
Genética molecular (I)



EXPERIMENTO DE GRIFFITH
(1928)

En las bacterias virulentas S 
muertas había “algo” capaz de 
transformar a las bacterias R, 
inocuas, en bacterias virulentas 
S. Ese “algo”, llamado por Griffith 
“factor transformante”, tenía 
información para producir un 
carácter heredable en las 
bacterias R, que era la presencia 
de la cápsula (responsable 
de la virulencia). Se trataba, por 
lo tanto del material genético.

Bacterias con cápsula= cepa S
Bacterias sin cápsula= cepa R 

Vídeo

http://www.youtube.com/watch?v=9MslyXIq3Z0


Oswald T. 
Avery

 MacLeod McCart
y

Avery, Mac Leod y Mc Carty fraccionaron las bacterias S muertas por el calor y probaron
una a una cada fracción obtenida utilizándolas como factor transformante en bacterias R.
Solo el ADN produjo la transformación, por lo que quedaba demostrado que era el ADN el
material genético. 

EXPERIMENTO DE AVERY, MAC LEOD Y MC CARTY (1944) 



EXPERIMENTO DE HERSHEY Y CHASE. 1952  (I)

 Alfred Hershey y Martha Chase

Animación del experimento de Hershey y Chase

Hershey y Chase trabajaban con bacteriófagos o
fagos, que son virus que infectan bacterias.  
Sabían que un fago tenia una capa externa de 
proteína y un núcleo interno de DNA. Además, de 
las observaciones con el microscopio electrónico, 
también sabían que durante la infección el virus 
ataca a la bacteria por sus colas e introduce su 
material genético en la bacteria para multiplicarse 
utilizando su maquinaria metabólica. Conocían los 
trabajos de Avery y trataban de determinar cual era 
la causa de la transformación de la bacteria en una 
factoría de fagos: el ADN o la proteína. 

.

Información

http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120076/bio21.swf
http://www.ucm.es/info/genetica/grupod/Basemol/base_molecular_de_la_herencia.htm#Ciclo%20litico


Marcaron radiactivamente dos grupos de 
fagos: uno con 32P (que marca solo el 
DNA) y otro con  35S (que marca solo las 
proteínas). 

En dos experimentos paralelos, infectaron 
bacterias con virus marcados en su DNA y 
con virus marcados en sus proteínas.

Agitaron los cultivos con una batidora para 
separar  las partículas víricas de las 
cubiertas bacterianas.

Luego realizaron una centrifugación para 
separar los fagos de las bacterias, de 
modo que las bacterias,  más grandes y 
más pesadas,  quedan en el sedimento, 
mientras que los fagos se quedan en el 
sobrenadante. 

Encontraron que la radiactividad del 35S 
aparecía en el sobrenadante mientras que 
la del 32P aparecía en el sedimento, a partir 
del cual aparecieron nuevas partículas 
víricas marcadas radiactivamente, lo que 
demostraba que el ADN era el material 
genético.

EXPERIMENTO DE HERSHEY Y CHASE (II)







"Dogma Central de la Biología Molecular"

FLUJO DE INFORMACIÓN GENÉTICA EN LOS SERES VIVOS

La replicación del ADN es necesaria para que la información genética de la célula se transmita
a la siguiente generación. En las células, la información genética se utiliza para sintetizar 
proteínas. La información fluye en una dirección: del ADN al ARN, mediante el proceso de
Transcripción, y del ARN a la proteína, mediante el proceso de Traducción.  

Este esquema de flujo de la 
información genética fue pronto
modificado, ya que en algunos 
virus cuyo material genético es 
ARN, existen enzimas para su
replicación. Además, en algunos
casos, la información no fluye 
del ADN al ARN, sino en sentido
contrario, mediante un proceso
denominado Retrotranscripción
o transcripción inversa, que fue 
descubierto en los virus de ARN 
denominados Retrovirus.  



