1 es externa a él

genes de las 5
histonas \ ﬁ.

regiones intergenicas o
espaciadoras (no transcritas,

DNA no codificante)
- N
e
unidad de repeticion (= 5,8 kb), formada sucesivas repeticiones en tandem
por 5 unidades de transcripcion {10-40 en mamiferos, hasta varios
independientes cientos en otras especies)

Genes de RNA ribosdmico

subunidad  subunidad
pequena grande
del del
ribosoma  ribosoma ;

T 210

185 5,85 285

g — "R Holmmchcie ... ...

Los 3 genes de rRNA (7 kb en total) se transcriben
conjuntamente dando el “pre-rRNA grande” (
una vez escindido originara los tres rRNA m

regiones transcritas pero region intergénica o Al conjunto de repeticiones (~2 Mb) se le
luego eliminadas (6 kb; espaciadora (27 kb; llama rDNA (por “DNA ribosémico”)

forman parte del pre-rRNA, no transcrita, [no confundir con
pero no del rRNA maduro) DNA no codificante) rDNA=DNA recombinante]

- O OO

sucesivas repeticiones en tandem: de 50 a varios cientos,
unidad de repeticion (40 kb): seq(n especies; en humanos, 200 repartidas en los 5
una sola “unidad de transcripcion” para el cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21, 22)
precursor grande del rRNA (pre-rRNA 455) El aen de rRNA 55 ests en el cromosoma 1

A diferencia de las anteriores, los miembros de cada familia son genes con cierta diversidad de secuencia. Se
pueden incluir en este grupo tres tipos de familias:

e Las que presentan homologia s6lo en parte de la secuencia de DNA, que da lugar a proteinas con grandes
regiones de secuencia y estructura comunes (dominios).

e Familias con homologia escasa en las secuencias del DNA, lo que genera proteinas con pequefios motivos
comunes, cada uno de pocos aminodcidos.

o Grandes “superfamilias”, con muy débil homologia en la secuencia de DNA vy, por tanto, en la de las proteinas,
a pesar de lo cual éstas mantienen una similitud estructural (en parte de su molécula, dominios comunes) y una
relacion funcional. Los genes que forman cada superfamilia parecen estar relacionados evolutivamente, pero
mas distantes entre si que los miembros que componen las familias anteriores.
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Familias de genes de las cadenas o. y Bdegloblrﬁ.;

Origen evolutivo de las gen ancestral de globina
m"""é': ITI](;Jtljt'lr?;'lllcas (aprox. hace 800 millones de afios)
e (|
gen de globina /\ gen de globina
para mioglobina para hemoglobina

; (hace aprox. 400
gen de globina ot millones de afos)

/J\. = 200 millones de afios)
PN ./'\
] &%

enfaactualidad: [l W W B B — ﬁ e .

familia génica de la globina ot familia génica de la globina B
en el cromosoma 16 en el cromosoma 11
(globinas o, o, y § (globinas 3, 8, v, Y. v €

gen de globina ﬁ

Familias multigénicas ¥ pseudogenes o, y ) y pseudogén fB)
i actuales:
genes de las variantes de globina: pseudogenes
alfa o, beta 3, gamma , delta 8, no expresados
épsilon €, theta © y zeta
p yzeta G - e, )
LCR (regidn de control del locus) =2 wgu yo., o, o, -
- (W ] |

Agrupamiento de genes de globina o (~70 kb) en el cromosoma 16

Agrupamiento de genes de globina [3 (~65 kb) en el cromosoma 11
CR (region de control del locus) £ % p A yp 0 B
m | —— | | = .

A

regiones de control de la expresion génica (elementos
distales potenciadores) que regulan todos
los genes de globina que las siguen (DNA no codificante
pero funcional, se puede considerar parte del DNA génico)

K=

no hay repeticiones del agrupamiento

regiones intergénicas o
espaciadoras (no transcritas,
DNA no codificante)

Como consecuencia de los procesos evolutivos que dan lugar a las familias multigénicas, aparecen con
frecuencia en ellas miembros con ciertas caracteristicas diferenciales:

o Copias de genes (variantes) con pequenas diferencias de secuencia, que codifican productos génicos funcio-
nales pero de caracteristicas ligeramente distintas (por ejemplo, diferencias en actividad enzimatica,
pardmetros cinéticos, especificidad por sustrato, afinidad por su ligando, etc.). Es comin que se active de
forma alternativa la expresion de una u otra variante en funcion del estadio de desarrollo o de diferenciacion
celular, el tipo de tejido, etc.

I

gen original

| I

— |

! | genes truncados

| |

| |

N B

| i fragmentos de genes
| |

| 1
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e Pseudogenes: se aplica este término (abreviado como 1) a copias inactivas de un gen, es decir, que nunca se
expresan, o que, aun expresandose, no son funcionales. En general, la inactivacion se ha producido por
acumulacion de mutaciones durante la evolucion en lo que inicialmente era un duplicado del gen. Existen
tipos diversos de pseudogenes, en funcion de si se expresan y si sufren procesamiento postranscripcional, asi
como de su origen evolutivo.

o Genes truncados: se trata de copias incompletas del gen, por pérdida de una regién situada en uno de los
extremos (5’ o 37).

o Fragmentos de genes: en este caso se conserva solo una porcion del interior de la secuencia del gen (se han
perdido ambos extremos).

Obviamente, s6lo las copias idénticas (familias cldsicas) y las variantes conducen a productos génicos
funcionales, mientras que los pseudogenes, genes truncados y fragmentos de genes parecen ser vestigios
evolutivos sin funcién actual.

Los genes de la globina constituyen uno de los ejemplos mds representativos de familias multigénicas con
genes agrupados, implicado en una funcién tan importante como es el transporte de oxigeno en la corriente
sanguinea. Su estudio incluye consideraciones evolutivas, de desarrollo y diferenciacion, de regulacion de la
expresion génica, etc.

Las "fegiones de control del
locus” (LCR) de am bas Cada etapa del desarrollo se

iannhas mu|t|gen|cas Tl caracteriza, por tanto, por la
eXpresion de uno u atfo de presencia de diferentes

ics genes depend]endo dela hemoglobinas.

etapa de desarrallo y drgano P. g]., HbF {fetal), HbA (adulta)

En cada etapa del desarrollo
humano es un drgano diferente el
Unico que expresa los genes
de globina. Ademds, en cada drgano
se activan genes diferentes

Y T
Etapa de desarrolio Genes
que se expresan en la Genes que se expresan en la .
ysoergsz:nn&ﬂu'nge familia génica de globina ¢t familia qenlca de globina 3 H:iir?te Ig’g&gzs
las globinas (en el cromosoma 16) (en el cromosoma 11)
L, \FC‘W o, o o & Wad Mol W 8 B .
Embion V) PR | : q)
(saco vitelino) - — = ¢
Mayoritaria: globina C (zeta) Mayoritaria: globina & Mayoritaria: globina t_’,a Hb Gower |
Minoritaria: globina y Mayoritaria: globina §,y,. Hb Portland |
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9.4.1.2 DNA repetitivo codificante disperso: familias multigénicas de genes dispersos

Mientras que en las familias multigénicas anteriores las repeticiones se disponen agrupadas, proximas en la
secuencia lineal del genoma, en otras los genes que forman la familia (copias idénticas, variantes, pseudogenes,
etc.) se localizan de forma dispersa por el genoma, a menudo incluso en cromosomas distintos. Entre estas
familias se encuentran genes que codifican proteinas de funciones diversas: enzimaticas, reguladoras, de
almacenamiento, estructurales, etc. Por ejemplo, la familia de aldolasa comprende 3 genes funcionales y
2 pseudogenes, repartidos en 5 cromosomas; los genes de actina forman otra familia con 6 genes y mas de
20 pseudogenes en 12 cromosomas.

15



116

|. ESTRUCTURAY FUNCION DEL MATERIAL GENETICO

9.4.2 DNA repetitivo no codificante

Esta es la fraccion del genoma a la que el término DNA repetitivo se refiere de forma mas habitual. Su tamafio se
estima entre un 30 y un 40% del DNA gendmico total. Como ya se ha indicado, se subdivide en dos categorias:
el moderadamente repetitivo, que se ubica en forma dispersa, y el altamente repetitivo, que ademads es
agrupado. Su distribucion general en el genoma puede representarse de forma grafica como se muestra en la
figura, para dos cromosomas representativos.

