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REPLICACION DEL ADN

Lareplicacion del ADN es el proceso segun el cual una molécula de ADN
de doble hélice da lugar a otras dos moléculas de ADN con la misma
secuencia de bases.

La replicacion se produce durante la interfase en el llamado periodo 8 o de
sintesis de ADMN. En él, la doble hélice se abre en diversos puntos llamados ojos
de replicacidon, es en ellos donde se produce la sintesis del ADMN .
Simultaneamente se transcriben los genes necesarios.
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REPLICACION CONSERVATIVA DEL ADN

Replicacion

ADN original ADN original ADN copia



REPLICACION SEMICONSERVATIVA DEL ADN

Replicacion

|

ADN original ADN copia ADN original
y original y copia



Mathew Meselson

1) Meselson y Stahl
cultivaron bacterias E.
coli en un medio con °N
(nitrogeno pesado)
durante cierto tiempo
para que todo el ADN
estuviese formado por
dos hebras de N (1°N-
5N) mas pesadas. Si se
centrifuga, este ADN mas
pesado migra hacia el
fondo del tubo y se
obtiene el resultado que
se observa en la figura.

EXPERIENCIAS DE MESELSON Y STAHL
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EXPERIENCIAS DE MESELSON Y STAHL

2) A continuacion se
cultivan las bacterias en
nitrégeno 14 (1*N) mas
ligero durante 30
minutos, lo que dura un
ciclo de replicacion. Si

la hipotesis de la sintesis
conservativa fuese la
correcta se deberia
obtener lo que se
observa en la figura, una
banda de ADN pesado
15N-15N) y otra con ADN
ligero ('*N-14N) pero...
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EXPERIENCIAS DE MESELSON Y STAHL

3) ...lo que se obtiene
en realidad es lo que se
observa en la figura: una
sola banda en posicién
intermedia pues esta
formada por ADN mixto
("°N-14N). Esto es, todas

las células hijas tienen un
ADN con una hebra con
5N vy otra con '*N .

La hipotesis semi-
conservativa era la
correcta.
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EXPERIENCIAS DE MESELSON Y STAHL
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REPLICACION DEL ADN

La ADN-polimerasa une nucledticos solo en sentido 5" -3". Por ello,
las hebras del nuevo ADN son complementarias y antiparalelas.

T Ori = origen de replicacion
(secuencia especial de nucleétidos)

—O—y Horquillas de replicacion
e e

J'/ \

"\. \
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~0— Burbuja de replicacién

Las células eucariotas poseen muchos orv.
El ADN bacteriano posee un solo ori.




REPLICACION

DEL ADN EN BACTERIAS
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En las células procariotas

burbuja de replicacién

origen de replicacion

-

Punto de origen de
\ la replicacion

horquillas de replicacion

O O %

Desenrrollamiento

&

\/

Cadenas dobles de ADN

Cadenas dobles de ADN

Cadenas dobles de ADN

conteniendo una cadena

progenitora y una cadena
nueva






© REPLICACION DEL ADN

© Etapas de lareplicacion del ADN
en bacterias

1. Iniciacion: aperturay desenrollamiento del
ADN.

2. Elongacion: sintesis de dos nuevas cadenas
de AND.

3. Correccion de errores.




@ INICIACION: APERTURA Y DESENROLLAMIENTO DEL ADN

Origen Unico de replicacion

Replicacion Semiconservativa y Bidireccional en £. cofi |

oriC oriC oriC

PC :‘l’ Generacidn

Un punto de origen (Ori C) ¥ dos puntos de crecimiento (PC)
El cromosoma de E. Coli es un Replicon (unidad de replicacion

Horquillas de replicacion



ENZIMAS IMPLICADAS EN LA FASE DE INICIACION: REPLISOMA
Hebra de ADN

ATP asa

Rompe los puentes de H entre
Helicasa —>  ambas hebrasy las separa.

e
Leen la secuencia de cada }
cadenaly elaboran dos

: : / o & Ay
copias complementarias. / \ | \ / j/
3/‘ \ \ Girasas

Topoisomerasa ‘
Proteinas
estabilizadoras

ADN polimerasas l (SSBP)
Mantiene la separacion de las dos hebras,

evitando autoapareamientos, y permitiendo que se
inicie la horquilla de replicacion.

\ 4
Elimina las tensiones y los
superenrollamientos que se

producen al romperse la hélice.