Cuando Watson y Crick propusieron el modelo de
estructura en doble hélice del ADN, sugirieron 
también un posible mecanismo para la replicación 
de esta molécula:
 -“No se escapa a nuestra comunicación que el 
emparejamiento específico que hemos postulado 
sugiere inmediatamente un mecanismo copiador 
para el material genético“. (traducción de su 
artículo en Nature 25-Abril-1953). Cinco semanas 
después de la publicación de este artículo 
publicaron nuevamente en Nature otro artículo 
explicando 
ese posible mecanismo de replicación:
Nature, 30-Mayo-1953
Debido a la complementariedad de las cadenas, 
cada una de ellas podría servir de molde para la 
síntesis de una nueva cadena complementaria. 
De esta manera se obtendrían dos moléculas de 
ADN idénticas a la molécula original, cada una de 
las cuales contendría una cadena del ADN original 
y otra de nueva síntesis.
Este modelo de replicación es conocido como
Replicación Semiconservativa, para indicar 
que cada molécula hija solo conserva la mitad 
(una de las dos cadenas) de la molécula original.  

LA REPLICACIÓN DEL ADN ES 
SEMICONSERVATIVA

http://www.nature.com/nature/dna50/watsoncrick2.pdf


TRES MODELOS DE REPLICACIÓN DEL ADN

Frente al modelo Semiconservativo propuesto por Watson y Crick (1953) se propusieron otros 
posibles modelos de replicación del ADN: el modelo conservativo y el modelo dispersivo



Para investigar como se replicaba el ADN, 
Meselsohn y Stahl diseñaron un experimento 
basándose en las siguientes premisas:

1-El nitrógeno es uno de los principales 
elementos del ADN.

2-El nitrógeno posee dos isótopos: el 14N, que 
es el más abundante y el 15N (no es radiactivo)
más pesado, que puede incorporarse al ADN.

3-La densidad de las moléculas de ADN 
puede determinarse usando la técnica de 
centrifugación en gradiente de densidad,lo 
que permitiría distinguir el DNA ligero, con 
14N del pesado con 15N.

MESELSON Y STAHL DISEÑARON UN EXPERIMENTO PARA 
DETERMINAR COMO SE REPLICABA LA MOLÉCULA DE ADN

Para obtener el gradiente de densidad sometieron una solución de cloruro de cesio (Cs Cl) a 
una ultracentrifugación durante varias horas. Se alcanza así un equilibrio entre la difusión y la
fuerza centrífuga de manera que se establece un gradiente de densidad en el tubo con una
concentración creciente de Cs Cl desde la boca hasta el fondo del tubo. Si se añade ADN se
concentrará y formará una banda en el punto del tubo donde su densidad sea igual a la del
Cs Cl en ese punto. Si hay varios ADN con densidades distintas, formarán varias bandas.
Las bandas se pueden detectar observando los tubos con luz ultravioleta de longitud de onda
de 260 nm, que es absorbida fuertemente por los ácidos nucleicos. 



Comenzaron su experimento cultivando bacterias E. Coli en un medio con 15N. Después de 
varias generaciones todo el ADN de las bacterias era pesado, más denso que el normal.
Meselson y Stahl transfirieron las bacterias con ADN pesado a un medio con 14N (ligero) y 
observaron la densidad del ADN de las bacterias al cabo de distintas generaciones.
Los resultados obtenidos eran compatibles únicamente con un modelo semiconservativo 
de replicación

EXPERIMENTO DE MESELSON Y STAHL  (1958)





 

Animación del experimento

Otra animación

CONCLUSIONES DEL
EXPERIMENTO

-Si la replicación fuese coservativa
aparecerían dos bandas del  ADN 
de la primera generación (una de
ADN pesado y otra de ADN ligero).

-Si la replicación fuese dispersiva
no obtendrían una banda de ADN
ligero en la segunda generación.

-Los resultados obtenidos solo son
compatibles con el modelo de 
replicación semiconservativa.

