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 Tema 8. El funcionamiento del DNA
 Genética CC.MM.
 • La transcripción
 • Tipos de RNAs
 • Procesamiento de RNAs
 • El código genético
 • La traducción
 Contenidos
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 Transcripción
 Traducción
 El Dogma Central de la Biología Molecular
 La información genética fluye del DNA al RNA por transcripción y del RNA a las proteínas por traducción.
 Estructura del RNA
 DNA RNA
 • Tanto el DNA como el RNA son macromoléculas compuestas de unidades más pequeñas llamadas nucleótidos (base nitrogenada+ azúcar pentosa+grupo fosfato)
 • La pentosa en el RNA es la ribosa
 • Las bases nitrogenadas del RNA son:– Purinas
 • Adenina (A)• Guanina (G)
 – Pirimidinas• Citosina (C)• Uracilo (U): Substituye a la timina (T)
 El uracilo es capaz de unirse como base complementaria a la adenina
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 Estructura del RNA
 U
 o
 o
 o
 5’
 3’
 • En un nucleótido RNA, la base nitrogenada se une covalentemente al carbono 1’ de la ribosa, mientras el grupo fosfato lo hace al carbono 5’.
 • Para formar un polinucleótido, se forman enlaces fosfodiéster entre el grupo fosfato de un nucleótido y el carbono 3’del siguiente nucleótido. Esto genera una polaridad 5’-3’, como en el DNA
 • La molécula de RNA es monocatenaria
 Tipos de RNA
 • RNA mensajero (mRNA): Codifica la secuencia aminoacídica de un polipeptido. Los mRNAs se forman como consecuencia de la transcripción de los genes codificadores (también llamados estructurales).
 • RNA transferente (tRNA): Transporta los aminoácidos a los ribosomas durante la traducción.
 • RNA ribosómico (rRNA): En combinación con las proteínas ribosomales, forma los ribosomas. Es en los ribosomas donde el mRNA se traduce a proteínas.
 • RNA pequeño nuclear (snRNA): Forma complejos con ciertas proteínas, que intervienen en el procesamiento del mRNA.
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 Transcripción en procariotas
 Transcripción en procariotasEstructura del gen procariota
 • Promotor: Es la secuencia de DNA a la que se une la RNA polimerasapara iniciar la transcripción. Asegura que la transcripción del gen se inicie siempre en el mismo sitio
 • Secuencia codificadora: Es la secuencia de DNA transcrita en RNA por la RNA polimerasa
 • Terminador: Es la secuencia de DNA que especifica dónde acaba la transcripción del gen
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 Transcripción en procariotas
 • Es catalizada por la RNA polimerasa
 – Una única RNA polimerasa transcribe todos los tipos de RNAs.
 – Se une directamente al DNA.
 – No precisa de cebadores.
 – Carece de actividad exonucleásica 3’-5’(corrección de errores).
 – Desenrolla la doble hélice de DNA al principio del gen para iniciar la transcripción.
 – Los precursores son los ribonucleósidos trifosfatos ATP, GTP, CTP, UTP
 – La síntesis se realiza a partir de una sola cadena de DNA (cadena molde) en el sentido 5’-3.
 DNA 3’-ATACTGGAC-5’
 RNA 5’-UAUGACCUG-3’
 RNA polimerasa
 Transcripción en procariotas
 • El promotor consta de dos regiones críticas para el inicio de la transcripción en las posiciones -35 y -10.
 • La RNA polimerasa se une con el factor sigma (holoenzima). El factor sigma es esencial para reconocer las regiones -35 y -10 del promotor.
 • Ligeras diferencias en la secuencia del promotor determinan diferencias en la eficiencia con la que se inicia la transcripción.
