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Estructura y replicacion del material
genetico

Deberdn quedar bien claros los siguientes puntos:

Como se descubrid la naturaleza quimica del
material hereditario

‘La composicion quimica de los dacidos nucleicos
‘La estructura 3D del DNA: naturaleza
complementaria y antiparalela de la doble cadena
del acido desoxirribonucleico (DNA)

‘La extraordinaria capacidad explicativa del
modelo del DNA de la funcidn bioldgica
fundamental de esta molécula

‘La replicacion semiconservativa

‘Enzimologia de la replicacidn

Dr. Antonio Barbadilla

ﬁ Tema 6: Estructuray replicacién del 2
’ ,J P material genético
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La transformacion bacteriana en
Streptococcus pneumoniae (Griffith 1928)

-5

8

A

Ll SA SMOOTH (5)

9,000

2
g
‘ i
A
!
.“‘-_'\m.‘\; ;.-

4 S STRAIN

Rugosa
K ROUGH (R}

S strain R strain

Muerte por neumonia Cepa resistente

N
i
i 58'9 AND R STRAIN
& |

€«

Muere

material genel ICO


http://biologia.uab.es/dgm/cv/barbadilla prados.asp

¢Cudl es el Principio transformante?

_ o &~
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Antonio Barbadilla

Dr.
Tema 6: Estructuray replicacién del
LS material genético
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Colin MaclLeod
Maclyn McCarty

El elemento transformante
es el DNA (1944)

Oswald
Avery

COAT
® PROTEIN
= DNA
RNA
Ver animacion
experimento
tranformacion
i bacteriana
Dr, Antonio Bar NO RNA
W Solo DNA pr'OdLlce fPGﬂSfOI"maCién a 6: Estructuray replicacién del 5
- dn_ 5

material genético
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Experimento de Alfred Hershey y Martha
Chase con fagos (1952) it

s
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& a El DNA es el
material
infeccioso

Dr. Antonio Barbadilla

ema 6: Estructuray replicacién del 6
Z 5 6 material genético
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Componentes de los acidos nucleicos
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Dr. Antonio Barbadilla
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Reglas de Chargaff

TABLE ADAPTED FROM CHARGAFF'S 1949 PAPER

( \ DNA SOURCE | ADENINE | THYMINE | GUANINE | CYTOSINE
P
> | : = .
s Calf Thymus 1.7 1.6 1.2 1.0
=
’ Beef Spleen 1.6 1.5 13 1.0
Yeast 1.8 1.9 1.0 1.0
'Y‘ S Tubercle Bacillus 11 1.0 26 24
-

1. Proporcion de purinas = Proporcion de pirimidinas

A+G=C+T
2. A=T
G = C Tema 6: Estructuray replicacion del 8

material genético
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1953. Ao culminante:

J. Watson y F. Crick resuelven la
estructura tridimensional del DNA
(Nature 171: 737-738)

-

Tema 6: Estructuray replicacién del 9
material genético
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1953. Ano culminante:

Dos lineas de evidencia:
‘Reglas de Chargaff

‘Fotografias de difraccion de rayos X

ﬂ Tema 6: Estructuray replicacién del
: J 10 material genético

10
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Significado reglas de Chargaff

§ G/C
§ AT

(=

Dr. Antonio Barbadilla

CO mp I emenTar iedad d%qusEshg§1§$ replicacién del

material genético

11
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Difraccion de rayos X

¢ o
ALPHA-HELIX 3
Hemoglobina o
!
-

Linus Pauling

Dr. Antonio Barbadilla

Tema 6: Estructuray replicacién del 12
7 Sy material genético
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Interpretacion del patron dlfr'accwn de rayos X del DNA

\
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PHOTOGRAPHIC Rosalind E.
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™ |

Dr. Antonio Barbadilla ’ v :
SR NCricK, 13
&&‘ A 3

material genético
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Modelo en metal
del DNA