DNA satélite
(altamente repetitivo y agrupado)

centromeros -j

telomeros

telomeros

gj.: cromosoma 12
{submetacéntrico)

ej.: cromosoma 13
(acroceéntrico)

; < a lo largo de todos los cromosomas >

l

DNA repetitivo disperso
(moderadamente repetitivo y disperso por todo el genoma,
entremezclado con el DNA de copia tnica)

Agrupado (en regiones heterocromaticas)
y altamente repetitivo

Repeticiones en tandem (DNA satélite) i0 |

A e e e e e e s e e

Bloques dispersos de
repeticiones en tandem

teLeded

Disperso (por todo el genoma)
y moderadamente repetitivo

SINE: secuencias Alu y otras l-lf_l.i

DNA repetitivo no codificante

Repeticiones
dispersas

LINE: secuencias Kpn y otras

9.4.2.1 DNA altamente repetitivo y agrupado: DNA satélite

Supone entre un 10 y un 20% del genoma, y se denomina también DNA repetitivo en tandem. No debe
confundirse con los DNA minisatélite y microsatélite (ambos corresponden al DNA moderadamente repetitivo
y disperso, pag. 117) ni con los satélites cromosémicos, las pequefias masas de cromatina que forman el
extremo de los brazos cortos de un cromosoma acrocéntrico (pag. 89).

Este tipo de DNA esta formado por unidades de pequefio tamano (entre 2 y 50 pb) repetidas en tindem entre
miles y un millén de veces, con lo que el bloque de repeticion abarca cientos de kb o incluso varias Mb. También
es caracteristica su localizacion agrupada en lugares especificos de varios cromosomas, correspondientes a las
regiones heterocromaticas, principalmente en torno al centréomero y en los telémeros. Se conoce el papel de este
DNA satélite en las regiones teloméricas (pags. 94 y 158), pero ain no su funcién exacta en el centromero.

El nombre de DNA satélite tiene un origen metodologico: debido a su alta tasa de repeticion, las regiones de
este tipo de DNA poseen una composicion de bases diferente a la del resto del genoma, que es mas promediada.
Cuando el DNA total se fragmenta (por ejemplo, por fuerzas de cizalla) y se analiza en gradientes de densidad
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de cloruro de cesio (pags. 137-138), los fragmentos procedentes de las regiones de DNA satélite, que poseen
menor densidad debido a su menor contenido en G + C, se separan de la banda principal de DNA formando
“bandas satélites”. Cada una de ellas corresponde a una subfamilia de DNA satélite (como 1, 2, 3, a y B), con
distinta secuencia de repeticién o numero de repeticiones.

Ejemplos de ubicacion de DNA satélite en centromeros y telomeros

SEITRG . ERTRGS subfamilia o tamano dela
/Y_ (extremo del DNA) cromoggtrﬁligg /-—(exlremo del DNA) tipo de satélite unidad de repeticion
satelite B satélite 1 25-48 ph
% (ONAEI0 —> 2 catsite p satélites 2y 3 5 pb
centromero — eﬂ}!—‘:le a’:”m[je " 21p Yy satélites 2 y satélite o o alfoide 171 pb
ol Satoe [ . centromero 2? satélite alfoide satéite B 69 pb
telomero 6 pb
u (humano)
telomero K telémero
(extremo del DNA) (extremo del DNA)

9.4.2.2 DNA moderadamente repetitivo y disperso

Como indica su nombre, este tipo de DNA se distribuye a lo largo de todos los cromosomas, con un ntimero de
repeticiones no muy elevado (entre 10% y 10%). Se puede subdividir en dos categorias, en funcién de la forma en
que se distribuyen las repeticiones: en primer lugar, algunas secuencias se repiten en taindem formando bloques,
los cuales aparecen de forma dispersa por el genoma. El segundo tipo consiste en repeticiones igualmente
dispersas por todo el genoma, pero que no se agrupan en bloques.

Se distinguen estos dos subgrupos en funcién del tamafio de la unidad de repeticion. Constituyen conjunta-
mente entre el 15 y el 20% del genoma. A pesar de la similitud de nombre, no deben confundirse con el DNA
satélite (pag. 116), del que se diferencian por estar localizados de forma dispersa por el genoma, aunque se
asemejan a él en la presencia de repeticiones en tindem.

La importancia practica del DNA minisatélite y microsatélite radica en su gran variabilidad entre indivi-
duos, que permite utilizarlo como marcador molecular en medicina forense, pruebas de paternidad y
diagnéstico de enfermedades moleculares; estas aplicaciones se describen mas adelante al hablar de polimor-
fismo genético (pag. 424).

Estd formado por repeticiones de 10 a 65 pb, ricas en G + C, agrupadas en tindem formando bloques
relativamente grandes, de cientos o miles de repeticiones; dichos bloques se encuentran repartidos por todo
el genoma.

Algunas de estas repeticiones, denominadas “DNA minisatélite hipervariable”, se caracterizan por su
elevado polimorfismo (diferencias tanto en secuencia como en numero de repeticiones), no sélo entre individuos
de una especie, sino también incluso entre dos cromosomas homélogos de un individuo. Sus repeticiones, de 10
a 24 pb, presentan la secuencia consenso GGGCAGGANG (donde N representa cualquier nucleétido). Este
DNA es importante por las aplicaciones derivadas de su polimorfismo, principalmente la obtencién de huellas
de DNA, donde una sonda para la secuencia consenso puede hibridar de manera simultdnea con multiples loci
minisatélites diferentes distribuidos por todos los cromosomas, lo que da lugar a un esquema o patrén de
hibridacién distinto para cada individuo (pag. 425).

Algunos autores consideran al DNA telomérico como parte del minisatélite. No obstante, segtiin los criterios
de clasificacion adoptados en este texto, ni el tamafio de su unidad de repeticion ni su disposicion agrupada en
pocos lugares del cromosoma permiten su asignacion a esta categoria.
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Se aplica este término cuando la unidad de repeticion es inferior a 7 pb. Se presentan agrupadas en tindem en
bloques de hasta 50 repeticiones, también distribuidos de forma dispersa por el genoma. Su polimorfismo se
aplica igualmente para la obtencién de huellas genéticas, para pruebas de identidad y para estudios familiares.

Aunque las secuencias teloméricas se han clasificado anteriormente como DNA repetitivo agrupado (DNA
satélite), por su ubicacion en puntos concretos del cromosoma, algunos autores las consideran DNA mi-
crosatélite por el hecho de compartir con éste caracteristicas de tamafio, nimero y disposicién en tindem de
las repeticiones.

De nuevo, la longitud de la unidad de repeticion sirve de criterio para subdividirlas:

Las siglas proceden de Short Interspersed Nuclear Elements, elementos nucleares dispersos cortos. Se habla
comunmente de unidades de entre 100 y 500 pb, repetidas hasta 20 veces. Sin embargo, el ejemplo mds
caracteristico, el elemento Alu, de 300 pb, aparece en el genoma humano entre medio millén y un millén de
veces. Su nombre se debe a que contiene un sitio diana para la enzima de restriccion Alu 1. Se trata en realidad
de una familia de secuencias, con un 85% de homologia, que supone por si sola alrededor de un 5% del
genoma, de modo que, en promedio, existe una secuencia Alu cada 4 o 5 kb.

Se cree que los elementos Alu se originaron evolutivamente por la integracion en el genoma de maltiples
copias (retroposones) formadas por transcripcion inversa del gen del RNA 7SL, un RNA citoplasmico pequefio
(scRNA) componente de la particula de reconocimiento de senial (pag. 357). A pesar de la homologia (parcial)
de secuencia, las secuencias Alu no ejercen la funcion de este scRNA.

En este caso, se trata de elementos nucleares dispersos largos (Long Interspersed Nuclear Elements), con
unidades de mayor tamario, generalmente varios miles de pb, que se repiten hasta 50.000 veces en forma
dispersa. La principal familia LINE en humanos la constituyen las secuencias Kp#n, también denominadas L1 o
LINE-1. Se encuentran en el genoma de 50.000 a 100.000 repeticiones dispersas, de tamafos comprendidos
entre 1,4 y 6,1 kb cada una, debido a su diversidad.

9.5 ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LA COMPLEJIDAD EN EL GENOMA EUCARIOTICO

El descubrimiento y analisis del DNA repetitivo, caracteristico del genoma eucariético, se ha basado funda-
mentalmente en las técnicas de reasociacion del DNA desnaturalizado.

E Web 9.1. Estudio experimental de la complejidad en el genoma eucariético.
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La replicacion es el proceso, conceptualmente sencillo pero molecularmente complejo, mediante el cual a partir
de una molécula de DNA progenitora o parental se sintetiza una nueva, originandose asi dos moléculas de
DNA hijas, de secuencia idéntica a la del DNA original. Esto permite el paso de la informacion genética a la
descendencia (tanto la de una célula como la del individuo).

Aunque la replicacion constituye el aspecto esencial del metabolismo del DNA, también se deben considerar
como parte del mismo otros procesos relacionados directa o indirectamente: la recombinacion o reordena-
miento de la informacion genética, la mutacion o alteracion de la secuencia, y la reparacion de las alteraciones o
dafios en el DNA. Cabe también afiadir la degradacion o catabolismo del DNA hacia nucleétidos, mediado por

las nucleasas.