 • Existen distintos factores sigma que permiten que el holoenzima pueda reconocer distintos promotores
 Iniciación y elongación
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 Transcripción en procariotas
 • Secuencias terminadorasdeterminan la finalización de la transcripción. Existen dos tipos:
 – Independientes de rho: Determinan que el RNA forme un bucle en su extremo 3’, al cual sigue una cadena de Us. La combinación de ambos factores provoca la terminación
 – Dependientes de Rho: El factor Rho se activa con ATP y se une al extremo 3´del RNA que esta siendo sintetizado. El ATP se hidroliza y rho se desplaza hacia la RNA polimerasa, provocando su liberación y la terminación de la transcripción. Estos RNAs carecen de una cadena terminal de Us
 Terminación
 Transcripción en eucariotas

Page 7
                        
                        

7
 • Es más compleja que en procariotas:
 – En eucariotas existen tres tipos de RNA polimerasas, localizadas en el núcleo. Cada una sintetiza distintos tipos de RNAs.
 – La transcripción produce un RNA que debe ser procesado para ser funcional.
 Transcripción en eucariotas
 Transcripción en eucariotas
 • RNA polimerasa I: Se encuentra en el nucleolo. Cataliza la síntesis de los RNAs ribosómicos 28S, 18S y 5.8S.
 • RNA polimerasa II: Se encuentra en el nucleoplasma. Cataliza la síntesis de RNA mensajero (mRNA) y algunos RNAs pequeño nucleares (snRNAs).
 • RNA polimerasa III: Se encuentra en el nucleoplasma. Cataliza la síntesis de los RNA transferentes (tRNAs); RNA ribosómico 5S, y los RNA pequeños nucleares no sintetizados por la RNA polimerasa II.
 Tipos de RNA polimerasas
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 • La RNA polimerasa II transcribe genes que codifican proteínas.
 • El producto de la transcripción es un precursor del RNA mensajero(pre-mRNA) que debe ser procesado para dar lugar al mRNAmaduro.
 • Para iniciar la transcripción, la RNA polimerasa II debe unirse con proteínas específicas, los factores basales de transcripción (TFs).
 • Promotores más complejos:– Basales: Caja TATA (-25, TATAAAA). Determina el punto exacto
 de iniciación de la transcripción.
 – Proximales: caja CAAT (-75, CAAT). Caja GC (-90, GGGCGG). Intervienen en la iniciación de la transcripción.
 Transcripción en eucariotasTranscripción de genes que codifican proteínas por la RNA polimerasa II (mRNA)
 Transcripción en eucariotas
 • TFIID se une a la caja TATA.
 • El complejo TFIID-TATA actúa como sitio de unión del TFIIB.
 • Se unen la RNA polimerasa II y el TFIIF.
 • La unión de TFIIE y TFIIH forma el complejo completo de iniciación de la transcripción.
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 Transcripción en eucariotas
 • La transcripción puede estimularse mediante TFs llamados activadores, que se unen a las secuencias intensificadoras (enhancers).
 • Las secuencias intensificadoras pueden ser de copia única o múltiple, y localizarse a miles de bases del gen, preferentemente corriente arriba, pero también corriente abajo.
 • La transcripción puede ser reprimida mediante TFs llamados represores, que se unen a secuencias silenciadoras
 Transcripción en eucariotasEstructura del mRNA
 • Secuencia líder: Longitud variable ente genes.
 • Secuencia codificadora: Determina la secuencia aminoacídica de la proteína.
 • Secuencia trailer: Longitud variable entre genes. Puede contener información que determina la estabilidad de un mRNA determinado.
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 Síntesis de mRNA en eucariotas y procariotas
 • Procariotas:– La molécula transcrita es
 directamente el mRNA.– La traducción se inicia antes
 de finalizar la trascripción.– El mRNA es policistronico
 (múltiples genes)
 • Eucariotas:– La molécula transcrita es un
 pre-mRNA que debe ser procesado.
 – La traducción se inicia tras finalizar la trascripción.
 – El mRNA es monocistronico(un sólo gen)
 Maduración del mRNA en eucariotas
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 Maduración del mRNA en eucariotas
 • Adición de la caperuza 5’• Adición cola poli(A)• Eliminación de intrones (“mRNA
 splicing”)
 Intrones: regiones del gen que no codifican aminoácidos en la proteína. Se encuentran flanqueados por los exones, cuya secuencia sí codifica aminoácidos.