J. Watson y F. Cri

Concluyen: La estructura del DNA es una
doble hélice, formada por cadenas orientadas
en direcciones opuestas (antiparalelas). La
estructura se mantiene gracias a enlaces de
hidrdgeno entre las bases nitrogenadas que se
«mess@iCUENTran orientadas hacia el interior de las

)ﬂ Tema 6: Estructuray replicacién del 14
S AJ 14 Cad enas material genético
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A Doble hélice, formada La estructura se mantiene gracias
por cadenas orientadas @ enlaces de hidrégeno entre las

en direcciones opuestas ST EI ClE LR o
: encuentran orientadas hacia el
(antiparalelas).

' Tema 6: EstAEGIHOY ei6idGS sradenasis
LAY (5 material genético

Dr. Antonio Barbadilla
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Desnaturalizacion del DNA

»Separacion de las dos hebras por calor
*Una mayor proporcion G-C tiene una mayor
temperatura de desnaturalizacion (‘fusion’)

1001

80| /
/

G

Dr. Antonio Barbadilla 70 80 90 100 110
&z&jﬁy Temperatura de fusion (desngtaizedidikura y replicacién del 16
T 16

material genético

Porcentaje G + C
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left-handed right-handed
helix helix

Dr. Antonio Barbadilla Hél ices Ievo’g i r'as y deXT r'olg i r'as

Tema 6: Estructuray replicacion del 17
’ -l material genético
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.~ Major groove

RS

Minor groove -

: " DNA-B dextrdgira

(20 A)

C'in phosphate-e

C and N in bases
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we axse April 5

1

)

F. H. C. Crici

NATIURI

Ver articulo

Nature
1953

Tema 6: Estructuray replicacién del
material genético

19
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Courtesy of Coid Spring Harbor Laboratory Archives
Noncomumerclal, educational use only

& 20 material genético

Dr. Antonio B
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La estructura del DNA suministra una
explicacion / Q asombrosamente
simple del fenémeno de la herencia

La estructura explica:

‘La naturaleza de la secuencia lineal de los genes
(informacion digital cuaternaria en secuencias
unidimensionales de monomeros A,T,6,C)

*El mecanismo de replicacion exacta de los
genes

‘La naturaleza quimica de las mutaciones

‘Por qué la mutacion, la recombinacion y la
expresion génica son fenomenos separables a

Dr. Antonio B .I el m0|eCUIarl
}g Tema 6: Estructuray replicacion del 21
ZIA J 21 material genético
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Esencial a la relacion
intima entre estructura @ :
= o
molecular y funcion 3 :
genética del DNA es el
concepto de molde

La complementariedad de las
bases nitrogenadas permite que
la secuencia de una cadena
sencilla de DNA actie como un
molde para la formacion de una
copia complementaria de DNA
(replicacion) o de mRNA
(franscripcion)

Dr. Antonio
Tema 6: Estructuray replicacién del 22
' ,pyggz material genético



http://biologia.uab.es/dgm/cv/barbadilla prados.asp

Y ahora las declaraciones de Watson 'y
Crick sobre el ADN. Esto es para mi la
prueba verdadera de la existencia de Dios

Salvador Dali

Antes pensdbamos que nuestro futuro
estaba en las estrellas. Ahora sabemos que
estd en nuestros genes.

James Watson

Tema 6: Estructuray replicacién del 23
material genético
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Una estructura

tan bonita tenia,

por fuerza, que
existir

J. Watson
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Una estructura

tan bonita tenia,
por fuerza, que

existir

J. Watson
_LRCIeEON
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El DNA :
contiene informacion |
digital cuaternariaen X42'@ 4
secuencias unidimensionales
de mondmeros A, T,.6,C
(cristal aperiddico)
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Hay grandeza en esta concepcidn de la
vida,... que mientras este planeta ha ido
girando segun la constante ley de la
gravitacion, se han desarrollado y se estdn
desarrollando, a partir de una molécula
helicoidal asombrosa, infinidad de formas
cada vez mas bellas y maravillosas

