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A HERDANZA. XENETICA MOLECULAR.

UNIDADE 19. XENETICA MOLECULAR. A BASE MOLECULAR DA HERDANZA.

1. XENETICA MOLECULAR: O FLUXO E A EXPRESION DA INFORMACION XENETICA.

Sabemos que a Xenética ¢ a ciencia que estuda os mecanismos da herdanza. O
descubrimento da estrutura do ADN e o descifrado do cédigo xenético abriu unha nova rama
da Xenética, a Xenética Molecular, que estuda:

» A codificacién da informacion xenética nos cromosomas: codigo xenético.

» O procesamento da informacion xenética: transcricién e traducion.

> A copia e reparto da informacion xenética cando a célula se divide: replicacién.

» A modificacion da informaciéon xenética: mutacion.

» O control dos procesos anteriores: regulacion da expresién xénica.

A Xenética Molecular investiga a natureza dos xenes e como a informacion que
contenien flie e se expresa.

Hoxe sabemos que o ADN explica todos estes fendmenos, ainda que nalguns virus o papel

vaino realizar o ARN.

Como se expresa a informacién xenética, é dicir, como se transmite a informacién
xenética desde o ADN até a aparicién dun caracter?

O chamado primeiro principio da bioloxia ou dogma central da bioloxia esclarece o
asunto:

S— — | -enzimatica da célula
ADN, —205CICOy, ARN O, PROTEINA| -estrutural —> CARACTER| oudo
-reguladora organismo

Replicacion

FLUXO DA INFORMACION XENETICA NUN ORGANISMO

O chamado segundo principio da bioloxia indicanos que a transmisién inversa da
informacion, desde as proteinas até o ADN, non é posibel, s alguns virus-ARN' son quen de
utilizar este ARN como matriz para que se formen as secuencias do ADN, retrotranscricién:

Transcricion Traducion
ADN B ARN . PROTEINA
~ Retrotranscricién N x

T 'y n .. KR
Replicacién Replicacion

(s6 nalguns virus)

* Descubriuse nun pequeno niimero de bacteriéfagos ARN [fagos ARN] a capacidade para replicar o seu ARN.
A enzima ARN-replicase permitelles a replicacion do seu ARN. (Exemplo: o bacteriéfago MS2)

| ACTIVIDADE 01 |

' E o caso, por ex., do VIH, virus da SIDA, un retrovirus, porque & quen de realizar a retrotranscricion
grazas a accion da enzima retrotranscritase ou transcritase inversa.
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2. 0S ACIDOS NUCLEICOS COMO PORTADORES DA INFORMACION XENETICA.

Que molécula contén a informacion xenética? Cando no século pasado se soubo que
os xenes estaban nos cromosomas e que estes estaban formados por ADN e proteinas, houbo
que dilucidar se eran as proteinas, na suas secuencias de aminoacidos, ou era o ADN, na sua
secuencia de nucledtidos, quen contifia a informaciéon hereditaria.

As experiencias de Griffith (1928), Avery e colaboradores (1944) e Hershey e Chase (1942)
demostraron o papel do ADN como portador da informacion xenética en todos os seres
vivos, agas nos chamados virus-ARN, onde esta funcién estara nas mans do ARN.

2.1) EXPERIENCIA DE GRIFFITH (1928)

En 1928, Griffith demostrou

que un tipo de bacterias mortas podian modificar o ]| _ }F-ﬁ\
material hereditario doutro tipo de bacterias. J — = Y i

Traballaba coa bacteria Diplococcus 1 S Ipcaeeion O rato morre
pneumoniae que provoca a pneumonia nos e s o
mamiferos, e pode aparecer baixo a forma de 2 virdlentas

e 2 encapsuladas

distintas cepas“. )

Unha das cepas da bacteria presenta unha
capsula de polisacaridos que a defende do ataque — = /W\
do sistema inmune do organismo infectado. Como ) _ (’\,\g_w
non podenSSer destruidas, estas bacterias son eg:p'-' Egmimgﬁt(;t:”% . O rato vive
virulentas” e causan a pneumonia. As suas 2™/ sen capsula -
colonias presentan a superficie lisa: cepas S (de vivas
smooth = liso).

Hai outra cepa non virulenta, non ten
capsula polisacaridica, que é destruida polo — =

%15

organismo infectado. As suas colonias presentan

- Bacterias G A
unha superficie rugosa: cepas R (de roug = rugoso). | virulentas S O rato vive
Cando se cultivan por separado tanto as / mortas
pola calor

colonias S como as R transmitirdn as suas
caracteristicas aos seus descendentes (salvo
algunha posibel mutacion).

Sen embargo, calquera tipo de bacteria é
sensibel a calor, e se a temperatura se eleva
abondo, as bacterias morren pola calor e xa non

Fas N

=

- : O rato morre
poden dividirse. e imida

Griffith proporcionou a primeira proba dun %@3/ _ 5 sangue do rato
posibel intercambio de material xenético entre estura de bacterias R )
bacteri int BN non virulentas (oo (@) Aparecen

acterias coa seguinte eXpe_rIen(_:Ia. ) e bacterias S virulentas \ b_acterlas S
- Inxectou en ratos bacterias tipo S (virulentas); os mortas pola calor virulentas
N encapsuladas

ratos morrian. vivas
= Inxectou en ratos bacterias tipo R (non Experimento de Griffith: transformacion de bacterias R en S

virulentas); os ratos seguian vivos e no seu corpo

non se recuperaban bacterias R porque todas eran destruidas.

= Inxectou en ratos bacterias tipo S (virulentas) mortas pola calor; os ratos seguian vivos e non se

recuperaban bacterias.