DNA

DNA replicacion
conjunto recombinaciénk m (errores)
metabolicos - .o !
del DNA mutacion /‘ . y

-
-
o

reparacion

La replicacion se produce de forma coordinada con la division celular (Capitulo 8), concretamente en la fase
S, durante las interfases previas tanto a la mitosis como a la meiosis I, de forma que, en el caso de la mitosis, las
dos células hijas reciban la misma dotacién genética que tenia la célula progenitora. En cuanto a la meiosis,
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puesto que da lugar a cuatro células hijas, la replicacion previa permite que éstas reciban la mitad de dicha
dotacion genética, y no una cuarta parte (pag. 104). La relacion entre el estado de replicacion y la progresion
por el ciclo celular se puede resumir en los siguientes principios generales:

e Elinicio de la replicacién del DNA obliga a la célula a emprender una division.

e Una vez iniciada la replicacion, no puede tener lugar la consiguiente division hasta que se haya completado
dicha replicacion. En realidad, el final de la replicacion constituye posiblemente una sefial para la division.

e El proceso de replicacion se lleva a cabo sin necesidad de una separacion completa de la cadena progenitora: la
doble hélice se desenrolla gradualmente y sus dos hebras se van separando a la par que se produce su replicacion.

Antes de estudiar los detalles moleculares de la sintesis de un nuevo DNA, procede analizar las carac-
teristicas principales del proceso, atendiendo a un criterio eminentemente didactico. Estas son: carcter semi-
conservador, realizacion simultanea en ambas hebras, de forma secuencial y con cardcter bidireccional, y origen
monofocal (procariotas) o multifocal (eucariotas). Otra caracteristica destacada, el caracter semidiscontinuo,
se explicara una vez que se conozca el mecanismo de la reaccion.

I1.1.1 Caracter semiconservador

Aunque hipotéticamente se pueden plantear tres mecanismos para la replicacion, pronto se demostr6 que sélo
el tercero tiene lugar en las células:

Replicacién conservadora

Replicacién dispersante

Replicacién semiconservadora

Un complejo enzimatico
recorreria el DNA, reconociendo
la secuencia en ambas hebras
para copiarlas simultdneamente,
de forma que el DNA progenitor
bicatenario se conservaria
intacto mientras que la molécula
hija de DNA contendria dos
hebras totalmente nuevas

La sintesis se produciria por
fragmentos, que se
combinarian con partes del
DNA progenitor, dando lugar
a las dos moléculas hijas de
DNA, ambas con fragmentos
tanto nuevos como de las dos
hebras del DNA progenitor

Es el mecanismo real. Las dos hebras del DNA
progenitor sirven de molde para la sintesis de sus
respectivas hebras complementarias. Cada
molécula hija de DNA estd formada por una
hebra progenitora y otra hija (recién
sintetizada). El mecanismo se repite en sucesivas
generaciones de células. El nombre alude,
precisamente, a que siempre se conserva la mitad
de la molécula original

nuevos nucledtidos

\A
i

dispersante
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hija  progenitora progenitora hija
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11.1.1.1 Demostracién experimental de la replicacién semiconservadora

El mecanismo real de la replicacion lo demostraron por primera vez Mathew Meselson y Franklin W. Stahl
en 1958, mediante experimentos muy completos, sencillos y representativos de muchos otros realizados en
diversas dreas de la biologia molecular. Aunque los aspectos moleculares de la replicacion se establecieron
posteriormente con el estudio de la DNA polimerasa, el experimento de Meselson y Stahl tiene interés, aparte
de por su propio disefio, por haber sido la primera vez que se aplicaron tanto la técnica de sedimentacion en
gradiente de densidad como la introduccién de is6topos en las moléculas de DNA (*°N, infrecuente, y *N,
isétopo habitual).

Para comprender la novedad y trascendencia de estos experimentos en su momento y contexto, se van a
considerar los antecedentes y el planteamiento antes de describir el resultado. Se aprovecha asi este ejemplo
para ilustrar el método cientifico, en especial como un disefio adecuado del experimento, que parece simple,
permite obtener una informacion notable.

a) Antecedentes

El primer lugar, se examina la posibilidad de aplicar la técnica de equilibrio de sedimentacion en gradiente
de densidad, o centrifugacion isopicnica (pag. 126), al andlisis de muestras de DNA cuya densidad es diferente
por estar marcado o no con el isétopo '°N.

Alcanzado el equilibrio de
sedimentacion, las moléculas
de DNA se concentran

formando una banda,
detectada por su absorcion UV
DNA normal DNA “pesado” Mezcla de DNA “pesado”
(“ligera”, ™N) ("°N) y DNA "ligero”
Ao Ao Ao
T E—
|e— g
- 169 1,71 173 175 d 169 171 173 175 169 1,71 1,73 1,75
/w densidad \ densidad o densidad
Gradiented La densidad del DNA pesado es 0,016 g/cm? Es posible separar ambos
adloiie 0a mayor (un 1%) que la del DNA ligero; por ello, tipos de DNA (unos 0,5 mm

densidad formado

con CsCl entre las bandas)

se sittia un poco mas abajo en el gradiente

b) Planteamiento y disefio del experimento

Aplicando esta técnica de marcaje del DNA con '*N y su analisis mediante centrifugacién isopicnica, se disefi6
el experimento de forma que los resultados obtenidos permitieran diferenciar cual de las hipétesis era la
correcta.

Web 11.1. Experimento de Meselson y Stahl.

) Resultados obtenidos y conclusion

El resultado observado al realizar el experimento fue de una banda de DNA con densidad intermedia en la
primera generacion de células y dos bandas en la segunda generacién, con densidades baja e intermedia. Estos
datos experimentales coinciden con los resultados previsibles a partir de la hipotesis semiconservadora, de
modo que ésta debe ser la correcta; es decir, en la replicacion del DNA cada una de las moléculas hijas conserva
una hebra del DNA progenitor y tiene otra hebra de nueva sintesis.
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11.1.2 Sintesis simultanea, secuencial y bidireccional

De cara a la descripcion del mecanismo de la replicacion es importante destacar algunas caracteristicas,
observadas por primera vez en E. coli pero igualmente validas para eucariotas. La principal estrategia experi-
mental para obtener estas conclusiones ha sido afiadir al medio de cultivo timidina tritiada, con lo que se marca
el DNA de nueva sintesis y luego puede detectarse por métodos autorradiograficos.

e La sintesis no comienza al azar, sino en puntos concretos de la molécula, denominados origenes de
replicacion. En cada uno de ellos se produce la apertura local de la doble hélice y comienza la sintesis
simultanea de las dos nuevas hebras (no debe confundirse simultdneo con el caracter continuo de la sintesis
de una sola de las hebras, que se estudiard mas adelante).

e Como consecuencia, las dos hebras nuevas se van alargando de forma progresiva, por adicion secuencial de
nucleétidos.

e La separacion de las hebras progenitoras, que comienza en cada origen, progresa en ambas direcciones, por
lo que se afirma que la replicacion es bidireccional. Los puntos de transicion entre doble hebra y hebras
sencillas se denominan horquillas de replicacion, y van alejandose entre si.

¢ Finalmente, no debe pasarse por alto el hecho de que, dado que las dos hebras del DNA son antiparalelas, su
separacion con el avance de la horquilla progresa en sentido opuesto, para una hebra de 3’ hacia 5 y parala
otra en sentido 5° — 3’ (y a la inversa en la otra horquilla).

Web 11.2. Formacién y avance de las horquillas de replicacion.

11.1.3 Inicio monofocal o multifocal

En el cromosoma circular tnico de procariotas la replicaciéon comienza siempre en un punto determinado,
denominado origen (y etiquetado como oriC); se afirma que la replicacion es monofocal. En consecuencia,
progresa formando dos horquillas de replicacion. Por el contrario, en eucariotas la replicacion es multifocal,
pues en cada uno de los cromosomas existen multiples origenes de replicacion (centenares o miles), que dan
lugar a dos horquillas cada uno. Gracias a ello se hace posible completar en un tiempo razonable la replicacion
de los cromosomas, mucho mds largos que en procariotas.