Charles Darwin
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Replicacion del DNA

Dr. Antonio Barbadilla

' Sitegi £ structura y replicacion del 29
% 57 59 material genético
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Dr. Antonio"'\ arbadilla

25 de Abril 1953

No. 4356 Aprl'] 25, 1953

equipment, and to Dr. G. E. R. Deacon and the
captain and officers of R.R.S. Discovery II for their
part in making the observations,

¥ Yux(x:l .“l;‘. B., Gemard, H,, and Jevons, W., Phil. Mag., 40, 149

* Longuet-Higgins, M. 8., Afon, Not. Roy. Astro. Soc., Geophye, Supp.,
5, 285 (1949), ¥ ” o

*Von Arx, W, 8., Woods Hole Papers in Phys, Ocearog. Meteor,, 11
(3) (1950).

‘Ekman, V. W., drkiv. Ma!, dsfron, Fysik. (Stockkolm), 2 (11) (1905),

MOLECULAR
NUCL

A Structure for D

. wish to sugg

of deoxyribose
structure has novel fea
biologieal interest.

A structure for nud
proposed by Pauling an oy 7 e
their manuseript available to us in advance of
publication. Their model consists of three inter-
twined chains, with the phosphates near the fibre
axig, and the bases on the outside. Tn our opinion,
this structure i8 unsatisfactory for two reasons:
(1) We believe that the material which gives the
X-ray diagrams is the salt, not the free acid. Without
the acidic hydrogen atoms it is not clear what forces
would hold the structure together, especially as the
negatively charged phosphates near the axis will
repel each other. (2) Some of the van der Waals
distances appear to be too small.

Another three-chain structure has also been sug-
gested by Fraser (in the press). Tn his modsl the
nhoanhates ara on the ontaide and the hasas on tha

NATURE 737

iz a residue on each chain every 3-4 A, in the z-direc-
tion. We have assumed an angle of 36° between
adjacent residues in the same chain, so that the
structure repeats after 10 residues on each chain, that
is, after 34 A, The distance of a phosphorus atom
from the fibre axis is 10 A, As the phosphates are on
the outside, cations have easy access to them.

The strueture is an open one, and its water content
is rather high. At lower water contents we would

It has not escaped our notice that the
specific pairing we have postulated

Immediately suggests a possible copying
mechanism for the genetic material.

oo o

med that the bases only oceur in the
he most plausible tautomeric forms
the keto rather than the enol con-
is found that only specific pairs of
1 together. These pairs are : adenine
thymine (pyrirnidine), and guanine
ytosine (pyrimidine),

ds, if an adenine forms one member of
er chain, then on these assumptions
the othel Thember must be thymine ; similarly for
guanine and cytosine. The sequence of bases on a
single chain does not appear to be restricted in any
way. However, if only specific pairs of bases can be
formed, it follows that if the sequence of bases on
one chain s given. then the seauence on the other
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Posibles modelos de replicacion

Hypothesis 1: Hypothesis 2: Hypothesis 3:
Conservative replication Dispersive replication
FTY.".-‘V J ':1r ~

Dr. Antonio Barbadilla

Tema 6: Estructuray replicacién del 31
% 7 3q material genético
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Replicacion del DNA

-Semiconservativa: una cadena sirve de molde para una
nueva cadena
‘El experimento de M. Meselson y F. Stahl (1958)
demuestra que la replicacion es semiconservativa

Tube #1  ©gy Tube #2 vy Tube #4 %

Mathew Meselson “ ': ': Frank Stahl

Tema 6: Estructuray replicacion del 32
% 7 3 material genético
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cacion del 33

parental DNA double helix
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A REPLICATION

REPLICATION
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Dr. Antonio Barbadilla
w 33

daughter DNA helices
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Replicacion del DNA