= Inxectou en ratos bacterias tipo R (non virulentas) e bacterias tipo S (virulentas pero mortas pola calor);

neste caso o rato morria de pneumonia e recuperabanse bacterias tipo S (virulentas) que estaban vivas.
Estas experiencias demostraron que se producia un cambio ou transformacién das bacterias tipo

R en bacterias tipo S, por medio da transferencia dalgunha substancia activa ou principio transformante.

2Cepa bacteriana: é unha variedade (ou raza) dunha determinada bacteria que presenta caracteristicas
propias que se manifestan nas colonias especificas que medran nas placas de cultivo. Asi, as colonias
dunha determinada cepa, cepa 1, van presentar caracteristicas diferentes as colonias doutra cepa, cepa 2,
en canto a sua forma, tamano, textura superficial, brillo, etc..

*Virulencia: capacidade que ten un microorganismo para producir unha doenza.
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2.2) EXPERIENCIA DE AVERY E COLABORADORES (1944)

Avery, MacLeod e McCarthy descubriron e demostraron, no ano 1944, que o axente
responsabel da transformacion, o principio transformante, era o ADN. O seu experimento consistiu en
extraer ADN das bacterias tipo S mortas pola calor e mesturar directamente este extracto de ADN con
bacterias de tipo R. O resultado foi que, en pouco tempo, apareceron bacterias vivas virulentas de tipo S.
Esta experiencia demostrou que o ADN é o material xenético, quer dicir, o ADN é o material hereditario
responsabel, neste caso, da formacion da capsula polisacaridica que provoca a accion virulenta.

XUNTA DE GALICIA l Plajaforms educativa
.1" TR

ADN
bacteriano Recombinacién
’ entre os xenes
Xene R
Xene R Xene S
Bacteria R sen capsula,
non virulenta Bacteria virulenta
Xene S transformada
Capsula

Destrulclén da célula
Xene S do BN Fragmatace ﬂ‘w
responsabei o
da formacion

da capsula Extracto de ADN
de bacterias S

Bacteria S con capsula,
virulenta

EXPERIENCIA DE TRANSFORMACION BACTERIANA
DE AVERY E COLABORADORES

A transformacidn bacteriana sucede cando, a través dun mecanismo que propicia a sua
penetracion, o ADN transformante se introduce no citoplasma bacteriano e ali, en base a un dobre
entrecruzamento, ten lugar a recombinacién co fragmento homoélogo do cromosoma bacteriano. A bacteria
receptora quedara transformada porque un fragmento do seu ADN, que determina unha serie de
caracteristicas, sera substituido por outro fragmento homdlogo, procedente doutra bacteria, que lle conferira
outros caracteres diferentes.

ADN extraido
Cepas R + de cepas S
(non virulenta) mortas pola calor

Aparecen colonias vivas
de cepas S virulentas

Experiencia de ransformacion
de Avery e outros
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2.3) EXPERIENCIA DE HERSHEY E CHASE (1952)
Ainda que o experimento de Avery e colaboradores deixaba clara a evidencia do
ADN como molécula portadora da informacion xenética, as resistencias no mundo cientifico non
desapareceron totalmente e foi necesaria a experiencia de Hershey e Chase para confirmar as conclusions
de Avery e 0s seus.
Hershey e Chase traballaron co bacterlofago T,, un virus ADN que ataca bacterias. Nos seus
cultivos utilizaron:

= S*, xofre non radioactivo e S*, xofre radioactivo
> P* fésforo non radioactivo e P*, fésforo radioactivo

1/ Nun medio de cultivo S ai
radioactivo (con S* e P*) \

, W
conséguense exemplares do L. —

bacteriof T d Bacteriofago T, Eliminacién capsidas
virus bacteriofago T, marcados | marcado radiactivamente protalee sdhcrides

radioactivamente con S* nas
suas proteinas e P* no seu
ADN.

,~ADN co is6topo
=\ radiactivo P*

835
Capsida co |Eotmpo

2/ Inféctase unha bacteria non radiactivo S
radioactiva con fagos destes que
estan marcados

radioactivamente.

Infeccmn oo F |

Bacteria Bact d
. : acteria non marcada
3/ Apds que varios fagos radiactivamente

inoculen o seu ADN no interior
< W

do citoplasma bacteriano,
Bacterta infectada

\ " KE&L‘ 3““-‘&}\)\
2?8: S Q 3 S

capsidas proteicas que quedaron
fora marcadas con S*°

4/ O ADN virico marcado
radioactivamente con P*
replicase no interior da bacteria
formando multiples ADN
replicados e as suas capsidas
proteicas correspondentes.

Lise bacteriana

Reproducese asi activamente o e liberacién dos virus s"

virus e da lugar a moitos novos Reproducién do virus:
virus que acabaran por destruir a Replicacion do ADN do virus
bacteria (lise bacteriana) e e sintese das capsidas
espallaranse polo medio a EXPERIENCIA DE HERSHEY E CHASE

procura de outras bacterias que

infectar.

5/ Na anélise dos virus liberados observamos:

* Non aparece ningunha capsida proteica con 835 radioactivo.

* Todas as capsidas presentan proteinas con S*? non radioactivo.

* S0 alguns ADNs (os que penetraron na bacteria para infectala) presentan P radioactivo na stia molécula.
* A maioria dos ADNs presentan P! hon radioactivo.

CONCLUSIONS:

Se non aparecen capsidas con marcador radioactivo S e a maioria dos ADNs son P*' non
radioactivos, significa que foi o ADN inoculado marcado con P* radioactivo a molécula responsabel
1° da formacion (replicacién) de novos ADNs P* porque o medio xa non é radioactivo;
2° da formacion das novas capsidas proteicas todas non radioactivas S*

e polo tanto queda demostrado que o ADN é o material hereditario portador da informacion xenética.

| ACTIVIDADE 02 |

*Os bacteriéfagos, tamén chamados abreviadamente fagos, son virus que atacan e destrien bacterias.
UNIDADE 19 57117
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3. XENE: CONCEPTO E ESTRUTURA.