11.2 ENZIMOLOGIA DE LA REPLICACION
11.2.1 Requerimientos de la reaccion de sintesis de DNA

o Sustratos: se utilizan como sustratos el conjunto de los cuatro desoxinucledsidos-trifosfato: dATP, dGTP,
dCTP y dTTP. De cada uno de ellos queda incorporado en el nuevo DNA la parte ANMP de la molécula.
Tanto dNMP como dNDP no sirven como sustratos.

e Cofactores: para una actividad ptima se requiere un ion metalico divalente como cofactor, asociado a los
dNTP y a la polimerasa. Aunque i7 vitro este papel pueden desempefiarlo tanto Mn** como Mg**, es este
ultimo el que actua in vivo.

e Molde o plantilla: ésta es, quiza, la principal caracteristica de la reaccion. El orden correcto de incorporacion
de los nucledtidos viene determinado por su complementariedad de bases con la secuencia de cada hebra
de DNA, que actta asi como molde o plantilla.

e Cebador: la sintesis de una nueva hebra de DNA no puede comenzarse a partir de dos nucleétidos, sino que
requiere un fragmento monocatenario iniciador, denominado cebador, que aporte un grupo 3°-OH libre. Se
trata de un oligonucleétido, por lo comun RNA, que debe estar emparejado con la hebra progenitora de
DNA, de forma complementaria y antiparalela. Este requisito puede expresarse afirmando que la replicacion
no es autoiniciadora (a diferencia de la transcripcion, pdg. 268), sino que solo elonga o alarga moléculas
preexistentes.
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11.2.2 Mecanismo de la reaccion

Se inicia la reaccion con el emparejamiento de un dNTP complementario al nucleétido de la hebra molde
(DNA) en la posicion vecinal al extremo 3” de la hebra en crecimiento (inicialmente, el RNA cebador; luego, la
hebra que se estd sintetizando). La reaccion propiamente dicha consiste en la unién del ANTP seleccionado, que
queda como dNMP, liberandose PP;. Ello implica la formacion de un enlace fosfoéster entre el fosfato o del
dNTP que se incorpora y el 3°-OH libre de la cadena en crecimiento (inicialmente, del cebador). La ruptura
del enlace fosfoanhidrido (a-f3) del ANTP proporciona la energia necesaria para impulsar la reaccion, ayudada
por la subsiguiente hidrolisis del PP; a 2 P; catalizada por la pirofosfatasa. Tras muchas reacciones similares
sucesivas, el producto es la nueva hebra de DNA:

DNA molde,
ny dATP + ny dGTP + n3 dCTP + n4 dTTP > DNA + (1’11 +ny +n3 + Il4) PP;
RNA cebador,
Mg2+, DNA polimerasa

E Web 11.3. Mecanismo de la reaccién de sintesis de DNA.

11.2.3 Direccién de la sintesis

Puesto que la adicion de nucleétidos se realiza siempre mediante 5°-trifosfatos y sobre un extremo 3’-OH libre,
la hebra crece por su extremo 3’, y se afirma que la sintesis transcurre en direccién 5° — 3’. Este es un
mecanismo universal: todas las DNA polimerasas, tanto de procariotas como de eucariotas, asi como todas las
RNA polimerasas, sintetizan exclusivamente en dicho sentido.

11.2.4 Tipos de polimerasas

Aunque la reaccion de sintesis de DNA es universal, es decir, tiene lugar de idéntica forma en todos los
organismos y ubicaciones subcelulares, su catalisis la efectian en cada caso distintas enzimas, bajo
la denominaciéon comin de DNA polimerasas (abreviadas como DNApol). Estrictamente su nombre es
mas completo, polimerasas de DNA dirigidas por DNA (o dependientes de DNA), para indicar tanto la
molécula que sintetizan como la que emplean como molde. Mas adelante se estudiardan otras polimerasas
de DNA o de RNA que utilizan distintos moldes; para ofrecer una visién unificada se resumen a con-
tinuacion:

Molécula

sintetizada Molécula molde Nombre completo Ejemplos (nombre comun)

DNA DNA Polimerasa de DNA dirigida por DNA ® DNA polimerasas

RNA DNA Polimerasa de RNA dirigida por DNA ® RNA polimerasas o transcriptasas
® Primasas

DNA RNA Polimerasa de DNA dirigida por RNA ® Transcriptasas inversas
® Telomerasas

RNA RNA Polimerasa de RNA dirigida por RNA ® RNA replicasas

11.2.4.1 DNA polimerasas procariéticas: actividades polimerasa y exonucleasas

La primera DNA polimerasa descubierta (Arthur Kornberg, 1958) y la mejor estudiada hasta la fecha es la
DNApol-1 de Escherichia coli. La comprobacién de que su actividad no es suficiente para justificar la velocidad
de replicacion del cromosoma bacteriano i vivo condujo a la bisqueda y descubrimiento de otras enzimas:
DNApol-Il y DNApol-Ill y, mas tarde, DNApol-IV y DNApol-V. Todas ellas coexisten en E. coli, con
funciones especializadas: pol-III realiza la mayor parte de la tarea de replicacion, mientras que las otras se
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encargan de distintas funciones auxiliares (sus caracteristicas particulares se exponen en la tabla de pag. 151,
junto con las de las polimerasas eucarioticas).

Varias de las DNA polimerasas presentan, ademas de su actividad enzimdtica como polimerasa, una o dos
actividades exonucleasa. La actividad 3’-exonucleasa (también denominada exonucleasa 3’ — 5°) permite
hidrolizar el nucleétido situado en el extremo 3 de la hebra de DNA, s6lo un nucleétido cada vez. Esta
eliminacion tiene lugar de forma inmediata, cuando el nucleétido recién incorporado por la actividad polime-
rasa a la cadena en crecimiento es erroneo, es decir, no empareja correctamente con el de la hebra molde de
DNA. La polimerasa es asi capaz de reconocer el error, detener la adicién de mas nucledtidos y liberar ese
ultimo dNMP mal incorporado. Los centros activos polimerasa y exonucleasa son diferentes. En resumen, las
DNA polimerasas corrigen sus propios errores, en sentido (3* — 5°) contrario al de la polimerizacion (5 — 37);
por ello, esta actividad 3’-exonucleasa se denomina también actividad correctora de pruebas (o de galeradas,
por analogia al proceso en imprenta) o, alternativamente, exonucleasa revisora. De este modo, mejora
la fidelidad de la replicacién, aumentandola entre 10% y 10° veces sobre la que aporta la incorporacién

de nucle6tidos complementarios por la polimerasa (que tiene una tasa de error de un nucleétido por cada
10% 0 10°).

CARACTERISTICAS DE LA DNA POLIMERASA | DE E. coli

DNApol-I (unida al DNA) Fragmento “grande”
una sola cadena polipeptidica, 103 kDa 0 de Klenow
. C-terminal, 68 kDa.
r = s Presenta las actividades
- " - ' li
centro activo centro activo centro activo 503'['.’2,2?,5,;10.333&
polimerasa (5'—3') 3'-exonucleasa 5'-exonucleasa Muy bien estudiado,

se emplea con frecuencia
para la sintesis in vitro
e DNA,

hebra _ &

ERAN v\

protedlisis con
subtilisina o tripsina

Fragmento “pequefio”
N-terminal, 35 kDa.

Sélo muestra la actividad
5'-exonucleasa.

Estructura poco conocida.

Evd

Nucleétido recién incorporado (3'), El nucledtido 5" terminal,
a punto de unirse a la hebra correctamente emparejado,
en crecimiento. puede ser eliminado
Si es erroneo, sera eliminado por por la actividad
la actividad 3'-exonucleasa. 5'-exonucleasa.

Web 11.4. Estructura de la DNA polimerasa, centros activos y unién al DNA.

La DNApol-I de procariotas es tnica entre las polimerasas por poseer, ademds, una segunda actividad
exonucleasa, en este caso 5’-exonucleasa (o exonucleasa 5° — 3°), que le permite hidrolizar secuencialmente
DNA o RNA a partir del extremo 5’ de la hebra. De nuevo, el centro activo es independiente de los anteriores;
en este caso estd situado en el fragmento pequeno. Esta actividad desempefia un papel fundamental en la
replicacion del DNA procariético, al eliminar el RNA cebador y sustituirlo por DNA durante la sintesis
discontinua de la hebra retardada (pag. 158). También complementa la actividad 3’-exonucleasa corrigiendo
errores de distinto tipo, y en ocasiones se denomina actividad de reparacion; por ejemplo, interviene en la
escision de los dimeros de pirimidina que se forman por exposicion del DNA a luz UV (pag. 398).
Experimentalmente, se aprovecha la actividad 5’-exonucleasa, por ejemplo, para la preparacion de sondas
marcadas (pag. 187).