La replicación es 
semiconservativa

http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120076/bio22.swf
http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp11/1102001.html


La replicación del ADN es un proceso 
muy complejo, en el que participan 
muchas enzimas y proteínas distintas, 
cada una con una función específica, 
cuyo conjunto se conoce con el nombre 
de Replisoma. El comienzo de la 
replicación requiere el reconocimiento 
por proteínas iniciadoras de una secuencia 
nucleotídica que constituye el origen de 
relicación. 

COMIENZO DE  LA  REPLICACIÓN 

En Procariotas hay un solo origen pero en Eucariotas hay múltiples puntos de origen. Una 
vez reconocido el origen se produce la separación de las dos cadenas en ese punto, 
formándose así una burbuja cuyos extremos se denominan “horquillas de replicación“. 



La replicación es un proceso bidireccional, por tanto, las horquillas avanzan en sentidos 
opuestos, como dos cremalleras que se abren a partir del mismo punto inicial. En las 
bacterias, al ser circular el cromosoma, la replicación termina cuando se encuentran las 
dos horquillas. En los cromosomas eucariotas la replicación se inicia simultaneamente 
en millares de orígenes y termina cuando confluyen los millares de burbujas de 
replicación.

Animación (procariotas)

Animación (en eucariotas) Elige 
el cromosoma a la derecha

 LA REPLICACIÓN ES UN PROCESO BIDIRECCIONAL

http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120073/micro03.swf
http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp11/1102002.html


LA ENZIMA HELICASA SEPARA LAS DOS CADENAS DEL  ADN
Y LAS PROTEÍNAS SSB ESTABILIZAN LAS CADENAS SENCILLAS

Las helicasas son las enzimas encargadas de abrir la doble hélice, rompiendo los 
puentes de hidrógeno. Para ello utilizan la energía del ATP. Su actuación crea una 
horquilla de replicación. Como consecuencia, se genera un superenrollamiento por 
delante de la horquilla y, por tanto, una tensión que será aliviada por las topoisomerasas.

Las proteínas SSB (single-stranded DNA binding proteins o proteínas de union a 
cadena sencilla de ADN) son proteínas encargadas de la estabilización del ADN 
monocatenario generado por la acción de las helicasas, impidiendo así que el 
ADN se renaturalice o forme estructuras secundarias, de manera que éste pueda 
servir de molde para la replicación de la doble hélice

HELICASA

SSB



 A medida que la enzima helicasa abre la doble hélice, las enzimas topoisomerasas van 
disminuyendo la tensión torsional acumulada por el superenrollamiento en el sector no 
replicado de la doble hélice. Lo hacen cortando una o las dos hebras por delante de la 
horquilla de replicación, dejando que giren y volviendo a unir.

LAS TOPOISOMERASAS ALIVIAN TENSIONES POR 
DELANTE DE LA HORQUILLA DE REPLICACIÓN 

Acción de las topoisomerasas sobre el ADN

http://www.cid.csic.es/homes/roca/


CARACTERÍSTICAS DE LAS DNA-POLIMERASAS

Las enzimas que desempeñan el papel principal en la síntesis de las nuevas cadenas de
ADN son las ADN-polimerasas. Presentan las siguientes características:
 
-Necesitan una cadena molde, frente a la cual enlazan nucleótidos complementarios.

-Utilizan desoxirribonucleósidos trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) cuya hidrólisis
(separación de pirofosfato) proporciona la energía necesaria para la formación de los
enlaces fosfodiéster.

-Sintetizan una cadena complementaria a la molde en dirección 5´-3´,es decir, catalizan 
la formación de enlaces fosfodiéster entre el grupo fosfato 5´ del nucleótido entrante
y el extremo 3´OH del nucleótido anterior de la hebra en crecimiento.

-No pueden iniciar por sí solas la síntesis de una cadena, precisan un extremo 3´OH
libre, de un oligonucleótido o pequeño fragmento de cadena, al que unir el grupo fosfato 
del primer nucleótido que colocan y así poder avanzar. Este fragmento se denomina 
cebador o primer y, en la replicación, lo coloca una enzima RNA-pol  llamada Primasa.
El cebador será pues un oligonucleótido de ARN que deberá ser posteriormente eliminado
y sustituído por ADN.