= Concepto mendeliano de xene.

Mendel chamou factor hereditario a unidade material hereditaria gue transmite 0s
caracteres (=particularidades morfoléxicas e fisioloxicas dun individuo) de pais a fillos. O que
Mendel denominou factor hereditario foi renomeado no século XX co apelativo de xene.

= Concepto molecular de xene.

O coflecemento da estrutura molecular do xene permitiu definir o xene como unha
secuencia de desoxirribonucleétidos de ADN (= un fragmento de ADN) que contén
informacion para sintetizar unha proteina ou un polipéptido®.

De xeito mais detallado diremos que un xene é un fragmento de ADN que actia como
unha unidade de transcricién e forma un ARN.

Esta unidade de transcricién ou xene esta constituida por:

1/ Rexion codificadora.

mNas células eucariotas contén secuencias informativas, os exons e secuencias non
informativas, os intréns, que seran eliminadas do ARNm.

mNas células procariotas non hai introns, por iso dise que 0s xenes das células
procariotas son continuos ou non fragmentados, mentres que 0s xenes das células eucariotas son
descontinuos ou fragmentados.

2/ Rexién promotora. Aqui inese a enzima que permite a transcricion (ARN-polimerase).

3/ Rexioén final. Aqui estan os sinais que permiten rematar co proceso de sintese do ARNm.

A A
< - xene = unidade de transcricion do ADN ——
" rexion codificadora
ADN {rexion pr°'11('t“r*'1gc'):;c3rl CLLL.exon o exdn . exOnL. . . onn rexion ﬁ”"'_'
) 'li TAC  intron intron intron intron - ACT ¥
‘transcricion
v \
Prc._‘;\RNm(:ARNh“) |L lider CXfl'm e exon o exon Y LExon exon, _triler
d i g AUG  intron intron _ intrén intron  UGA 3
maduracion 3 . b
: (eliminacion introns,
empate de exons, 4
: incorporacion ) rda Aa .
¥ carapucha e cola) carapucha cola de Poli A
ARNm (maduro) \@ lider .\ij(((‘-mlicx{mz | t‘:;xén} }cxén4: cxﬂ;}é\%&/\//\/\/\
traducion 51“?\“ e : non se 3
: traduce traduce
¥ v
polipéptido H:N COOH
ESTRUTURA MOLECULAR DO XENE: UNIDADE DE TRANSCRICION

® E mellor dicir que o xene contén informacion para formar un polipéptido (¢ non unha proteina) porque hai
proteinas formadas pola union de varios polipéptidos (proteinas con estrutura cuaternaria).

UNIDADE 19 6/17



N XUNTA DE GALICIA Pt Fhlt?fmma educativa
’i' CONSELLERIA DE EDUCACION daformacion a distancia
MM & ORDENACION UNIVERSITARIA FON0 50C

L

IES San Clemente www.iessanclemente.net

4. REPLICACION: A CONSERVACION DA INFORMACION XENETICA.

A replicacion do ADN é o proceso que permite, a partir dunha molécula de ADN
proxenitora, sintetizar dias moléculas idénticas ao ADN orixinal. Sucede na fase S da
interfase e é imprescindibel para realizar a division celular.

4.1) REPLICACION SEMICONSERVATIVA DO ADN: O EXPERIMENTO DE
MESELSON E STAHL
Como a estrutura do ADN ten unha dupla hélice, os propios Watson e Crick, que en
1953 descubriron a estrutura do ADN, propuxeron que o mecanismo da sua replicacion consistiria nunha
autocopia, quer dicir, cada cadea serviria de molde para a sintese dunha nova cadea complementaria,
de xeito que o resultado final seria a formaciéon de duas moléculas de ADN fillas idénticas entre si e
idénticas tamén a molécula proxenitora.

Este modelo implicaria que, en cada molécula filla, unha das cadeas procederia do ADN proxenitor
e a outra formariase por nova sintese. Daquela, para o modelo ser certo, a replicacion do ADN seria
semiconservativa.

Pero tamén foron propostos outros dous posibeis modelos de replicacion do ADN e, afinal, estas
tres hipoteses —1/Hipotese semiconservativa, 2/Hipétese conservativa e 3/Hipétese dispersiva—
sometéronse as probas experimentais desefiadas por Meselson e Stahl en 1958. Os seus resultados
demostraron que o ADN se replica segundo o modelo semiconservativo.

filamento de molde
para a formacion
do filamento
complementario

:

HIPOTESE
SEMICONSERVATIVA

F,
1?2 Division
Cada molécula filla
levara un filamento

vello e outro
de nova sintese

i

serviria de molde
ara formar unha
élice nova.

A hélice vella non

sufriria cambios.

A molécula de
ADN proxenitora
iriase transmitindo
de xeracion

en xeracion.

As demais serian
de nova sintese.

HIPOTESE
CONSERVATIVA

EXPERIMENTO DE MESELSON E STAHL.

:

ADN
ADN proxenitor
proxenitor
O ADN replicariase
. de xeito que a ADN.
g :e?'lggecpal:i?se moléculs enteira proxenitor

Os filamentos
estarian
construidos
por fragmentos
distintos

de ADN vello

e ADN novo

HIPOTESE
DISPERSIVA

Meselson e Stahl cultivaron células de Escherlchla coli durante bastante tempo nun medio de

cultivo cunha fonte deN que contifia o |sotopo pesado N'

ADN tivera N' en vez de N

O ADN con N'° postie
unha den3|dade maior que o ADN
con N polo que, a partir dunha
mostra de ADN, é posibel separar
por centr|fuga0|on ambas formas: o
ADN pesado [con N'°] sedimenta
no tubo de centrifugado nunha
posicion mais baixa do que o ADN
lixeiro [con N'].