ENZIMAS IMPLICADAS EN LA FASE DE INICIACION: REPLISOMA

Elimina las tensiones y los superenrollamientos que se
producen al romperse la hélice.

Topoimerasas

\ e Girasas

Origen de replicacion

Helicasa l,

Rompe los puentes de H entre

(Proteinas
ambas hebras y las separa.

estabilizadoras)

J

Mantiene la separacion de las dos hebras, evitando autoapareamientos,
y permitiendo que se inicie la horquilla de replicacion.




Consiste en el desenrollamiento y apertura de la doble hélice de ADN

Origen de replicacidn (sefial de iniciacion)

/ Ori C Evitan las tensiones debidas a un superenrrollamiento

NN INININ TN INININ I TN IN TN TN TN TN TN TN S | Girasa
O . Topoisomerasa

° . Q Proteinas "l X

especificas

Horquilla de
replicacion

Proteinas SSB

Impiden que el ADN
se vuelva a enrollar

)
Helicasa

\

La helicasarompe los
enlaces de hidrogeno

Burbuja de
entre las bases y abre la replicacién

doble hélice

Las proteinas
especificas se
unen al punto
de iniciacién




LA HELICASA DESENROLLANDO LA HORQUILLA DE REPLICACION
N‘&\ . .4




€ FASE DE ELONGACION. POLIMERASAS IMPLICADAS

Junto a las enzimas que participan en la iniciacion, en esta fase actuan

las ADN polimerasas.

POLIMERASAS

Funcion NUCLEASA

Funcion EXONUCLEASA

Direccién Funcion Direccidon Funcion
5'_y 3’ Elimina el

cebador

POLIMERASA |

5_y 3’ RepJICB.C_IOH 3, 5 Correccion
O sintesis de errores
POLIMERASA I 3'_y 5’ Correccion
de errores
POLIMERASA i SN e

de errores




Sintesis de la cadena adelantada

FASE DE INICIACION

IlllllllllllllllllIllllllllllllﬁﬁﬁ%’

(o
ARN polimerasa lll ‘??, »

Fragmentos de OKASAKI

5
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FASE DE ELONGACION




FASE DE ELONGACION. SINTESIS DE LAS NUEVAS HEBRAS
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PRIMER PROBLEMA A RESOLVER POR LA ADN POLIMERASA III

La ADN-polimerasa lll puede sintetizar ADN in vitro,
pero no de novo, es decir, solo puede elongar cadenas.
Por ello, toda nueva cadena de ADN comienza por un
fragmento de ARN (el “primer”) (pues el ARN se puede
sintetizarse de novo gracias a la ARN polimerasa =
primasa), que actia como cebador o iniciador; este
primer sera después eliminado.

"' .
N\

ARN Primer

El cebador, mas proclive al error, es un ARN,
va que puede detectarse y eliminarse
facilmente por la ADN polimerasal I.




SEGUNDO PROBLEMA: EL CRECIMIENTO BIDIRECCIONAL

Como era posible que las dos hebras de la horquilla crecieran en
paralelo, ya que, al ser antiparalelas, si una crecia en sentido
5° -3, la otra debia hacerlo en sentido 3°-5".

origen de replicacion

burbuja de replicacion
horquilla de replicacion

cadena atrasada cadena adelantada

Cadena origen de replicacion

de sintesis Fragmentos
continua de Okazaki



SOLUCION AL PROBLEMA: LOS FRAGMENTOS DE OKAZAKI

Sintesis Semidiscontinua |

5 ¥ 5 ¥

| |
Hélice
retardada
Helice Hélice
Conductora Conductora

gl L LY
5’ /'
Cebador Fragmento de
“Primer” Okazaki

Los fragmentos de Okazaky son sintetizados al principio por la ARN-polimerasa, y
después por la ADN-polimerasa, en direccidon 5°-3". Los fragmentos pierden su
ARN y se unen, por lo que aparentemente la hebra crece en direccion 3°-5".




SOLUCION AL PROBLEMA: LOS FRAGMENTOS DE OKAZAKI

Fragmento
de Okazaki

5|
Hebras molde /3
3 N #<_ARN

3
3! 3'5 \
5 ADN
r
Comienza la sintesis :
de un nuevo framg.

de Okazaki.



SOLUCION AL PROBLEMA: LOS FRAGMENTOS DE OKAZAKI
=

|
Z Alargamiento
del fragmento

3" -
5" de Okazaki a partir
del ARN cebador.
\5.
3l
' /5-
3!