Algunas caracteristicas de las DNA polimerasas, desde el punto de vista bioquimico y funcional
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Procariotas Eucariotas
Polimerasa: I Il ]l a B Y 9 €
Ubicacion subcelular Nucleo  Nuacleo Mitocondria  Nucleo  Nicleo
Actividades enzimaticas:
Primasa (inicio) No No No Si No No No No
Polimerasa 5° — 3’ Si Si Si Si Si Si Si Si
(elongacion)
3’-Exonucleasa Si Si Si No No Si Si Si
(03 =5
(correccion de pruebas)
5’-Exonucleasa St No No No No No No No
(05 —3)
(eliminacién de cebadores)
Funcion en la célula:
Replicacion (sintesis No No St Sélo No Si Si Si
continuada de hebras inicialmente
nuevas, adelantada
y retardada)
Empalme de fragmentos de ~ Si No No No No Si
Okazaki (con

nucleasas)

Velocidad de replicacion:
Velocidad de 16-20 2-7 250-1.000
polimerizacién
(nucledtidos/segundo)
Procesividad (nucledtidos  Baja Media  Muy alta Baja Baja Elevada Elevada Elevada
anadidos antes de su 3-200 >10.000 >S5 x 10° 100-200 con PCNA con/sin
disociacion) >5.000 PCNA

11.2.4.2 DNA polimerasas eucariéticas: actividades polimerasa y exonucleasa

En eucariotas, las DNA polimerasas son diferentes a las de procariotas, aunque presentan cierta similitud
de secuencia y estructura. Se han descrito mds de cinco enzimas. La DNApol o posee dos actividades
enzimaticas independientes: polimerasa (de DNA) y primasa (polimerasa de RNA). Gracias a su actividad
primasa se encarga de formar un RNA cebador —necesario para iniciar la replicacion—- y, por su actividad
polimerasa, de la elongacion inicial de ese cebador. Esta tarea se cede luego a las DNApol 8 y €, responsables
de la mayor parte de la elongacién de ambas hebras; de hecho, ambas tienen actividades similares, pero atn no
esta claro si desempenan indistintamente la misma funcion o si estan especializadas. La DNApol f no inter-
viene en la replicacion, sino que estd implicada en la reparacion de errores o dafios en el DNA (procesos en los
que también participan otras polimerasas, incluyendo 8 y €). Mientras estas cuatro enzimas son responsables
de la replicacion, reparacion y recombinacion del DNA nuclear, el DNA mitocondrial lo sintetiza una poli-
merasa diferente, la DNApol y. Por dltimo, se han descubierto otras polimerasas nucleares, peor conocidas
(6 [theta], C [zeta], A [lambda], p [mul], x [kappa], n [eta], 1 [iota]), que estin implicadas sobre todo en
reparacion y recombinacion.

En cuanto a la actividad exonucleasa de las DNA polimerasas eucaridticas, solo las 3 que se encargan de la
elongacion (3, v y &, v. tabla) poseen actividad 3’-exonucleasa, la responsable de la capacidad de correccion de
errores cometidos al incorporar los nucleétidos a la hebra que se esta sintetizando. Ninguna de las polimerasas
eucarioticas parece tener actividad 5’-exonucleasa; la funcion de eliminacion de cebadores la desempenan
dos nucleasas independientes, aunque las polimerasas 8 y ¢ si se encargan de rellenar el hueco con DNA; todos
estos detalles se estudian posteriormente (pag. 158).

51
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La funcion especifica de cada polimerasa sélo se puede comprender en el contexto de los mecanismos de
iniciacion y elongacion de las cadenas de DNA, que se estudian con detalle dentro de la etapa de elongacion
(pag. 157).

Bajo el alcance de este libro no parece adecuado describir las propiedades estructurales de las distintas
polimerasas. En la tabla siguiente se resumen los datos relativos a tamafio y composicion en subunidades, pero
debe tenerse en cuenta que la variabilidad de cifras es elevada, en especial para las enzimas eucaridticas, e
incluso la interpretacion de éstas en los distintos organismos estudiados, como para su generalizacion a todos
los eucariotas.

Caracteristicas estructurales de las DNA polimerasas

Procariotas' Eucariotas®
Polimerasa: I Il 1l a B Y d E
Masa total (kDa)® 103 90 =~ 900 356 39 160 173 313
N.° de subunidades 1 >4 22 4 1 3 203 4
Masa de subunidades ) (3) 125 125 258
35 48 55

' Al menos en E. coli se han identificado otras dos polimerasas, IV y V.

*Los datos corresponden a humanos. Existen otras DNA polimerasas minoritarias o no esenciales.

*Masa molecular de la holoenzima, o enzima funcional con todas sus subunidades.

“*La DNApol-IIl de E. coli estd formada por 22 subunidades de 10 tipos, con una composicién global (a, €, 8),T2(y, 8, 8, 0, )2 B4
De ellas, la agrupacion (o,g,0) se conoce como “ntcleo” o “centro” de la polimerasa. El centro activo polimerasa esta en la
subunidad o (130 kDa), mientras que el centro 3’-exonucleasa o actividad correctora de pruebas esta en la .

>La DNApol o humana est4 formada por 4 subunidades diferentes: 180 kDa, con el centro activo polimerasa; 48 kDa, con
el centro activo primasa; 58 kDa, cofactor de la primasa; 70 kDa, reguladora de la polimerasa.

11.2.5 Velocidad de replicacion

Dado el gran tamano del genoma de una célula, para que su replicaciéon completa se lleve a cabo en un
tiempo razonable el proceso de sintesis debe ser muy rdpido. En procariotas, la velocidad alcanza 1.000
nucleétidos por segundo. En eucariotas, el mayor tamano del genoma hace pensar en la necesidad de una
gran velocidad de replicacion que, sin embargo, no precisa ser tan elevada gracias a la existencia de varios
origenes de replicacion en cada cromosoma, lo que reduce la longitud de DNA que debe sintetizar cada
molécula de polimerasa.

La consecucion de una alta velocidad de sintesis s6lo es posible gracias a un mecanismo peculiar, segtn el
cual la molécula de DNA polimerasa se mantiene unida a la cadena de DNA molde, a la vez que asociada por su
centro activo al extremo 3’-OH de la hebra creciente. De esta forma puede incorporar numerosos nucleétidos
sucesivamente, con una reduccion del tiempo necesario para la adicion de cada uno: por ejemplo, la polimerasa
puede tardar un minuto en soltarse y volverse a unir al DNA (por mera difusion de las moléculas), mientras que
para afiadir un nucleétido sin haberse soltado le bastan unos milisegundos. Esta capacidad de las polimerasas,
variable entre ellas, se recoge bajo el término procesividad, que se define como el nimero de nucledtidos que
son incorporados a la hebra antes de que la enzima se separe del molde (coloquialmente se diria anadidos
“de un tirén”). Un valor elevado de procesividad en una polimerasa es mucho mas importante para la
replicacion que una velocidad alta de catalisis.

Las polimerasas de mayor procesividad son las que intervienen en la elongacion de las cadenas de DNA
(v. tabla en pag. 151), mientras que las de baja procesividad se encargan de tareas que podrian calificarse de
auxiliares, tales como la sintesis y eliminacion de cebadores, su sustitucion por DNA vy la reparacion. En
general, la alta procesividad se consigue gracias a una molécula que “abraza” o rodea la cadena de DNA,
evitando asi que la enzima se separe; este mecanismo se denomina de “abrazadera deslizante”, pues permite el
deslizamiento continuado de la polimerasa a lo largo de la cadena de DNA, sin separarse de ella.

Web 11.5. Estructura de la abrazadera deslizante.
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11.3 ETAPAS EN EL PROCESO DE REPLICACION

Mientras que en procariotas es probable que la replicacion tenga lugar en conexion con la membrana celular,
pues el unico cromosoma esta anclado a ella en la zona nucleoide, en eucariotas el proceso ocurre, l6gicamente,
en la matriz nuclear. El DNA se replica una vez por ciclo celular, durante la fase S.

El mecanismo del proceso de replicacion permite definir una unidad funcional denominada replicon, como
aquella regién de DNA que se replica a partir de cada origen (v. web 11.2). Cada replicon contiene, pues, un
origen de replicacion y se replica mediante dos horquillas. Mientras en procariotas el cromosoma completo
constituye un solo replicon, en eucariotas son numerosos y sufren la replicacion de forma casi simultanea, lo
que supone la existencia de un complejo mecanismo de control que coordine el inicio, elongacion y terminacion
en todos los replicones de cada cromosoma. El conocimiento preciso de estos aspectos estd pendiente, al igual
que otros relacionados, por ejemplo, con la replicacion de los centrémeros y de otras regiones heterocromaticas
altamente condensadas.

Centrandonos en el inicio y progreso de la replicacion en cada replicon, deben plantearse cuestiones
relativas a como son las interacciones especificas entre DNA y proteinas que desencadenan la iniciacion, a
la consiguiente actuacion de estas proteinas y al control del proceso. Por delante de la horquilla de replicacion
debe producirse la descondensacion de los cromosomas, la disociacion de los nucleosomas y la separacion de
las histonas y las proteinas no histonicas (Capitulo 7). Por detrds de la horquilla, deben reutilizarse las histonas
y proteinas no histonicas para la reasociacion de los nucleosomas, volverse a condensar la cromatina, etc.

11.3.1 Iniciacién

La replicacion siempre comienza en puntos definidos de la molécula de DNA, con secuencias caracteristicas.
Como se ha comentado (web 11.2), en procariotas el cromosoma tiene un origen de replicacién unico (llamado
oriC) mientras que en eucariotas la enorme longitud de los cromosomas requiere la existencia de numero-
sos origenes de replicacion que, aunque se conocen con menos precision, también poseen secuencias
caracteristicas.