Transferiron células con
N'®, xeracion P (proxenitora), a
outro med|o de cultivo que sé
contifia N'*. Cando se duplicaron,

, en vez do normal N'*. Asi conseguiron que o

ADN lixeiro—>

dias

tres

@ Densidade

catro crecente

ADN hibrido—> - =
ADN pesado—> — |
Antes da unha
transferencia
aN"

Xeracions despois da transferencia a N

Resultados experimento Meselson e Stahl

Isotopos Atomos con diferente masa atémica debido a que presentan un nimero dlferente de neutréns.
Os |sotopos tefien idéntico comportamento quimico. Conecense dous |sotopos doN, oN™
, obteremos células con ADN lixeiro
ou ADN pesado, segundo o N que incorporen as suas bases nltroxenadas.

7117

e N'™
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primeira xeracion filial (F), illouse o seu ADN e foi centrifugado, obténdose sé unha banda, que se
denominou ADN hibrido, situada a medio camifio entre o ADN lixeiro e o ADN pesado. Este resultado era o
que caberia agardar se o ADN das células fillas contivera unha cadea con N' (procedente da molécula
proxenitora) e outra

XUNTA DE GALICIA ‘ Fhlt?fmma educativa

cadea con N (de nova
sintese). Isto permitiu
descartar a hipotese
conservativa.

Logo de duas
xeracions, é dicir, cando
se obtivo a segunda
xeracion filial (Fy),
observaronse duas Ll
bandas: unha coa
densidade igual que a
do ADN lixeiro e outra F1
coa densidade
correspondente ao ADN e
hibrido, cousa que
cadraba coa proposta

de Watson e Crick,

descartandose de vez a

hipotese dispersiva.

Deste xeito, Meselson e F

Stahl demostraron que “

a replicaciéon

(=duplicacién) do ADN e

Proxenitores Os dous filamentos
son N*

M

100% ADN pesado

100% ADN hibrido

M

50% ADN lixeiro
50% ADN hibrido

é semiconservativa,
como fora proposto por
Watson e Crick. I:3

W
Células cultivadas
exclusivamente
con N"
ll\ 8

<— 3/4 ADN lixeiro
<— 1/4 ADN hibrido
Meselson e
Stahl completaron os

seus experimentos con Resultados experimento Meselson e Stahl

outro ensaio. Isolaron
ADN hibrido da primeira xeracion filial (F4) e sometérono a desnaturalizaciéon con temperaturas de 80 °C,
separando os dous filamentos do duplex de ADN. Logo, mediante centrifugacion, comprobaron que un
filamento era lixeiro e o outro pesado.

»4.2a) MECANISMO XERAL DE REPLICACION DO ADN [LER E COMPRENDER]

O proceso de replicacion é semellante
tanto nas células procariotas como nas células eucariotas: cada

filamento, cadea ou fibra do duplex (=dobre hélice) de ADN e T’
parental separase e actia como molde ou patrén para a sintese Orixe de replicacion
dunha nova cadea que tera unha secuencia complementaria de ADN

(G=C e A=T), como acontece nos demais procesos onde se
transmite informacién xenética (transcricion e traducion),
constitue a esencia da replicaciéon do ADN.

Vexamos como transcorre:

bases. A complementariedade entre as bases nitroxenadas /\_

Burbulla de replicacion

1) A separacion dos filamentos comeza nun punto
concreto do cromosoma denominado orixe de replicacion e a partir deste férmase unha estrutura
denominada burbulla de replicaciéon que se estende ao longo da cromatina e da lugar a galla de
replicacién (pola sua forma de Y), onde os dous filamentos do ADN parental estan separados e actuan
como moldes para a sintese de duas novas cadeas de ADN.

2) A enzima helicase rompe as pontes de hidroxeno do duplex de ADN e separa as duas cadeas
para que sirvan de molde. Como o desenrolamento do duplex da lugar a superenrolamentos no resto da
molécula, actian as enzimas topoisomerases que eliminan as tensiéns. A topoisomerase | actua
cortando un filamento e a topoisomerase Il cortando os dous filamentos. Logo de eliminar as tensions, as
topoisomerases empatan as cadeas novamente.

UNIDADE 19 8/ 17
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3) Xa separadas as duas cadeas, as proteinas SSB ou proteinas estabilizadoras Unense as
cadeas simples de ADN para estabilizar a stia separacion e evitar o reviramento.
4) O proceso de replicacién é bidireccional, con helicases traballando nun sentido e no outro da

XUNTA DE GALICIA Plajaforma.educativa

burbulla de replicacién.

5) A enzima ADN-polimerase,
sintetizadora do filamento polinucleotidico
complementario, s6 actua en presenza dun
cebador. Por iso actua primeiramente a )
enzima ARN-polimerase denominada L /

-Crecemento bidireccional

4 Fibra .
primase que sintetiza un corto fragmento de 3 ;. g?gfe%%';?tb 5
ARN (=10 nucleétidos) denominado primer ou 5 continuo 3

cebador.