Hebra retardada /

-

g . Comienza la sintesis
de un nuevo fragmento

de Okazaki.

Hebra conductora Sk



LOS FRAGMENTOS DE OKAZAKI

En la hebra retardada, la ADN-polimerasa lll recorre las hebras molde en
sentido 3°- 57, uniendo los nuevos nucledtidos en el extremo 37, de modo
que la nueva hebra crece en sentido 5°- 3°.

5’

Una de las hebras se
sintetiza de modo continuo.
Es la conductora o lider.

gy = 3!
La ADN polimerasa necesita un ' ] ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ i

fragmento de ARN (cebador o
primer) con el extremo 3’ libre
parainiciar la sintesis.

La otra hebra se sintetiza de modo
discontinuo formandose fragmentos que
se uniran mas tarde. Es la retardada.
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RESUELTO EL PROBLEMA DEL CRECIMIENTO BIDIRECCIONAL

Horquilla de replicacion Burbuja de replicacion

Replicacion Bidireccional ‘

5, \ pc 3,

3!

Cebador Fragmento de Hélice Hélice
“Primer” Okazaki conductora retardada

PC = Punto de crecimiento {(Horquilla de replicacion)



ENZIMAS IMPLIDADAS EN LA ELONGACION

5 Partiendo del primer, empieza a sintetizar
una hebra de ADN en sentido 5°-3" (hebra

ADN polimerasa lll conductora o lider).
Cadena adelantada /

Topoisomerasa

AR

DNA parental

Molde de la cadena )
adelantada Helicasa —__

Primasa de RNA

Primer (cebador)

"

Molde de la cadena

retrasada ( 4 Proteinas de umen— Primasa (ARN-polimerasa)
«\" i® A X a DNA de cadena
5 | l 5 880 .S.SBP sencilla
\) ' '
Primosoma
Fragmento
de Okazaki

ADN pollmerasa 1]l M

Sintetiza el primer

Sintetiza los fragmentos de (10 nucleétidos de ARN) - cebador

Okazaky (hebra retardada).




ENZIMAS IMPLICADAS EN LA HEBRA RETARDADA

ARN-polimerasa (primasa)

nuclétidos de ADN en su lugar

Retira el primer y afade

A

—Qt’

ARN-polimerasa (primasa)

/
Actividad AON P°'T Aom
exonucleasa

ADN -polimerasa lll

ADN Pol

RN

\

Une los dif. fragmentos
de Okazaky sintetizados

ADN- Ilgasa 5
ADN-polimerasa | )K /




@ La primasa sintetiza un cebador en cada @ Las ADN polimerasa comienzan la sintesis
hebra de la burbuja de replicacion. de la hebra conductora por el extremo 3’ de
cada cebador.

Cebador

. ; 5' ,
) & 3 ﬂ
Primasas " ; -
—< ’: — S *
e
Cebador

@ La primasa sintetiza un nuevo cebador @ La ADN polimerasa comienza a sintetizar un
sobre cada hebra retardada. fragmento de ADN a partir del nuevo cebador.
Hebraretardada

s _Z& @ 8 ¥ -

Hebra retardada

@ Cuando la ADN polimerasa llega al cebador @ Laligasa une los fragmentos de ADN.
de ARN, lo elimina y lo reemplaza por ADN.

¥ Nuevo cebador

' 4 \é / :‘( ; % 3

/_‘ ‘7" S ' Ligasas ’\a :

N __/? N \A—//
——— )

Nuevo cebador




ADN-ligasa

ADN-polimerasa I Hebra molde (5~ 39

ADN-polimerasa ITI

ARN-poIimer'Aasa (primasa)
Proteinas /

Hebra retardada

Fragmento Fragmentos
: del ARN cebad
de Okazaki "

Hebra conductora o lider

ADN-polimerasa III
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€© CORRECCION DE ERRORES

La replicacion del ADN por las ADN polimerasas debe ser exacta,
rdpida y fiel, pues de ello depende que la informacion genética se
transmita con fidelidad de generacion en generacion.

Como los errores en la sintesis del ADN son inevitables, en el complejo
multienzimatico del replisoma existen enzimas correctoras “vigilando” lo que
hace la ADN polimerasa Ill, detectando y corrigiendo las secuencias errdneas,

mediante la correccion de pruebas y la correccion postreplicativa.