La definicion de los puntos de inicio depende de dos regiones en el DNA: el replicador, que es la zona que
determina la apertura inicial de la doble hebra, y el origen propiamente dicho, el punto donde comienza
la sintesis sobre el molde de la molécula abierta. El replicador incluye zonas donde la doble hélice puede
desenrollarse con facilidad (secuencias ricas en pares AT) y otras que interaccionan especificamente con
proteinas iniciadoras. La unién de estas proteinas provoca la flexion de la cadena de DNA, generando una
tension superhelicoidal negativa que, sumada a la interaccion mds débil entre las bases A y T, contribuye a la
separacion de las hebras. En eucariotas, en particular, se han identificado también proteinas iniciadoras que, en
lugar de flexionar el DNA, se unen a regiones palindromicas que pueden formar estructuras cruciformes
(pag. 55); el resultado es andlogo, pues las cruciformes reducen la tension de superenrollamiento y asi facilitan
la apertura de la doble hélice.

“replicador” (regién del DNA)

_—//_\

secuencias reconocidas
por el iniciador
—)-— 3
1 | L 1
| — s C— 5

“iniciador”
l l (proteina iniciadora)

apertura inicial
de la doble hélice

/

union posterior de helicasas
y otras proteinas de inicio
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Las proteinas iniciadoras también actian uniendo otras proteinas, que son asi reclutadas al sitio de inicio.
Una vez abierta la doble hebra (lo que supone una desnaturalizacion local, v. pdg. 164), tanto la helicasa como
el resto de proteinas responsables del inicio —incluidas las propias DNA polimerasas— ya pueden asociarse al
DNA y comenzar el proceso de sintesis.

E Web 11.6. Inicio de la replicacion.

11.3.2 Elongacién
11.3.2.1 Conexion entre la iniciacion y la elongacion: proteinas necesarias

Una vez formado el complejo de iniciacion, la replicacion precisa el desenrollamiento de la doble hélice, a
fin de hacer accesibles las bases como molde para formar las nuevas hebras. El desenrollamiento inicial en
el tramo correspondiente al origen de replicacion, por efecto de las proteinas iniciadoras, debe continuar
avanzando por delante de la polimerasa, encabezando la horquilla de replicacion. Ademads, a medida que
se van sintetizando las hebras nuevas se debe ir recuperando el enrollamiento en las dos dobles hélices recién
formadas. En estas operaciones de avance, desenrollamiento o relajacion y enrollamiento o compactacion
intervienen diversas proteinas especializadas. El complejo multiproteico formado por éstas y por las DNA
polimerasas, que viaja asociado a cada horquilla realizando la replicacion, se conoce como replisoma.

Aunque la identidad molecular y el nombre de las proteinas implicadas varian dependiendo del tipo de
organismo (bacterias, levaduras, mamiferos, etc.) basicamente todos utilizan el mismo conjunto de actividades
enzimaticas y siguen mecanismos analogos.

3!

topoisomerasa

RPA, proteina ligante
de DNA monocatenario

a) Helicasas

Estas proteinas se unen al DNA una vez que éste se ha abierto en el origen y acttian propagando la separacion
de sus dos hebras, en un proceso que requiere la hidrolisis simultdnea de ATP. En general son hexdmeros en
forma de anillo que rodea a una de las hebras del DNA. Una vez creadas las dos horquillas de replicacion,
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comienzan a avanzar en sentidos opuestos, cada una liderada por una helicasa seguida inmediatamente por el
resto de componentes del replisoma o complejo de elongacion asociado a la horquilla.

b) Proteinas ligantes de DNA monocatenario

Una vez separadas las hebras por la helicasa, intervienen las “proteinas ligantes de DNA monocatenario”, que
evitan el reemparejamiento de las hebras. De esta forma, las hebras molde pueden acoger a los nucle6tidos que
se incorporan en la replicacion. Se las denomina proteinas SSB (single strand binding proteins), también de
forma genérica pero de modo especifico en procariotas. En eucariotas desempena esta funcion la proteina de
replicacion A (RPA).

c) Topoisomerasas

La apertura de la doble hélice ocasionada por la progresion de la helicasa a lo largo del DNA bicatenario
conlleva la aparicién de superenrollamientos positivos por delante de la horquilla. Si se tratase de un DNA
lineal y corto, el superenrollamiento se podria eliminar por simple rotacion de la molécula, en torno a su eje,
en sentido contrario. Sin embargo, esto no es posible en los DNA circulares (procaridticos) ni en los lineales de
gran tamafio (eucaridticos), que estan restringidos topoldgicamente (Capitulo 7) debido a su naturaleza
circular y a su unién a proteinas, respectivamente. Para aliviar esa tension de torsion se requiere, pues,
algin tipo de mecanismo giratorio; de lo contrario, el superenrollamiento acumulado por delante de la
horquilla llegaria a impedir el avance de la replicacion. Este problema se resuelve gracias a la accion de las
topoisomerasas, enzimas que alteran el estado de superenrollamiento del DNA sin modificar su estructura
en otros aspectos. Es decir, interconvierten topoisdmeros modificando el nzimero de enlace del DNA (nimero
de vueltas que da una hebra respecto a la otra, pag. 82). Las topoisomerasas también intervienen en los
procesos de recombinacién y, posiblemente, en la transposicion, constituyendo un mecanismo bdsico general
de modificacion topoldgica de la molécula de DNA.

Web 11.7. Superenrollamiento asociado al avance de la replicacion.

Atendiendo a su modo de accion, se distinguen dos familias de topoisomerasas:

Las topoisomerasas de tipo I escinden de manera transitoria una hebra del DNA (un enlace fosfodiéster),
dejan pasar la otra por la brecha abierta y vuelven a ligar la primera hebra. Como consecuencia, el nimero
de enlace aumenta o disminuye en una unidad. La reaccién transcurre a través de un intermediario covalente

entre uno de los extremos del corte y un residuo de tirosina de la enzima. Al permanecer la enzima unida asi al
DNA abierto durante la accion catalitica, se controla en todo momento el grado de tension liberado.

Accion de las topoisomerasas

de tipo I: de tipo Il

O A\

/RN 7 AR

<

l corta una hebra l corta las 2 hebras
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Las topoisomerasas de tipo II, cuyo ejemplo cldsico es la girasa procaridtica, cortan de manera transitoria las
dos hebras del DNA, permiten el paso de otra doble hebra, intacta, por la brecha abierta y finalizan resellando
los cortes. Por consiguiente, el nimero de enlace aumenta o disminuye en dos unidades. La mision de estas
enzimas es generalmente inducir superenrollamientos negativos que facilitan el posterior desemparejamiento
local. El consumo energético del proceso es importante: se hidroliza una molécula de ATP por cada corte de la
cadena.

Como ya se ha indicado, las DNA polimerasas no son capaces de iniciar la sintesis de una molécula de DNA, es
decir, unir los dos primeros nucledtidos, sino solo de elongar una hebra preexistente; por ello, el inicio de las
hebras nuevas requiere un cebador. Este lo sintetiza una polimerasa de RNA dirigida por DNA (pag. 149),
denominada primasa (de primer, cebador en inglés), que produce cadenas cortas de RNA, complementarias de
cada una de las hebras desemparejadas en el origen de replicacion. En procariotas, la primasa es una proteina
independiente que forma parte de un complejo proteico denominado primosoma, asociado a la horquilla. En
eucariotas, la actividad primasa reside en una de las subunidades de la DNA polimerasa o, distinta de la
subunidad que posee el centro activo polimerasa (v. tabla en pdg. 152); por ello, esta proteina con dos
actividades se llama DNApol o/prim.

En resumen, la replicacién no sélo depende de la DNA polimerasa, sino de numerosas enzimas y factores
proteicos (mds de 20 en E. coli). Este conjunto de proteinas que, como se ha indicado, recibe el nombre de
replisoma o complejo de replicacion, se asocia en torno a la horquilla de replicacion, participando de forma
directa o indirecta en la sintesis simultinea de ambas hebras.

11.3.2.2 Asimetria de la replicaciéon en ambas hebras

| avance de la horquilla y de la polimerasa

hebra adelantada:
sentido de sintesis -,
y de avance coinciden =

hebra retardada: -
sentido de sintesis
y de avance opuestos

Conceptualmente, el principal problema de la replicacion surge al constatar que ambas hebras se copian de
manera simultdnea, a medida que avanza la horquilla, mediante enzimas (DNA polimerasas) que s6lo son
capaces de sintetizar en direccion 5° — 3’. Al abrirse la horquilla, una de las hebras progenitoras se va
exponiendo en el sentido correcto para actuar de molde, 3° — 5°, por lo que la sintesis de su hebra comple-
mentaria puede transcurrir por simple avance de la polimerasa a lo largo del molde a la par que avanza la
horquilla. Esta hebra nueva recibe el nombre de hebra adelantada (leading strand; a veces, hebra lider o hebra
guia); en ocasiones, su hebra molde recibe el mismo nombre, pero para evitar confusiones la llamaremos
“molde de la hebra adelantada™. Por el contrario, la otra hebra progenitora se expone en sentido 5* — 3’, por lo
que no puede actuar como molde a medida que avanza la horquilla. Como se vera en seguida, la sintesis de su
complementaria requiere un mecanismo particular que, entre otras cosas, supone un desfase con la sintesis de la
hebra adelantada, por lo que se denomina hebra retardada o retrasada (lagging strand).