6) Logo intervén a
ADN-polimerase lll que sintetiza unha fibra \ :
de ADN a partir de desoxirribonucleétidos

) ~N Fragmento
trifosfato(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) sempre / N de Okazaki
na direccioén 5' — 3'. Esta fibra é de degln!:plicacién ; . ibra
crecemento continuo e denominase fibra ~~_4 Creceémentoretardada
condutora. B é’; descontinuo

7) Sobre a outra fibra que é replicacion
antiparalela, a ARN-polimerase (ou primase) Replicaciéon do ADN

sintetiza un primer ou cebador duns 40
nucleétidos de ARN; logo, a ADN-polimerase Ill empalma a continuacion uns 1.000 nucleétidos de ADN
formandose o chamado fragmento de Okazaki, asi vaise construindo a fibra retardada. Estes fragmentos
de Okazaki sintetizanse a medida que se vai abrindo a galla de replicacion.

( ( L/Topoisomerases lell
. (eliminan o superenrolamento
xerado polo desenrolamento)

ARN-cebador
ou Primer

Helicase
(separa as

ADN-pol Ill ADN-pol |
duas fibras)

sintese fibra retardada ou
[ fragmentos de Okazaki) (degrada o ARN-cebador
e enche o oco con

nucledtidos de ADN)

£ JADN-pol lll

‘%'Q.E%sjé',‘;’f Primase=ARN-pol

ARNcebador  Fib dad
-cebador ibra retardada 3
KX SSB ou Primer) : de ADN 3
**5’ (proteinas e ADN-ligase
y Fibra condutora estabilizadoras) (=fragmentos (empata os
de ADN de Okazaki) fragmentos
(sintese continua) de Okazaki) Einra retardada

ARN-cebador ou Primer de ADN

(sintese descontinua)

REPLICACION do ADN

8)Afinal intervén a enzima ADN-polimerase | que:

a) elimina os segmentos de ARN-cebador (ou primer) grazas a sua funciéon exonuclease (=pode
hidrolizar acidos nucleicos);

b) enche os ocos que deixa libres 0 ARN-cebador con nucleétidos de ADN.

Para rematar intervén a enzima ADN-ligase que une entre si os diferentes fragmentos. Esta fibra,
que se forma empalmando os fragmentos de Okazaki, &€ de crecemento descontinuo e recibe o nome de
fibra retardada.

9) O proceso continuia até a replicacién total do ADN.

E importante sublifiar que a ADN-polimerase cumpre duas funciéns:

a) Polimerizacidn; percorre a fibra molde e selecciona o desoxirribonucleétido-trifosfato
que tefia a base complementaria & aguela que ofrece o molde. Nese momento cataliza a sua hidrolise
dando lugar a un resto de pirofosfato (P-P) e ao nucleétido-monofosfato que, utilizando a enerxia
desprendida na hidrdlise, se incorpora mediante un enlace fosfodiéster a cadea de ADN en formacion.

b) Autocorreccidn; se detecta un erro no apareamento das bases complementarias elimina
o ultimo nucledtido (posue actividade exonuclease) e introduce o nucleétido adecuado.
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»4.2b) MECANISMO XERAL DE REPLICACION DO ADN: RESUMO [ESTUDAR E MANEXAR]

& Semellante céls. procariotas/eucariotas
5 Esencia proceso: complementariedade das bases

®Separacion fibras:
=orixe de replicacion

=burbulla de replicacién
=galla de replicacion

@Helicase, rompe pontes de H, separa as fibras:
=desenrolamento

=superenrolamento

=actuacion topoisomerases | e Il eliminan superenrolamento (cortan, eliminan tensions,
empatan)

QProteinas estabilizadoras, SSB: estabilizan separacién duas fibras molde
@Replicacion: proceso bidireccional

®Formacion da fibra condutora (medranza continua, sempre sentido 5'>3'"")
=ARN-polimerase ou Primase— formacion ARN-cebador ou Primer

= ADN-polimerase llI, formacién da fibra condutora

®Formacion da fibra retardada (medranza descontinua, sempre sentido 5'—3')
=ARN-polimerase ou Primase— formacion ARN-cebador ou Primer

=ADN-polimerase Il = 1.000 desoxirribonucledtidos: fragmentos de Okazaki

=ADN-polimerase |
* elimina o cebador, funcion exonuclease (hidroliza acidos nucleicos)
* enche con desoxirribonucledtidos os ocos que deixa o cebador
=ADN-ligase, une os fragmento de Okazaki

& Duas funcions da ADN-polimerase: -polimerizacion
-autocorreccion

| ACTIVIDADE 03 |

A polaridade dun filamento ou cadea dun acido nucleico, sexa ADN ou ARN, indica o sentido de
orientacion dos seus dous extremos libres: 5" e 3". Na posicion 5 do C da pentosa esta situado o ultimo
fosfato do filamento, e na posicion 3” da pentosa do outro extremo estaria s6 un —OH.
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5. TRANSCRICION: PRIMEIRA ETAPA DA EXPRESION DA INFORMACION XENICA.

A transcricion ¢é a sintese e procesamento (maduracién)ido ARN. Consiste no paso
dunha secuencia de ADN a outra de ARN (ARNr, ARNm ou ARN).

A transcricion é a primeira etapa da expresién xénica (=conversién da informacion
xenética que contén o xene nunha proteina).

p»5.1a) MECANISMO XERAL DE TRANSCRICION [LER E COMPRENDER]
Quen intervén na transcricion?

* Fibra molde de ADN

* Ribonucledtidos-trifosfato de A, G, Ce U

* ARN-polimerases (I, I, 1)

* ARN-ligases

A TRANSCRICION NAS CELULAS EUCARIOTAS transcorre nestes pasos:

1) Iniciacién. O inicio da transcricion vén marcado no xene polo chamado promotor ou rexion
promotora que esta definido pola secuencia TATA.