CORRECCION DE PRUEBAS POR LAS ADN POLIMERASAS I Y III

Las enzimas ADN polimerasas | y lll, ademas de polimerizar (funcidn nucleasa),
son autocorrectoras: “miran” hacia atras antes de incorporar el nucleoétido
siguiente y, si detectan un error en el apareamiento, eliminan el ultimo
nucleodtido (funcidn exonucleasa) e introduce el nucledtido adecuado.

@

dNTPs

Funcion Correctora de Pruehas
ADN pol 5 > 3’ Exonucieotidica 3’ - 5’

» Hélice % 3’ Hélice Hélice &’ 3’ Hélice
: nueva T A molde nueva T A molde

0 A BRIT AT

A T A T

C G C G

G C G C

- . C G C G

exonucleasa 5 ---> 3
.. cebador g g g g g
. +“ r—

5" G C > G C

molde 2 } Seretirala Ay se A T

exonucleasa 3' > 5’ LaPolimerasaha  , B ;  IMroducela® 2 }

correccion (proofreading) introducido una A A T A T

que no corresponde | A A

5 3 A C aak” G C

5 ¢ & ¢

molde 3 OH 5 3 OH 5

En E. Coli, las polimerasas | y lll cometen un error de apareamiento por cada
10 nuclétidos adicionados. Su actividad autocorrectora reduce el error de
apareamiento a uno por cada 102 nucledtidos adicionados.



CORRECCION POSTREPLICATIVA DEL MAL APAREAMIENTO

Esta correccion se realiza por enzimas
correctoras del replisoma, las cuales
detectan el nucledtido mal apareado
porque, mientras la hebra molde (parental)
tienen metiladas las adeninas de las
secuencias GATC, existe un lapso de tiempo
en el que las adeninas de las secuencias
GATC de la hebra réplica estan aun sin
metilar. En este intervalo las enzimas
correctoras descubren los posibles errores.

Una enzima endonucleasa corta el
segmento en el lugar donde el nucledtido
mal apareado va a ser eliminado.

Adeninas metiladas

./ (cadena molde)\

GATC G ____GATC

CTAG T / " "CTAG
Error
de apareamiento

Desenrollamiento
de la secuencia errénea

Endonucleasa



CORRECCION POSTREPLICATIVA DEL MAL APAREAMIENTO

ADN polimerasa |

Por ultimo, la secuencia correcta se AT ___GAT
regenera cuando la ADN polimerasa | & ] @iljNE §
rellena el hueco y la ADN ligasa vuelve a TN R ¥
unir los segmentos de la hebra réplica. s o o e e

Eliminacién

La correccion postreplicativa de.la secuencia
aumenta por 100 la exactitud de la Incorrecta
réplica, cometiéndose un error por

cada 10%° pb.




REPLICACION

DEL ADN EN EUCARIOTAS
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LA REPLICACION DEL ADN EN EUCARIOTAS

Es similar a las bacterias: es semiconservativa y bidirecional.

Ojos de replicacion z
=

: ' 2
T i !
Vogh W ‘
/fJﬁ S Cromosoma
. \ (doble hélice de ADN)
f/oﬁo/d) Wﬂ/ replisomas

En el ADN de las eucariotas se abren varios ojos de replicacion
simultaneamente, llamados replicones.




En las células eucariotas

5(

Sl

-— —..‘—

B AT TN b il

5(
burbuja de replicacion

horquillas de replicacion

Mi’iitiples origenes de replicaciéh en los cromosomas eucarioticos |

Origen Origen Origen Origen
4| <4 | < | —> -

—’
AR S, S, o
R TS B T

FAN > 5 S PAN A

B N M R,
Replicon Replicon Replicon Replicon



Burbuja de replicacion
en procarotas
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Burbujas de replicacion
en eucariotas

Las erchas indican Ios extremos de Ios ojos de replicacién
) : a'J qk.r

~$$~.':
>¥ ‘.




o
o
O

o

LA REPLICACION DEL ADN EN EUCARIOTAS
Es muy parecida a las bacterias, salvo en algunas diferencias:

La replicacion se inicia simultdneamente en varios puntos del cromosoma llamados replicones.

Existen cinco tipos de ADN polimerasas (a., B, v, 8,y €).

Las histonas se duplican durante la replicaciéon. Junto al ADN formaréan el nucleosoma. Los
nuevos nucleosomas se incorporan a la hebra retardada y los viejos en la conductora.