*Enzimas que sintetizan (replican) el DNA
‘E. coli
‘DNA polimerasa I (rellena huecos y repara)
‘DNA polimerasa IT y ITT (funcion principal en
la sintesis)
Ahade bases en ambas cadenas en la
direccion 5’ — 3'
*Requiere un 3' OH final
*Eucariotas
-5 polimerasas
*a. y B principal en replicacion
-3, £ y v exonucleasas
*Correccion de pruebas: actividad 3' > 5’
exonucleotidica. Sustituye bases mal emparejadas
10-°) por correctas (10-7); mecanismos de reparacién

Dr. Antonio Barbacgla

&5 _.adicionales la reducen hasta 10-10

ﬂ Tema 6: Estructuray replicacién del 34
J 34 material genético
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. = »rhH
Las polimerasas
conocidas afiaden g v.'

hucleotidos

solamente en la *
direccion b — 3’

' , N 2
s 3 ' N
/ N
/ OH \
I \
: \
< o]
Base - - Base - - Base
O O
o o —— La polimerasa no puede actuar
La polimerasa puede actuar 00
C
(0}

Base - - Base f—m-—mw

\(J—Base--aase
C
3 5‘

Base - - Base
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template strand

3
aewly synthesized
5' steand
,: =
wase  [[fff_sese
,
o 0 sase J|[[[J[___ense
0= P-0-P-0~
. & & O
,
4 ' O ,
incoming deoxyribonucteoside triphosphato BASE
;.
£l BASE
5
Or. Antonio Barbadilla
A g 1Y | Tema 6: Estructuray replicacién del 36

P 6 material genético
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¢Por qué no hay una enzima que
polimerice en la direccion 3 -> 5?

No funcionaria la correccion de errores por
falta de un trifosfato que suministre la
energia de enlace covalente azldcar-fosfato

Dr. Antonio Barbadilla

Tema 6: Estructuray replicacién del 37
’ 2 37 material genético
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Adicion 5'>3'

Dr. Antonio Barbadilla

’Jg Tema 6: Estructuray replicacién del 38
‘ J 38 material genético
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1{1{3 ik

ol

PP + H,0

11113348

‘al C?‘ema 6: Estructuray replicacion del
material genético
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Dr. Antonio Barbadilla

&gjﬂ 40

Adicion 3'>5'
(hipotética)

Tema 6: Estructuray replicacién del
material genético

40
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Tema 6: Estru cturayr pI
material genétic
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Correccion de errores

Tema 6: Estructuray replicacién del 42
material genético
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1 QE ERG

C?‘ema 6: Estructuray replicacion del 43
material genético
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Replicacion del DNA (2)

*Replicacion: continua (cadena adelantada, cebador
solo inicio) y discontinua (cadena retrasada)

-Discontinua
*Cebador (pequeiio RNA 2-60 nucledtidos
afadido por enzima primasa o RNA pol que
provee 3' OH.
‘Fragmento de Okazaki por DNA pol ITT
(1500 bp en procariotas y 150 en eucariotas)
*Pol I elimina cebador 3' -> 5’y llena huecos

(gap)
-Ligacion (DNA ligasa, enlace fosfodiéster)

Dr. Antonio Barbadilla
ﬂ Tema 6: Estructuray replicacién del 45
J 45 material genético
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50
y 3l
most recently
synthesized
DNA strands
: leading-strand
lagging-strand template
template
3 b 3 9
Dr. Antonio Barb From The Art of MBoC® © 1995 Garland Publishing, Inc.

Tema 6: Estructuray replicacién del 46
7 S 46 material genético
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Dr. Antonio Barbadilla

47

Cadenas viejas

Cadena retrasada

Cadena adelantada

Avance de
la horquilla

Sintesis de la cadena retrasada

Cadena

{a) Oligonucledtidos M 5
de RNA (cebado- ‘
res) sobre molde 3 A 3
de DNA R A

Cebador de RNA
{b) La polimerasa
de DNA alarga :
los cebadores P N\amm—— 3

de RNA con 5
—_—
DNA nuevo

Fragmento de Okazaki
DNA

nuevo

(¢) La polimerasa /
de DNA elimina =K1
el tramo 5' RNA N\/ :
al final de cada r5
fragmento Jesn