2) Alongamento. Despois de unirse ao promotor a enzima ARN-polimerase Il (para a sintese do
ARNm) vaise desprazando sobre a rexién codificadora do xene ou fibra molde do ADN en direccién
3'—>5' e, a0 mesmo tempo, vai sintetizando o ARN complementario na direccién antiparalela 5'—3', é dicir,
ten lugar a polimerizacion do ARN. Unha vez transcritos uns 30 nucleétidos engadese no extremo 5' a
carapucha de metil-guanosina-trifosfato (mGTP)J A sintese do ARNm continuara transcribindo tanto as
secuencias xénicas con informacion, exéns, como as secuencias non informativas, intréns.

ARN-polimerase Il

Promotor

(rexién promotora)

Carapucha
» INICIACION E ALONGAMENTO

Rexion final
v

E = exén :
@ E I E | = intron I ” I g |
.—'__1...}_‘__!": E joosei——foe AAAAAAAS
Carapucha Pre-ARNm ou Transcrito Primario ) )
» TERMINACION Poli-A-polimerase
RPN-pn

(ribonucleoproteina-pequena nuclear)
Cola de Poli-A

| I I I
Gen)— 0B ©._ QO ARAAAAAAAAAA

cortes: RNP-pn

Carapucha
» MADURACION pre-ARNmC
empalmes: ARN-ligases

5<' mGTP ) 3

Carapucha » ARNm maduro Cola de Poli-A
TRANSCRICION (en eucariotas)
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3) Terminacioén. A sintese de ARNm remata cando aparece no xene a rexién final, que se
corresponde coa secuencia TTATTT. Pouco despois actia a enzima poli-A-polimerase que engade no
extremo 3' un segmento de uns 200 ribonucleétidos de adenina, este segmento recibe o nome de cola
ou poli A; este ARN inmaturo formado conécese con calquera destes tres nomes:

pre-ARNm = ARN-hn = transcrito primario

4) Maduracion ou Procesamento. Este pre-ARNm ou transcrito primario vai ser madurecido por
duas enzimas que eliminaran os fragmentos non informativos que chamamos intréns:

* Ribonucleoproteina pequena nuclear, RNP-pn, corta e elimina os intréns;

* As ARN-ligases empalman os exéns.

»5.1b) MECANISMO XERAL DE TRANSCRICION: RESUMO [ESTUDAR E MANEXAR]

& Transcricidon: 1?2 etapa da expresidon xénica
(informacion do xene—proteina—caracter)

Nas células eucariotas

@lniciaciéon
» Promotor (Rexién promotora)’
=secuencia TATA

@Alongamento

» ARN-polimerase Il

=unese ao promotor

=desprazase sobre fibora ADN molde (3'5'), rexiéon codificadora do xene
=sintetiza ARNm complementario en sentido 5'=3' (polimerizacion ARNm)
=engadese a carapucha m-GTP no extremo 5' (empatados 30 ribonucleotidos) !
®Terminacién

» Rexion final

=secuencia TTATTT

=enzima poli A-polimerase, engade no extremo 3' a cola (200 nucledtidos de Adenina)
=férmase o pre-ARNm = ARN-hn = transcrito primario

@Maduracidn ou procesamento

»pre-ARNm

=eliminacion introns

*2 enzimas —>RNP-pn, corta e elimina introns
—->ARN-ligases, empatan os exons

O proceso de transcricidon nas células eucariotas acontece no nucleo celular,
no nucleoplasma.
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5.2) PRINCIPAIS DIFERENZAS NA TRANSCRICION ENTRE CELULAS
EUCARIOTAS E CELULAS PROCARIOTAS
» ARN-polimerases:
-Eucariotas: Hai tres ARN-polimerases diferentes.
-Procariotas: Unha soa ARN-polimerase sintetiza todos os ARN.

> ARNm:

-Eucariotas: € monocistrénico (leva copia dun segmento de ADN con informacion para fabricar
s6 unha proteina®); precisa dun proceso de maduracion.

-Procariotas: moitos ARNm son policistrénicos (levan informacion para sintetizar mais de unha
proteina); non precisa proceso de maduracién pois carece de exdns e introns.

» Lugar da transcricion:

-Eucariotas: no nucleoplasma; unha vez formados os ARN atravesan a membrana nuclear polos
poros nucleares e actuan no hialoplasma.

-Procariotas: no hialoplasma; o ARNm pode iniciar a sua traducién mesmo antes de que remate
totalmente a transcricion xa que as células procariotas non presentan nin membrana nuclear, nin

nucleo diferenciado e, ademais, 0 ARNm non necesita madurar por carecer de introns.

5.3) RETROTRANSCRICION OU REVERSOTRANSCRICION
A retrotranscricién é o proceso que permite sintetizar ADN a partir da
informacion contida no ARN grazas a accion da enzima retrotranscritase, reversotranscritase
ou transcritase inversa. Os retrovirus son un tipo de virus, como € o caso do VIH (Virus da
Inmunodeficiencia Humana ou virus da SIDA), que contefien ARN e retrotranscritase.

6. 0 CODIGO XENETICO OU CLAVE XENETICA.

Sabemos que a través do ARNm a informaciéon xenética do ADN é transportada até os
ribosomas onde o proceso de traducién permite que a informacidon xenética se exprese coa
sintese de proteinas.

O cadigo xenético é un sistema de informacién que relaciona a secuencia de bases
dun ARNm —que procede dun ADN- coa secuencia de aminoacidos da proteina resultante.

As caracteristicas basicas do cédigo xenético son:

1)) Constituido por tripletes de bases, os coddns, cada triplete codifica un
aminoacido. Estes coddns achanse na secuencia de bases do ARNm que é un
transcrito do ADN.

2) Os codoéns non estan solapados senén que se dispoinen de forma contigua,
sen que nada os separe.