_ : o
Cuando se elimina el Gltimo g A — ——3 o
cebador, la ADN polimerasa 5 3 o E
no podra rellenar el hueco, al 5¢ - 5 @
no poder sintetizar en o
) sy e Cebador Ultimo cebador
direccion 3’ - 5.
F -3
: B e Y
Debido a esto el extremo del Qg =
cromosoma (teldmero) se va — 5
agortando Fa_lda vez que la La ADN polimerasa polimeriza Eliminacion de
celula se divide. Esto se desde el extremo 3’ libre G cebadores
asocia al envejecimiento y
muerte celular. z -3
— — "5,—Hebra mas corta

e

E .5’




El ADN se asocia a las histonas formando los nucleosomas.
La replicacion es mas lenta que en las procariotas.

B, - Fragmento
¢ Horquilla $4— de Okazaki

ADN

La hebra conductora o lider polimerasa

se asocia a las nucleosomas
antiguos.

Los nuevos nucleosomas
se incorporan a la hebra
retardada.

¢ conductora b, Hebra molde

J Histona

Histona nueva

antigua

= Mebra
retardada



TELOMEROS: ENVEJECIMIENTO Y MUERTE CELULAR

Los cromosomas eucarioticos son lineales y presentan en sus
extremos los telomeros, constituidos por secuencias repetitivas.
Cuando se replica el ADN lineal, los extremos 5 de los telomeros

no pueden ser replicados.

5"
5° 3
Cadena lider: sintesis continua
Cadena retardada: sintesis discontinua _—~ ™ _
3 5 extremo sin
replicar
5° 3.,

P e W

Cuando se elimina el ARN cebador del extremo 5°de cada una de las hebras
recién sintetizadas, el hueco que queda no lo pueden rellenar las ADN
polimerasas, porque no encuentran extremos hidroxilos 3° libres sobre los que
adicionar nuevos nucledtidos.




DUPLICACION A NIVEL DE LOS TELOMEROS

Cadena molde

—m 3’
3 _-I 5
l Cadena retrasada l_jRN A

incompleta recién

: : dor
sintetizada cebado

EE EEFEEESFEEEDBDEERE

4 F By
La telomerasa agrega
repeticiones adicionales
a la cadena molde
5’ BFEEEFEEFEEFEEEREEEFKS
3'

La smtesus de DNA apartur del
REPARACION DEL DNA RNA cebador completa la cadena
retrasada

3'

Extremo del cromosoma replicado




EL ACORTAMIENTO DE LOS TELOMEROS Y LA APOPTOSIS

Al no poder replicar los extremos, el telomero se va acortando en
cada ciclo de replicacion durante la fase S del ciclo celular. Ello se
relaciona con el envejecimiento y la apoptosis o muerte celular
programada.

: ' 5,

No se puede cebar.

Se acorta en cada —> -- = - ) >
replicacion. 3o ¥y ¥y ¥
3 5 3 5 3 5 3 No se puede cebar.
-I-—--I-I €— Seacortaen cada

replicacion.

5’ 3’

Cuando se produce la pérdida de una cantidad importante de material genético
de los telomeros, quedan al descubiertos los extremos “pegajosos” de los
cromosomas. Estos se unen unos con otros y se altera el reparto equitativo de
los cromosomas durante la mitosis. Entonces la célula activa el mecanismo de
apoptosis. Asi, la célula “sabe” cuantas divisiones celulares son aun posibles.




Se inicia
la apoptosis

Muerte celular

Mitocondria
fragmentada
Mitocondria

intacta

( DNA muy
DNA fragmentado
cromosomico
intacto
Nucleo Célula redondeada

La célula
@ se disgrega

en pequenos

fragmentos Macrofago

Eliminacion de
los fragmentos
celulares

Cuerpo
apoptotico




EL ACORTAMIENTO DE LOS TELOMEROS Y LA APOPTOSIS

Celula Blanca Normal Célula Blanca Apoptética




LA TELOMERASA: CLAVE DE LA INMORTALIDAD

La telomerasa neutraliza el acortamiento de los telomeros de
algunas células, como la células madre y las cancerigenas,
convirtiéndolas en inmortales.

Telomerasa

Molde de ARN A

-
g
/4

Telomero

Nucleoudo

La telomerasa es una ribonucleoproteina que actia como
transcriptasa inversa. Contiene una hebra de ARN que actia como
molde para la sintesis de la secuencia telomerica de ADN, que se le
afiade a los extremos 3" de cada cromosoma, evitando su
acortamiento en cada replicacion.




TERT = telomerasa




Déjalo ya, esto
se acabo...