-Tienen actividad exonucleásica, es decir, pueden hidrolizar los nucleótidos terminales de
cualquier extremo de una cadena de ADN. Esta actividad permitirá la corrección de 
errores durante la replicación y la eliminación de los cebadores de ARN. 



Las DNA-polimerasas  requieren una
 
cadena molde de ADN y sintetizan la

cadena complementaria utilizando para

ello los desoxirribonucleósidos trifosfato.

La energía para la formación de los
 
enlaces fosfodiéster la proporciona la

separación de pirofosfato por cada
 
nucleótido añadido. Estas enzimas no

pueden iniciar la síntesis de una cadena

si no existe previamente un extremo
 
3´OH libre al que enlazar el primer
 
nucleótido que colocan.Trabajan pues 

en dirección 5´-3´. Animación

http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp11/1102002.html


La enzima Primasa sintetiza cebadores (oligonucleótidos de RNA) 
antes de la actuación de la DNA-polimerasa, proporcionando así 
un extremo 3´-OH libre que esta enzima pueda alargar



La DNA-pol sintetiza las nuevas cadenas de ADN en dirección 5´-3´. Al ser las cadenas 
del ADN antiparalelas, una de ellas  servirá de molde para la síntesis de una nueva cadena 
que crecerá en sentido 5´-3´, de forma continua a medida que avanza la horquilla, pero la 
otra debería ser sintetizada en sentido 3´-5´, lo cual no es posible. Aquí, la DNA-pol debe 
realizar la copia en dirección contraria al avance de la horquilla de replicación, por lo que se 
sintetiza de forma discontinua, en forma de fragmentos cortos, a partir de sucesivos cebadores 
colocados por la Primasa. Estos fragmentos se denominan, en honor a los investigadores 
japoneses que los descubrieron, fragmentos de Okazaki. La replicación se lleva pues a cabo de 
forma continua en una de las hebras, denominada hebra líder, conductora o adelantada, y de 
forma discontinua en la otra, denominada habra retardada o retrasada.   

LA REPLICACIÓN ES CONTINUA EN UNA CADENA Y DISCONTINUA EN LA OTRA

Animación

The Okazakis and Kornbergs.

 From left, Reiji and Tsuneko 

Okazaki, Alfred and Sylvy 

Kornberg. c1975

http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp11/1102003.html


ELIMINACIÓN DE CEBADORES 
Y UNIÓN DE FRAGMENTOS

Una DNA-polimerasa con actividad
 
exonucleásica 5´-3´, se encarga de
 
ir eliminando los cebadores de ARN
 
y sintetizando al mismo tiempo
 
pequeños fragmentos de  ADN
 
para rellenar los huecos. Finalmente
 
es una enzima Ligasa la que cataliza
 
la formación de los enlaces entre
 
los fragmentos resultantes.   

Animación

http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120076/micro04.swf


Animación de replicación

ESQUEMA GENERAL DE REPLICACIÓN

Vídeo de replicación en youtubeOtra animación

http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120076/bio23.swf
http://www.youtube.com/watch?v=-EGKrYdQEHQ
http://biomodel.uah.es/biomodel-misc/anim/replic/replic7.html


PROTEÍNAS Y ENZIMAS  FUNCIÓN EN LA REPLICACIÓN

Proteínas iniciadoras Reconocen el origen de replicación (secuencia de nucleótidos)

Helicasas
Separan  las dos hebras de ADN, consumiendo ATP para romper 
los enlaces de hidrógeno. Se forman así las “horquillas 
de replicación“

Proteínas SSB
Se fijan a las cadenas separadas impidiendo la renaturalización
del ADN (reasociación de las cadenas por apareamiento de 
bases)

Topoisomerasas
Alivian los estados de superenrollamiento del ADN por delante
de la horquilla de replicación, cortando una o las dos hebras,
permitiendo el giro y volviendo a sellar

RNA-Primasas
Inician la copia de la hebra molde colocando un oligonucleótido    
“cebador“ de ARN

DNA-Polimerasas
Replican el ADN en dirección 5´-3´ de forma continua en una de 
las hebras (cadena adelantada)  y discontinua en la otra (cadena 
retardada) mediante fragmentos de Okazaki. Además tienen 
actividad exonucleásica, lo que permite la corrección de errores.
Una DNA-Pol elimina cebadores y rellena los huecos con 
oligonucleótidos de  ADN.