3) O cédigo xenético é un coédigo dexenerado porque un aminoacido esta
codificado por mais de un triplete (agas a metionina e o triptéfano).

4) Hai tripletes de inicio da lectura da mensaxe e tripletes mudos ou de parada. O
codigo xenético esta fundamentado na relacién de correspondencia gue hai
entre a secuencia de tripletes ou codéns e a secuencia de aminoacidos.

5) O cédigo xenético é dexenerado pero non ambiguo: dexenerado porque existen
varios tripletes ou codéns que codifican para 0 mesmo aminoacido, pero non é
ambiguo porque un mesmo triplete non codifica para aminoacidos distintos: a cada
triplete correspéndelle s6 un aminoacido.

® Nas células eucariotas comprobouse ultimamente que un xene pode codificar varias proteinas pois
pode madurar de diferentes maneiras dependendo de como se eliminen os introns. Sabese tamén que
varios xenes poden estar implicados na sintese dunha mesma proteina.
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6) O cédigo xenético é universal pero con excepcions, quer dicir, 0 mesmo codigo
é utilizado por todos os seres vivos, desde as bacterias até os organismos
pluricelulares mais complexos. Pero tamén é certo que existen algunhas
excepcions como acontece coas mitocondrias e alguns protozoos ciliados, que
presentan un codigo xenético con pequenas variantes.

Segunda Letra
U C A G

uuu Phe ucu Ser UAU Tyr UGU Cys
uuc Phe ucc Ser UAC Tyr UGC Cys
U/vuvA  Leu UCA  Ser UAA  Stop | UGA  Stop
UUG Leu UcG  Ser UAG  Stop UucG Trp

CUU  Leu CCU  Pro CAU His CGU  Arg

U
C
A
G
Ulg
E(-\ CUC Leu CCC  Pro CAC  His CGC  Arg C |5
S |Clcua Leuw |cca Po [cAA Gn | CGA  Arg Al|lQen
*i g CUG Lleu |CCG Pro |CAG GIn |CGG Arg G chU g
i —
‘s 2 AUU  lle ACU Thr |AAU Asn | AGU  Ser U |z 2
g2 % AUC lle ACC  Thr AAC  Asn | AGC  Ser Cc |2 &
TO|Alaa e ACA T |AAA Lys |AGA Ag | A |SZ
A~ AUG Met |ACG Thr |AAG Lys |AGG Arg G
GUU Val GCU Ala |GAU Asp |GGU Gly U
GUC  Val GCC Ala GAC  Asp GGC Gly C
Gleua va GCA Aa |GAA Glu |GGA Gly A
GUG  Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly G

CODIGO XENETICO ou CLAVE XENETICA

Severo Ochoa iniciou o desciframento ou descodificacion do codigo xenético logo de
descubrir a enzima polinucleétido-fosforilase, enzima que pode unir ribonucleétidos sen
necesidade de molde.

Deste xeito sintetizou un ARN de sé un ribonucledtido, por exemplo o U, poli-U, e en
presenza de todos os aminoacidos sintetizou un polipéptido formado exclusivamente por
fenilalanina. Asi quedou claro que o codén da fenilalanina era UUU.

Un poli-A daba lugar a un polipéptido de lisina [coddén AAA], e un poli-C un polipéptido de
prolina [codén CCC]. Apods foise descubrindo todo o cédigo xenético e quedou confirmada a
colinearidade entre os tripletes de nucleoétidos e os aminoacidos.

O cdédigo xenético presenta un alfabeto de 4 letras: A, U, G e C, e, xa que logo, poden
formarse 4-4-4 = 64 palabras de tres letras (tripletes).

Existen 64 tripletes diferentes para codificar 20 aminoacidos e polo tanto existiran varios
tripletes diferentes para codificar un mesmo aminodacido. Este feito cofiécese como dexeneracion
do codigo xenético, quer dicir, o codigo xenético esta dexenerado e isto representa unha
avantaxe porque se se produce un erro na copia dun nucleétido poderiase manter o mesmo
aminodacido na proteina.

Ademais, de so6 existiren 20 tripletes con sentido, teriamos 64—20 = 44 tripletes sen sentido
e iso provocaria que calquera pequeno erro desencadeara a interrupcion da biosintese. Coa clave
actual haberia un aminoacido diferente e iso, agas que pertencera ao centro activo dunha enzima,
non teria por que ser demasiado perigoso.

| ACTIVIDADE 04 |
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7. TRADUCION: SEGUNDA ETAPA DA EXPRESION DA INFORMACION XENICA.

A traducion é a etapa da expresion xénica na que se biosintetiza a proteina.

»7.1a) MECANISMO XERAL DE TRADUCION [LER E COMPRENDER]
Distinguimos dous pasos:
A) Activacion dos aminoacidos.
B) Fases da traducion propiamente ditas.

A) ACTIVACION DOS AMINOACIDOS
e Transcorre no citosol.
e Obxectivo: unidn dos distintos aas. con cadanseu ARNt especifico para dar os aminoacil-ARNt.
e Existe unha enzima especifica para cada aa. chamada aminoacil-ARNt-sintetase.

e Precisase achega enerxética do ATP.
2 c
ﬁNt
% Anticodon

Aminoacil-ARNt

Aminoacil-ARNt-sintetase

ACTIVACION DOS AMINOACIDOS

B) FASES DA TRADUCION
>INICIACION
¢ O ARNm unese a subunidade pequena do ribosoma, complexo de iniciacion, e sobre o sinal iniciador
da traducion, que é o codon AUG, asociase o primeiro aminoacil-ARNt (que en eucariotas achega
metionina e en procariotas achega formil-metionina) co seu anticodén (UAC).
e Unese a subunidade grande do ribosoma onde atopamos tres lugares especificos:
* lugar P (peptidilo) que ocupa o ARNtY® ' (=aminoacil-ARNt que achega o aa. metionina)
*lugar A (aminoacilo) que esta libre para recibir ao segundo ARNt co seu aa. correspondente.
*lugar PT onde se asociara a enzima peptidil-transferase que cataliza a unién dos aminoacidos.
e Necesitase tamén enerxia proporcionada pola GTP e a intervencion de factores de iniciacién (FI).