Wt

{d) La ligasa de DNA /
une los 3
fragmentos

Ligacion

Figura 8-30. Esquema general de una horquilla de replicacion (arriba)

y pasos sucesivos de la sintesis de la cadena retrasada, (Tomado de H. Lodish,

D. Baltimore, A. Berk, S. L. Zipursky, P. Matsudaira y J. Damell, Molecular

Cell Biology, 3." ed. Copyright ) 1995 de Scientific Amencan Books, Inc.} \ Al
replicacion del

material genético

47
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Dr. Antonio Barb

new RNA primer

RNA synthesis by DNA
primer primase
3 TR | 3 4ms
5 3
lagging- DNA polymerase adds to new
strand RNA primer to start new
template Okazaki fragment
3’ ' 3 5
5 3

DNA polymerase finishes
DNA fragment

3 nRRE S (AN r i '
5 NN S TR ey 3

old RNA primer erased
and replaced by DNA

3' TSN ST |
5 S T R T W e 1§

nick sealing bj DNA ligase
joins new Oka

to the growing chain

3 AT TR N NI s B 5
I S e apa A bt s s T I

Polimerasa ITI

Polimerasa I

From The Art of MBoC? © 1995 Garland Publishing, Inc.

Tema 6: Estructuray replicacién del 48
material genético



http://biologia.uab.es/dgm/cv/barbadilla prados.asp

¢Por qué el cebador es RNA?

El cebador es mads proclive al error, por
lo que deberia eliminarse y el RNA
puede detectarse y eliminarse
facilmente por la DNApol I

)'n Tema 6: Estructuray replicacién del 49
‘ A] 49 material genético
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Replicacion del DNA (3)

El replisoma: complejo enzimdtico de la
replicacion que coordina la sintesis de las
dos cadenas, maquinaria molecular
*Dimero de la DNA pol IIT (ndcleos
cataliticos)
*Primosoma: formado por dos enzimas
‘Primasa
‘Helicasa (desenrolla el DNA)
-Proteina de union a cadena sencilla, ssb
(Unidn Y, estabiliza el DNA de cadena
sencilla)
* Topoisomerasas tipo I (rotura una cadena)
y IT (rotura de dos cadenas) junto a DNA
»=Jigasa -> Relajacion del syperenrollamiento_

ructuray replicacion
material genético
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El replisoma: una maquinaria de replicacion extraordinaria

\-\q.'\ leading-strand template

DNA polymerase on

newly synthesized .hb\ leading strand
strand h.‘

parental

next Okazaki fragment
will start here

DNA helicase

RNA primer
. DNA primase
Okazaki fragment

single-strand
binding protein

lagging-strand template

DNA polymerase on lagging strand
(just finishing an Okazaki fragment)

Dr. Antonio B

From The Art of MBoC?® © 1995 Garland Publishing, Inc.
2 A o material genético
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El replisoma: una maquinaria de replicacion extraordinaria

DNA polymerase

single-stranded region
of DNA template

*« with short regions
of base-paired “hairpins”

> I - -.

5
single-strand binding

protein monomers . '.
o®

cooperative protein binding straightens region of chain

Dr. Antonio B

From The Art of MBoC?® © 1995 Garland Publishing, Inc.
% 5y material genético
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El replisoma: una maquinaria de replicacion extraordinaria

DNA pol IIT + abrazadera beta -> Enzima procesiva

DNA polymarase

two halves of
sliding clamp

clamped polymerase
tethered on DNA

(8)

{A)

Dr. Antonio Bal

From The Art of MBoC?® © 1995 Garland Publishing, Inc.

Tema 6: EsTructuray replicacion del 29
’ 25 53 material genético
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El replisoma: una maquinaria de replicacion extraordinaria

leading-strand template

newly synthesized strand

\— DNA polymerase on
/\.\/ leading strand
parental
'\//\ r\/7 DNA helix

DNA primase

single-strand

binding protein DNA helicase

~.