DNA-Ligasas Unen los fragmentos en la hebra retardada



Si durante la replicación la DNA-pol  inserta un 

nucleótido erróneo, puede reconocer su incapacidad 

para enlazarse al nucleótido complementario de la 

hebra molde. Entonces “retrocede“  y  elimina por 

hidrólisis  el nucleótido  erróneo,  gracias a  su  

actividad exonucleásica 3´-5´. A continuación 

introduce el nucleótido correcto. La adición de cada
 
nucleótido es comprobada a medida que la DNA-pol 

se desplaza a lo largo de la cadena molde, lo que 

garantiza la fidelidad de la replicación, que transcurre 

con un error no superior a 1 por cada 109 -1010 

nucleótidos.

CORRECCIÓN DE ERRORES DURANTE LA REPLICACIÓN



LA DNA-POLIMERASA DEBERÍA TRABAJAR EN DIRECCIONES OPUESTAS
 A MEDIDA QUE AVANZA LA HORQUILLA DE REPLICACIÓN 



COORDINACIÓN DE LA DIRECCIÓN DE SÍNTESIS DE AMBAS CADENAS DE ADN
(mediante la formación de un bucle en el molde de la cadena retardada)

Animación de coordinación 

http://www.youtube.com/watch?v=PM3D1U0MVPM&NR=1


ESQUEMA GENERAL DEL PROCESO DE REPLICACIÓN



Las moléculas lineales de  ADN tienen problemas para replicar sus extremos, ya que las 
ADN polimerasas necesitan un extremo 3' OH al que ir añadiendo nucleótidos. Uno de los 
extremos de cada molécula (el extremo 5') se puede copiar sin problemas debido a que 
viene cebado desde atrás, sin embargo, el extremo contrario (extremo 3') no podría 
replicarse ya que no puede ser cebado desde atrás. Como consecuencia quedaría un corto 
segmento al final sin copiarse y se iría acortando el ADN por ese extremo en cada ronda de 
replicación

PROBLEMAS EN LA REPLICACIÓN DE LOS EXTREMOS DEL ADN EUCARIÓTICO



SOLUCIÓN A LOS PROBLEMAS DE REPLICACIÓN DE LOS EXTREMOS 
DE LOS CROMOSOMAS EUCARIÓTICOS: LA ENZIMA TELOMERASA

Los telómeros eucarióticos (extremos de los 
cromosomas) contienen una secuencia corta 
rica en Guanina repetida cientos de veces.
Esta secuencia es añadida por una enzima
denominada Telomerasa. La telomerasa es
una enzima transcriptasa inversa que lleva 
una corta secuencia de ARN que sirve de
molde para sintetizar esa secuencia repetida.

La adición de estas secuencias 
cortas que lleva a cabo la 
Telomerasa contrarresta la 
tendencia al  acortamiento de 
los telómeros durante la 
replicación normal.
En las células somáticas no hay
actividad telomerasa. Esta está
presente en tejidos fetales, 
células madre y también en 
células tumorales.

Animación de Telomerasa

http://www.bionova.org.es/biocast/documentos/figura/figtem19/telomerasa.gif


Elizabeth Blackburn y Carol Greider 
descubrieron en 1984,  la enzima 
telomerasa, que aislaron un año 
después. Por este descubrimiento 
recibieron, junto a Jack Szostak, el
Premio Nobel de Medicina en 2009. 