La solucion al problema de sintesis de la hebra retardada se desvel6 al observar que durante la replicacion
era posible aislar pequenas moléculas de DNA recién sintetizado (mds cortas en eucariotas que en procariotas),
conocidas como fragmentos de Okazaki en honor a Reiji y Tuneko Okazaki, quienes fueron sus descubridores.
Se pudo entonces proponer un mecanismo que explicase la sintesis de la hebra retardada en paralelo al
desplazamiento de la horquilla de replicacién. Dicho mecanismo consiste en la sintesis discontinua de la hebra
retardada: cada fragmento de Okazaki corresponde a una porcién de dicha hebra, cuya sintesis s6lo comienza
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(de ahi el nombre) cuando el avance de la horquilla ha liberado suficiente longitud de DNA monocatenario
como para que la polimerasa lo utilice como molde, en sentido 3° — 5°. Se propone para ello que la hebra
sencilla forma un bucle para permitir la sintesis en el sentido 5° — 3’ propio de la polimerasa. La sintesis
conjunta de ambas hebras (la adelantada, de forma continua, y la retardada, de forma discontinua), por sendas
moléculas de DNA polimerasa se dice que es semidiscontinua.

Loégicamente, la sintesis de cada fragmento de Okazaki requiere un RNA cebador, sintetizado por una
actividad primasa (parte del primosoma en procariotas, DNApol o/prim en eucariotas) que viaja con
la horquilla y que también sintetizé en el origen de replicacion el tnico cebador requerido por la hebra
adelantada.

11.3.2.3 Mecanismo de la elongacién

E Web 11.8. Mecanismo de la elongacion en replicacion y organizacion del replisoma.

Representacion global aproximada de la organizacién de las proteinas responsables de la replicacién
(componentes del replisoma) en torno a la horquilla de replicacion.
La situacién mostrada corresponde a un momento intermedio de la elongacién, con un fragmento de
Okazaki sintetizado a medias (p.€j., el n® 2 en las figuras anteriores, etapa B).
Por claridad, no se muestran otros factores proteicos, como el PCNA que va asociado a las DNApol 3,
el sistema de nucleasas FEN1/RNasa H1 que madura los fragmentos de Okazaki, la DNA ligasa |, y las
topoisomerasas que regulan el superenrollamiento en las dobles hebras progenitora e hijas.

La hebra adelantada necesita un
cebador sélo al comenzar,
sintetizado por la actividad

primasa de la DNApol ¢t

La DNApol & (o |a €) continta la
sintesis de la hebra adelantada
"“\ doble hebra hija n°1 de forma continua, en sentido

=
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r
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3 . molde de 3'a 5'
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: molde de la hebra
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La hebra retardada necesita un
cebador para cada fragmento
de Okazaki, sintetizado por la actividad
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aqui comenzo el 1% fragmento de Okazaki, y
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en fragmentos de Okazaki) ; B : 4
' Y siempre en sentido 5'—=>3". La hebra molde se recorre de 3’ a

doble hebra hija n°2 5' localmente, pero globalmente de 5'a 3'

157



158

II. TRANSMISION DE LA INFORMACION GENETICAY TECNOLOGIAS RELACIONADAS

11.3.2.4 Maduracién de los fragmentos de Okazaki

Para completar la sintesis de la hebra retardada deben unirse los fragmentos de Okazaki. Este proceso,
denominado globalmente maduracion, requiere la eliminacion de los cebadores, la elongacion del fragmento
adyacente para rellenar con DNA el hueco dejado por cada RNA cebador y la unién o empalme de los extremos
resultantes para dar una hebra continua. Todo ello tiene lugar posiblemente en las proximidades de la propia
horquilla, o bien posteriormente, lejos de ella.

Web 11.9. Maduracion de los fragmentos de Okazaki: eliminacion de cebadores y reemplazo con DNA.

La dltima etapa en esta maduracion de la hebra retardada, la unién de los fragmentos, la catalizan DNA
ligasas (o simplemente ligasas). Estas enzimas forman el enlace fosfoéster que falta entre el grupo OH del
extremo 3’ de un fragmento de Okazaki y el fosfato del extremo 5° del siguiente, asegurando asi que la hebra
retardada sea una cadena continua. Ademas de este papel fisiologico, las ligasas son enzimas de gran utilidad en
el laboratorio, junto con las nucleasas de restriccion, especialmente para la preparacion de moléculas de DNA
recombinante (pag. 218).

11.3.3 Terminacién

Una vez descritos los detalles particulares del inicio y la elongacion de la replicacion corresponde estudiar los
mecanismos de la terminacion. Debe indicarse que este proceso no se conoce tan bien como los anteriores, entre
otras razones por la propia amplitud y complejidad del concepto de terminacion. Se tratard aqui de exponer
los problemas que plantea la terminacion desde un punto de vista l6gico y asumiendo su limitada confirmacion
experimental.

11.3.3.1 Final de la elongacién

Se puede considerar, conceptualmente, que la terminacién comprende varios aspectos. El primero de ellos es la
finalizacion propiamente dicha de la elongacion por la DNA polimerasa, que se verifica en las dos horquillas
de replicacion de cada replicon, previsiblemente cuando en su avance alcancen a las horquillas respectivas de
replicones adyacentes. Este es un proceso practicamente desconocido en términos moleculares, pero cuya
resolucion no plantea dificultad conceptual, pues el relleno de huecos y la unién de los dos tramos de nueva
hebra pueden resolverse de la misma forma que la maduracién y unién de los fragmentos de Okazaki.

Por otra parte, como segundo problema, falta por aclarar cudl es el numero de replicones implicados de
forma simultdnea en la replicacion de cada cromosoma, asi como los mecanismos de control que coordinan el
proceso en todos ellos. A diferencia del caso anterior, no existe aun una hipodtesis previsible.

Web 11.10. Sentido de la replicacion en los diferentes replicones vy replicacion incompleta de los extremos.

11.3.3.2 Replicacion de los telémeros

La replicacion de los extremos del cromosoma eucaridtico supone el tercer problema de la terminacion, pues,
como se vera en seguida, no puede llevarse a cabo mediante la elongacién por la DNA polimerasa. Este proceso
es, por ahora, el mejor conocido de la terminacién, posiblemente por su mayor trascendencia fisiologica
y patoldgica.

Como ya se ha estudiado, los telomeros son regiones situadas en los extremos de los cromosomas lineales
de la mayoria de eucariotas (pag. 94), a las que se unen ciertas proteinas. Estdn constituidos por una de las
familias de DNA repetitivo no codificante (pag. 116), formando bloques de 1 a 12 kb de longitud, con
unidades de 6 a 8 pb repetidas en tandem centenares o miles de veces. Para entender la implicacion de los
telomeros en la replicacion deben recordarse sus dos caracteristicas principales: la abundancia de repeticiones
en tandem vy el cardcter cobesivo de los extremos (que recuerda, aunque sin relacion funcional alguna, a los
extremos resultantes de la accion de ciertas enzimas de restriccion sobre un DNA, pdg. 215).
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El caracter cohesivo, en forma de salientes 3° en una de las hebras de cada extremo de los cromosomas,
tanto progenitores como filiales, se explica por el mecanismo de replicacion discontinua de la hebra
retardada (v. web 11.10). Como consecuencia adicional de dichos salientes 3’, se produce un acortamiento
progresivo de las hebras de DNA en sucesivas rondas de replicacion.

molécula de DNA de partida
(2 hebras de longitud original)
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2 hebras acortadas
en la longitud de un cebador:
50% “=", 50% “-1"

1
&

1
Lo

W o w
|}
[ ]

L o

dNTP

2 hebras originales,
4 hebras acortadas
en la longitud de un cebador,
2 hebras acortadas en el doble
de la longitud de un cebador:
25% "=",50% "-1", 25% “-2"

2 REPLICACION |

| 2 RepLiCACION |

"-hn.._““\
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

dNTP

=2 5 - 2 hebras originales, - 3
S 3 6 hebras acortadas = 5
§ 5 en la longitud de un cebador, - <
5 3 6 en doble longitud, 2 en triple: - 5'
5 5 12.5% "=", 37.5% "-1*, & 3
& 3 - 37,5%"“-2",12,5% “-3" - 5'
B — - 3
3 i e e S & 5
— D e— - 3
En cada ronda sucesiva de replicacion las hebras nuevas son mas cortas en 5’ que su molde.
Como consecuencia, la longitud del cromosoma se va acortando progresivamente,
11.10 en sus dos extremos o telomeros

E Web 11.11. Acortamiento de los telomeros en la replicacion.