/ .\/ lagging-strand
’\/ .C template

-

RNA = ‘e

primer A

DNA polymerase /\'
on lagging strand

Okazaki (just finishing an newly '\

fragment Okazaki fragment) synthesized

strand
Dr. Antonio Bal
I From The Art of MBoC?® © 1995 Garland Publishing, Inc.

Tema 6: EsTructuray replicacion del 24
% sy material genético
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Topoisomerasas

Replication machinery
Transcription machinery
Chromatin remodelling

\\
Supercoiled DNA
' TOP1 cleavage
complex
(TOP1cc)

Controlled rotation Religation

Tema 6: Estructuray replicacion del 55
material genético
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Replicacion del DNA (4)

*Origen de replicacion:
-Secuencia reconocida (Ori C en E. coli) por
proteinas iniciadoras. Varios origenes en

eucariotas A @
‘La replicacion es bidireccional © —_—

s | ‘{\1_'/ \/‘
5 - -~.v..‘ t\ ! - |
. : : \ >
Horquilla 2 7
. 4 s B L N
replicacion S -~
P / T
’ ‘ L /....o’ ‘\'\ j
Autorradiografia Interpretacion
Fig fx.f\ﬁm ‘k‘&* Sﬂrdpj@ rﬂ
dur; g - = | T i
o, & & [ T @
[ S /| - N - ' Ct
;.ml*% {;.1_.1! = - { 2\l < ‘3
(4 e N

| X '\Q‘ﬂ
er - '(/‘ ™ B
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En el DNA nuclear de eucariotas hay muchos origenes de
replicacion (~500 en levaduras y 60000 en mamiferos). Cada
unidad de replicacion es un replicén. La replicacion es
bidireccional
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En el DNA nuclear de eucariotas hay muchos origenes de
replicacion (~500 en levaduras y 60000 en mamiferos). Cada
unidad de replicacidn es un replicon. La replicacion es

bidireccional
Autorradiografia
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Figura 8-25. Una forma de replicacion del DNA, revelada por
autorradiografia. Una célula es expuesta brevemente a timidina —(CH) (pulso)
y transferida luego a timidina no radioactiva (fria) en exceso (caza). Se
extiende el DNA sobre un portaobjeto y se autorradiografia. Segtn la
interpretacion que se muestra, habria varios puntos de replicacion en una
misma hélice doble de DNA.

Dr. Antonio Barbadilla

Tema 6: Estructuray replicacién del 58
’ 2 e material genético


http://biologia.uab.es/dgm/cv/barbadilla prados.asp

Links de interés
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L Watson-Crick original paper (1953 Nature)
HdTrabajos estelares del descubrimiento de la doble
hélice

ODNA: el secreto de la vida (Animacion)
OCelebracidén 50 aniversario descubrimiento de la
doble hélice en la UAB

LDNA Structure

LdThe Search for DNA - The Birth of Molecular
Biology

OImage Library of Biological Macromolecules - DNA
DNA berkeley

LODNA Learning Center

OBeginner's guide to Molecular Biology

OGlosario de Genética molecular

DNA Replication

L Animacion de la replicacidn
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http://www.nature.com/nature/dna50/watsoncrick.pdf
http://www.nature.com/nature/dna50/archive.html
http://biologia.uab.es/genomica/swf/dna.htm
http://dna50anys.uab.es/
http://molvis.sdsc.edu/dna/index.htm
http://www.accessexcellence.org/RC/AB/BC/Search_for_DNA.html
http://www.imb-jena.de/IMAGE_DNA.html
http://www.ucmp.berkeley.edu/glossary/gloss3/dna.html
http://www.dnalc.org/
http://www.rothamsted.ac.uk/notebook/courses/guide/
http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/glossary/index.shtml
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
http://207.207.4.198/pub/flash/24/menu.swf
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