BLACKBURN, GREIDER Y SZOSTAK  RECIBIERON EL NOBEL EN 2009 
POR SUS TRABAJOS SOBRE LOS TELÓMEROS  Y LA TELOMERASA



Durante la replicación del DNA eucariótico
son necesarias, además de las enzimas 
estudiadas, las enzimas para sintetizar 
las histonas que forman parte de los 
nucleosomas. 

Las histonas que ya estaban presentes 
permanecen en la hebra conductora y 
las recién sintetizadas forman nuevos 
nucleosomas en la cadena retardada.

LA REPLICACIÓN DEL ADN EUCARIÓTICO SE ACOMPAÑA DE
LA REPLICACIÓN DE LAS HISTONAS PARA FORMAR LA CROMATINA



COMPARACIÓN DEL PROCESO DE REPLICACIÓN EN PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

Un solo origen de replicación Múltiples orígenes de replicación

Fragmentos de Okazaki más 
grandes (de 1000 a 2000 

nucleótidos)

Fragmentos de Okazaki más 
pequeños (de 100 a 400 

nucleótidos)

Más rápido 
(500 nucleótidos/seg)

Unas 10 veces más lento 
(50 nucleótidos/seg)

DNA sin histonas DNA con histonas

Procariotas Eucariotas



REPLICACIÓN DE ADN IN VITRO: LA PCR (REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA)

Es una técnica desarrollada por Kary Mullis en 1983 (por la que recibió el premio Nobel  de 
Química en 1993) que permite obtener un gran número de copias  a partir de un fragmento de 
ADN, aunque se encuentre en cantidad mínima, en un corto intervalo de tiempo.
Para esta reacción se necesita disponer, además de la muestra de ADN que se va a amplificar, 
de: 

-Iniciadores o cebadores: pequeñas moléculas de 
ADN de cadena sencilla complementarias a cada 
uno de los extremos 3´ de la región que se quiere 
copiar.

-Una ADN-polimerasa termorresistente, aislada de 
la bacteria termófila Thermus aquaticus, llamada 
Taq-polimerasa, capaz de resistir las elevadas 
temperaturas a las que se somete la mezcla de 
reacción. 

-Una mezcla equimolecular de los cuatro nucleótidos 
trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). 

Los tubos de la mezcla de reacción se introducen en 
un aparato llamado “termociclador“ que, de forma 
automática, realiza ciclos de tres pasos. Cada ciclo 
dura unos 5 minutos, y con 20 a 30 ciclos se dispone 
de suficiente material para el análisis posterior.

Kary Mullis.



CICLOS DE LA PCR 

 
EL termociclador realiza ciclos de tres pasos:

1º-Desnaturalización, elevando la 
temperatura a 94ºC durante aprox. 1 minuto.

2º-Apareamiento de los cebadores 
con los extremos 3´, al bajar la temperatura 
hasta 40º-60ºC, durante unos 0,5-2 minutos.

3º-Extensión o replicación, catalizada 
por la Taq-pol, aumentando la temperatura a 
72ºC durante 1-2 min.

Animación de la PCR

Otra animación

http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120078/micro15.swf
http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/pcr.html


1.Secuenciación: la PCR  permite obtener suficiente cantidad de ADN molde para su 
secuenciación. 
   
2.Estudios evolutivos: la PCR permite amplificar genes de organismos ya extinguidos  o 
de restos antiguos humanos para compararlos con los genes semejantes de organismos 
actuales y poder reconstruir árboles filogenéticos. La PCR también se ha utilizado para 
conseguir el mapa del genoma humano. 

3.Huellas genéticas. La PCR permite amplificar muestras de ADN para la determinación 
de las huellas genéticas .  Esta técnica se aplica en Medicina legal, con el fin de identificar 
individuos a partir de muestras biológicas, como sangre, semen, piel o cabellos. También 
se utiliza en las pruebas de paternidad.

4.Detección de infecciones víricas, antes de que 
causen síntomas o se desarrolle una respuesta 
inmunitaria.
   
5.Diagnóstico prenatal de enfermedades genéticas. 

ALGUNAS APLICACIONES DE LA PCR
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