Este acortamiento de las regiones teloméricas (calculado entre 50 y 200 pb por cada division celular) supone
la disminucién progresiva de la longitud del cromosoma a lo largo de sucesivas divisiones celulares, con
el consiguiente problema para la perpetuacion del mensaje genético. Este problema se resuelve en la célula
gracias a la actuacién, también durante la fase S del ciclo celular (Capitulo 8), de un nuevo tipo de enzima,
la telomerasa, que alarga los telémeros, compensando asi la pérdida anterior.
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11.3.3.3 Telomerasa: componentes y caracteristicas

Se ha propuesto que la telomerasa es un resto evolutivo de una ribozima (pag. 71) que pudo servir ante-
riormente para catalizar la sintesis de DNA; también, que pudo suponer un intermediario en la transicién
evolutiva desde las RNA replicasas a las transcriptasas inversas proteicas. Se trata de una enzima de tipo DNA
polimerasa, concretamente una polimerasa de DNA dirigida por RNA (pag. 149) y, por tanto, es una trans-
criptasa inversa (pags. 207 y 223), pero con caracteristicas especiales. En efecto, se trata de una ribonu-
cleoproteina que solo es capaz de sintetizar una secuencia determinada de DNA, y que esta formada por dos
componentes:

1. Componente ribonucleico o “RNA de la telomerasa™ (TR o TER, de telomerase RNA), de tamafio variable
seguin especies (desde 146 nucle6tidos hasta 1.544), que forma parte integral de la enzima. Incluye una
secuencia, caracteristica para cada especie, de 9 a 28 nt y complementaria a la secuencia telomérica
respectiva. Por ejemplo, el RNA componente de la telomerasa humana (hTR) tiene 450 nt entre los que
hay una secuencia rica en C, (5")CCCUAA(3’), complementaria y antiparalela a la hebra rica en G de la
repeticion telomérica (57)TTAGGG(3’). Gracias a ella, como se vera luego, el TR sirve de molde para
la sintesis de nuevas secuencias teloméricas.

2. Componente proteico, que contiene la actividad enzimatica, o “transcriptasa inversa de la telomerasa”™
(TRT o TERT, de telomerase reverse transcriptase). Esta es la actividad telomerasa propiamente dicha. A
diferencia de la transcriptasa inversa virica y del resto de DNA polimerasas, para sintetizar el DNA
telomérico no utiliza un cebador de RNA sintetizado a tal fin, sino que elonga el extremo telomérico
3’ precedente. La segunda diferencia importante es que el molde necesario para su accion es la parte
RNA de la propia enzima (el TR). Generalmente el TRT suele ir acompafado de otras subunidades no
cataliticas, también proteicas.

11.3.3.4 Mecanismo de accién de la telomerasa

Web 11.12. Mecanismo de accién de la telomerasa.

11.3.3.5 Funcionalidad de la actividad telomerasa en las células

En las células somadticas de la mayoria de tejidos adultos apenas existe actividad telomerasa, mientras que si esta
presente en células de la linea germinal, en tejidos fetales y en ciertas células troncales (principalmente,
hematopoyéticas), todas ellas células poco diferenciadas y en rdpida proliferacion. Esto se debe a la regu-
lacion de la expresion génica, al igual que para cualquier otra proteina (Capitulo 18), pero aqui no se nece-
sita entrar en los mecanismos por los que se evita la expresion de la telomerasa, sino que interesa destacar sus
consecuencias.

En ausencia de telomerasa, a medida que las células se van dividiendo —y envejeciendo- sufren un proceso
constante de acortamiento de sus telomeros (pag. 159). Dado el caracter repetitivo y no codificante de éstos,
inicialmente esa pérdida de los extremos de cada cromosoma no tiene consecuencias, pero llega un punto,
agotadas todas las repeticiones teloméricas, en que afecta a regiones codificantes, y entonces la funcién celular
se ve perjudicada y la célula termina por morir. Se ha considerado este acortamiento como parte de un reloj
biolégico o celular que mide el proceso de envejecimiento, “llevando la cuenta” del numero de divisiones hasta
que la célula debe morir, para controlar asi su proliferacién correcta en los tejidos.

Puesto que en la mayor parte de las células de un organismo no hay actividad telomerasa, este acortamiento
es fisiologico y se produce continuamente durante toda la vida de un individuo. En efecto, se ha demostrado que
la pérdida de repeticiones teloméricas aumenta proporcionalmente al ntimero de divisiones mitéticas experi-
mentadas o a la edad del individuo al que pertenecen las células. En consonancia con este hecho, se ha
observado que la introduccion artificial de telomerasa en células somaticas normales repone la pérdida
de telémeros. Se concluye, por tanto, que el acortamiento telomérico esta relacionado de forma inversa con
el grado de inmortalidad celular y, en definitiva, que el envejecimiento es una consecuencia de la pérdida
de telomeros con la edad. Ello estd también de acuerdo con la pérdida acelerada de telémeros observada en
pacientes que sufren varios sindromes de envejecimiento prematuro.
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La telomerasa esta presente, por el contrario, en casi todas las células que proliferan, en especial las células
tumorales, y contribuye, junto a otros factores, a la proliferacion indefinida de los tumores. Asi, el aumento de
actividad telomerasa observado en fases tardias del progreso tumoral puede ser necesario para el crecimiento
del tumor, al impedir la muerte celular.

Por consiguiente, se ha propuesto la inhibicion de la actividad telomerasa como un principio de terapia
antitumoral y la telomerasa se considera una diana terapéutica. Se buscan inhibidores especificos del compo-
nente catalitico de la telomerasa humana, firmacos y factores que actien modulando la telomerasa o cualquier
otro componente asociado a los telomeros. Estos aspectos tienen un gran interés aplicado en relacion con los
problemas de envejecimiento y cancer.

11.4 REPLICACION MITOCONDRIAL

La replicacion del cromosoma mitocondrial humano se realiza por un mecanismo peculiar, diferente al
estudiado para los casos de procariotas y genoma nuclear de eucariotas. Previamente, se deben introducir
algunos conceptos relativos a esta molécula de DNA.

En el cromosoma mitocondrial, circular, una de las hebras posee un mayor contenido de bases purinicas,
por lo que se conoce como hebra pesada o H (de heavy, en inglés), mientras que la otra es la hebra ligera o L
(light). Por otra parte, una zona particular de la molécula recibe el nombre de asa de desdoblamiento o de
desplazamiento, o bucle D (D-loop); se trata de la Gnica region no codificante del DNA mitocondrial, que
desempena el papel de region de control, pues contiene el origen de replicacion de la hebra H y los origenes
de transcripcion de ambas hebras.

La replicacion requiere un cebador, sintetizado por la RNA polimerasa mitocondrial usando la hebra L
como molde (a partir del promotor Py, situado también en la region del bucle D, pdg. 276). Entonces
la DNA polimerasa y comienza la replicacion propiamente dicha a partir del origen Oy, elongando el cebador
para sintetizar la hebra H hija. El progreso de la elongacion requiere la participacion de proteinas ligantes
de DNA monocatenario, mtSSB. Una vez que la horquilla de replicacion ha sobrepasado la posicion del origen
O, se comienza sobre él la replicacion de la otra hebra, empleando como molde la hebra H y sintetizando
la nueva hebra L.

Web 11.13. Replicacion del cromosoma mitocondrial.

La primera caracteristica singular de la replicacion del DNA mitocondrial es que no tiene lugar de manera
especifica en la fase S, sino a lo largo de todo el ciclo celular. Esto concuerda con la division de las mitocondrias
durante la interfase, en desfase con la division de otros organulos y de la célula. Ademas, no todas las moléculas
de DNA se replican una vez por ciclo, sino que lo hacen al azar.

La segunda peculiaridad que diferencia esta replicacion de la del genoma nuclear es su avance unidireccio-
nal, mediante dos horquillas que parten de origenes distintos y avanzan en sentido opuesto sintetizando una
sola hebra cada una. Como consecuencia de este mecanismo, la replicacion también se diferencia de la del DNA
nuclear por ser no simultanea, bifocal y continua (no se forman fragmentos de Okazaki, las dos hebras se
sintetizan como adelantadas).

Replicacion del genoma Replicacion del genoma Replicacion del genoma
Caracter nuclear de eucariotas mitocondrial de eucariotas procariético
Semiconservadora Si Si Si
Simultdnea en ambas Si No Si
hebras
Secuencial Si Si Si
Bidireccional Si No Si
Origen Multiples (multifocal) Dos, uno para cada hebra Unico (monofocal)

(bifocal)

Semidiscontinua Si No (continua en ambas hebras) Si
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