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Watson e Crick




Meselson e Stahl demostraron experimentalmente
en 1958 o modelo que era vadlido, para explicar
a replicacion do ADN.

Meselson y Stahl

Cultivaron a bacteria Escherichia
coli nun medio con nitroxeno
pesado (°Nitréxeno) que é madis
pesado que o is6topo mdis comun:
o 1“Nitrdxeno).

As bacterias transferironse logo
a un medio con “N.
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Segundo o 1° Experimento Meselson e Stahl queda
rexeitado o modelo de replicacion conservativa
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A duplicacion do ADN prodicese de acordo
coas seguintes caracteristicas:

QE semiconservativa segundo quedou confirmado cos
experimentos de Meselson y Stahl.

Replicaciéon semiconservativa WY
Hélice orixinal E’*‘“;"q
.,
de ADN -4
E. - 1
- -.'\_“;:IL:‘
N N
- = P~
Héelices de ADN logo dun 2 €2
: Ny < P
ciclo de replicacion N Oy
4 =4
’ . W _"l
'l:*.‘: H:h\‘h‘ l""-""--:l




 Bidireccional: a partir dun punto dado do cromosoma, a
replicacion progresa en dulas direccions.
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0 En virus e bacterias existe un Unico punto de inicio da
replicacion, mentres que en eucariotas hai varios.
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Replicacidn en eucariotas. As frechas indican os extremos dos ollos de
replicacion.



O A iniciacion da sintese de cada cadea e de cada fragmento
require dun cebador ou primer (ARN).

Enzimas

ARN cebador




0 A replicacion avanza por adicion de desoxirribonucledtidos-

monofosfato no sentido 5'>3".
Utilizanse desoxirribonucledtidos-trifosfato que aportan a
enerxia necesaria para a reaccion e eliminanse dous fofatos.
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O Semidiscontinua: unha cadea replicase de forma continua e a
complementaria de modo discontinuo (fragmentos de Okazaki).
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Elementos que intervefien na replicacion do ADN

Para que se leve a cabo a replicacion do DNA nas células
requirense os seguintes elementos:

*ADN orixinal que servira de molde para ser copiado.

Helicasas: encimas que desenrolan a cadea de ADN.
Topoisomerasas, separan as cadeas de ADN.

‘Proteinas SSB, (single strand-binding) (estabilizadoras)
manteiien as ddas cadeas do ADN separadas.

Helicasa desenrrollando la doble helice

Horquilla de replicacion



-ADN polimerasas

*Desoxirribonucledtidos trifosfato, que se utilizan como fonte
de nucleétidos e ademais aportan enerxia.

-ARN-polimerasa ou primasa: fabrica os cebadores, pequenos
fragmentos de RNA que serven para iniciar a sintese de DNA.

‘Ribonucledtidos trifosfato para a fabricacién dos cebadores

‘DNA-ligasa: une fragmentos de DNA.

* O conxunto de encimas e proteinas que intervén na replicacion do
ADN, denominase replisoma.



*ADNs-polimerasa: catalizan a formacion de enlaces fosfodiéster
entre nucledtidos e van engadindo o nucleétido complementario ¢
da cadea molde.

*Repara errores da sintese do ADN.

Completa con desoxirribonucledtidos o oco resultante 6 eliminar o
ARN cebador.
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Helicasa

Primasa
SSB

Topoisomerasa
( DNA girasa )

Holoenzima DNA
polimerasa II1

DNA polimerasa [

DNA ligasa

Desenrolla la doble hélice

Sintetiza el RNA cebador

Estabiliza las regiones de hebra
sencilla

Introduce superenrollamientos
negativos
Sintetiza DNA

Elimina el cebador y rellena
huecos

Une los extremos del DNA




Formacién do enlace de
unién entre nucleétidos




MECANISMO DE DUPLICACION DO ADN EN PROCARIONTES

O ADN en procariotas € bicatenario e circular e a stia replicacion ocorre
en tres etapas:

1* etapa: a doble hélice desenrolase e abrese, no punto ori-c (orixe da
replicacion).

*Por accion das helicasa, topoisomerasas e as proteinas SSB, o
ADN desenrolase e separa as duas cadeas da dobre hélice,
rompendo as pontes de hidroxeno entre bases complementarias.
Foérmase o furco ou burbulla de replicacion

2% etapa: sintese de duas novas cadeas de ADN.

A ADN polimerasa ¢ incapaz de iniciar a sintese de ADN,
necesita un cebador (ARN) que ¢ sintetizado por un ARN
polimerasa (primasa). A ARN-polimerasa fabrica pequenos
fragmentos de RNA complementarios do ADN orixinal. Son os
chamados "primers" ou cebadores, duns 10 nucledtidos, 6s que se
engadiran desoxirribonucleotidos. Este cebador ¢ eliminado
posteriormente.



 Actiian as ADN polimerasas para sintetizar as novas cadeas en sentido 5°-3".

A cadea 3°-5" ¢ copiada por unha ADN polimerasa sen ningln tipo de problemas
(cadea conductora).

A cadea 5°-3" non pode ser copiada directamente, isto solucionase lendo
pequenos fragmentos (fragmentos de Okazaki), que posuen entre 1000-2000
nucleotidos) que crecen no sentido 5°-3"e que mais tarde se unen . Esta ¢ a cadea
retardada, chamada desta forma porque a sua sintese € mais lenta.

Posteriormente, una ADN pol actiia como exonucleasa eliminando o cebador € 6
mesmo tempo actila como polimerasa completando o oco con novos dNTP.

ESQUEMA DE LA REPLICACION DEL ADN
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3? etapa: correccion de erros e union dos fragmentos de Okazaki
pola ADN-ligasa.

* A medida que se van sintetizando as cadeas e unindo os
fragmentos orixinase a dobre hélice, de forma que 6
finalizar o proceso libéranse dous moléculas identicas de
DNA, cunha cadea vella e outra nova.
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O mecanismo de replicacion confirma que o ADN molde autoduplicase
exactamente, formando duas novas moléculas con 1déntica informacion
xenetica.

A O E
0
L Sintese pola DNA- Union de todos os
0 e i AU polimerasa da cadea fragmentos pola
hOl‘q.lHlli.l,de conductora (esquerda) e DNA-ligasa
replicacion da cadea retardada en

fragmentos de Okazaki
(dereita)
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ADM ligasa

ADN polimerasa | Hebra melde (5°- 37
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DUPLICACION DO ADN EN EUCARIONTES

Segue 0 mesmo esquema basico para o mecanismo, ainda que ofrece
algunhas diferencias destacables:

A célula eucariota contén mais ADN e as suas moléculas teiien maior lonxitude,
debido a isto, a replicacion comeza simultaneamente en varios 'puntos de orixe', co
que se acurta o tempo do proceso, formandose numerosas horquillas de
replicacion. O ADN de eucariotas consta de replicons (unidades de replicacion)

alifiados un tras outro (6 redor de 100 replicons por cromosoma).

ESQUEMA DE REPLICOMNES

ADHN original {

ADN nueve {

ADN nuevo { N
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* Os fragmentos de Okazaki son mais pequenos que en procariotas (6 redor de
100-200 nucleotidos).



MECANISMOS DE REPARACION

O nivel de fidelidade das copias de ADN ¢ moi
alto debido a:

-A especificidade encimatica da maquinaria
replicativa.

-A correccion de erros das ADN-polimerasas.
Tenen  actividade  exonucleasa.  Detectan

nucleodtidos incorrectos e os eliminan.

-Mecanismos de reparacion-postreplicativos.
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