» ALONGAMENTO DA CADEA
e Union dos sucesivos aas. que se van engadindo & cadea polipeptidica no seo dos ribosomas.
e A unién de cada aminoacido supon os seguintes pasos:
* O lugar P esta ocupado inicialmente polo ARNt™. O lugar A, que esta balelro acepta o aminoacil-
ARNt complementario do seguinte codén, ACU, do ARNm, que neste caso é o ARNt™ co seu anticodén
UGA. Necesitase a presenza do factor de alongamento-1 (FA-1) e a enerxia subministrada pola GTP.
* Formacion dun enlace peptidico entre os dous primeiros aminoacidos, neste caso a Met e a
Thr. Esta reaccion é catalizada pola enzima peptidil-transferase asentada no lugar PT. Como sucede? A
Met rompe o seu enlace co ARNt e establece o enlace peptidico facendo reaccionar o seu grupo carboxilo
(-COOH) co grupo amino (-NH,) da Thr. O resultado é a formacién dun dipéptido (Met-Thr) unido ao ARNt
da treonina (Thr) e asentado no lugar A. O enlace peptidico sempre se establece entre o —COOH do
ultimo aa. da cadea polipeptidica e o —NH, do aminoacido de nova incorporacion.

Met
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*O ribosoma desprazase tres nucleétidos ao longo do ARNm na direccién 5'—3°. Este
desprazamento provoca a expulsion do ARNt da Met do lugar P e a translocacién de todo o complexo
peptidil-ARNt-ARNm do lugar A ao Iulgar P. O lugar A queda libre e recibird outro aminoacil-ARNt (que no
caso que comentamos sera O ARNt ). Necesitase a presenza do factor de alongamento-2 (FA-2) e a
enerxia subministrada pola GTP.

Ribosoma
completo
e funcional

Subunidade menor
do ribosoma

Cododn iniciador ARNm

Carapucha

Subunidade
mailor

q
Lugar

g '
aminoacilo

ARNt .—.’ Logi

0“3? iniciador peptidilo

Metionina

Anticoddn Lugar PT

INlClACION (localizacion da enzima

Peptidil-Transferase)

Metionina

Desprazamento
do ribosom
sentido 5° k)

GTP

(/ Factor de
alongamento-2

GDP + Pi

GTP _"

Factor de
alongamento-1
GDP + Pi

Met Thr Met Thr Transiocacion

ALONGAMENTO

Codén mudo. Ribosoma
de terminacién

€ARNm

ARNt m 3
TERMINACION " e
Factor de

terminacién Phe Factor de
HZN Me heg terminacion

COOH

TRADUCION

» TERMINACION

e Pasados varios ciclos de alongamento, a sintese da cadea remata ao aparecer no lugar A un dos tres
codons de terminacion do ARNm (UAA, UAG, UGA). Neste caso un factor de terminacion (FT)Unese ao
codén de terminacion (WAG no noso caso) e impide que se asente no lugar A calquera outro aminoacil-
ARNL.

e Producese logo a ruptura do enlace entre a proteina e o ARNt, quedando a cadea proteica cos seus dous
extremos N-terminal e C-terminal libres.

A accion antibacteriana de moitos antibioticos débese a que inhiben a traducion.
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»7.1b) MECANISMO XERAL DE TRADUCION: RESUMO [ESTUDAR E MANEXAR]
& Traducion: biosintese de proteinas

| v Activacion aminoacidos |

®Unién aminoacidos con cadanseu ARNt

=formacion aminoacil-ARNt

=no citosol ou hialoplasma

=precisase: aminoacil-ARNt-sintetase (enzima) + ATP (eénerxia)

| vFases da traducion

Olniciacién

mComplexo de iniciaciéon

=subunidade pequena+sinal iniciador do ARNm (AUG)+aminoacil-ARNt"*!

=unidn subunidade grande, que ten tres lugares:
elugar P (peptidilo), ocupado polo aminoacil-ARNt"®! (=ARNt"")
elugar A (aminoacilo), libre para recibir o segundo aminoacil-ARNt
elugar PT, onde se asenta a enzima peptidil-transferase (une os aas.)’

=GTP (enerxia) + factores de iniciaciéon (Fl, son proteinas)’

@Alongamento da cadea
mUnién dos sucesivos aminoacidos; estes son os pasos:
=l|ugar P, ocupado polo ARNt"®!
=lugar A, codén ACU, é ocupado polo ARNt™ co seu anticodén UGA
=GTP + factor de alongamento-1 (FA-1)
=formacion dun enlace peptidico coa intervencién da peptidil-transferase
=desprazamento do ribosoma sobre o ARNm, tres nucledtidos, sentido 5'—3'
eexpulsion do ARNt da Met
etranslocacion do complexo peptidil-ARNt-ARNm do lugar A ao P
elugar A queda libre e recibe, neste caso, ao ARNt™"®
oGTP + factor de alongamento-2 (FA-2)

®Terminacion da sintese

mAo aparecer calquera dos tres codéns mudos -de terminacion-
=codon mudo (UAA, UAG, UGA)!

=factor de terminacion (FT) situase no lugar A

=soltase a cadea polipeptidica acabada de formar

=disociacion do ribosoma nas suas duas subunidades.

| ACTIVIDADE 05 |
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