 Precisa tres pasos:
 • Una vez que la RNA polimerasa II ha sintetizado 20-30 nucleótidos de pre-mRNA, una enzima caperuzadora añade un nucleótido de guanina metilado al extremo 5’del pre-mRNA mediante un enlace 5’-5’
 • Metilación de los azúcares de los dos nucleótidos siguientes.
 La caperuza es esencial para que el ribosoma se una al extremo 5’ del mRNA para poder así iniciar la traducción
 Encaperuzado 5’
 Maduración del mRNA en eucariotas
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 • Adición de 50-250 nucleótidos de adenina en el extremo 3’ del pre-RNA.
 • No existen secuencias de terminación en eucariotas. La transcripción continúa cientos o miles de nucleótidos.
 • Distintas proteínas dirigen el corte del pre-mRNA. El enzima poly (A) polimerasa cataliza la adición de nucleótidos de adenina al extremo 3’. Proteínas PABII se unen a la cola poli (A) una vez sintetizada.
 La cola poli(A) es importante para determinar la estabilidad del mRNA
 Cola poli(A)
 Maduración del mRNA en eucariotas
 Maduración del mRNA en eucariotas
 • Corte en el extremo 5’ del intrón, liberando el primer exon.
 • El extremo libre del intrón forma un bucle y se une a un nucleótido de adenina en la secuencia de ramificación del intrón.
 • Corte en el extremo 3’ del intrón
 • Ligamiento de los exones. El bucle formado por el intrón se lineariza y degrada
 Los Intrones comienzan por 5’-GU y acaban con AG-3’
 Eliminación de intrones(mRNA splicing)
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 Maduración del mRNA en eucariotas
 • El splicing del pre-RNA es en realidad un proceso más complejo, que ocurre en el núcleo celular.
 • El splicing tiene lugar en los spliceosomas, formados por pre-mRNAsunidos a pequeñas partículas de ribonucleoproteína.
 • Partículas ribonucleoproteína: Formadas por RNA pequeño nuclear (snRNA) y proteínas. Existen distintas partículas de ribonucleoproteína, según el tipo de snRNA.
 Eliminación de intrones(mRNA splicing)
 Maduración del mRNA en eucariotas
 • El spliceosoma:Imagen obtenida con microspcopio electrónico
 Eliminación de intrones(mRNA splicing)
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 Edición del RNA
 • Edición del RNA: Consiste en la modificación de la secuencia del mRNAmaduro mediante la inserción, deleción, o conversión de un nucleótido en otro.
 • Se ha detectado en mRNAs mitocondriales, y en mRNAs de cloroplastos
 RNA ribosómico (rRNA)
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 Estructura del ribosoma
 Ribosoma procariota
 Ribosoma eucariota
 Subunidad 30S
 Subunidad 50S
 Ribosoma completo (70S)
 16S rRNA + 20 proteínas
 23S rRNA + 5S rRNA + 34 proteinas
 Transcripción de rRNA: procariotas
 • Los rRNAs se encuentran dispuestos en unidades de transcripción, en el orden 16S-23S-5S, separados por tRNAs o espaciadores internos.
 • Cada cromosoma bacteriano dispone de pocas copias (1-7) de las unidades de transcripción
 • La RNA polimerasa sintetiza un pre-rRNA. El corte por la RNasa III origina 3 fragmentos precursores. Otros enzimas liberan los tRNAs y espaciadores, produciendo los rRNA maduros.
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 Transcripción de rRNA: eucariotas
 • Unidades repetitivas del rRNA:
 – 18S-5.8S-28S– secuencias espaciadoras internas (ITS)– Secuencias espaciadoras externas (ETS)– Secuencia espaciadora no transcrita (NTS)
 Puede haber 100-1000 copias en tandem, cuya trasnscripción genera los nucleolos. (el rRNA 5S se localiza en otras regiones)
 • La RNA polimerasa I produce un pre-rRNA (que carece del NTS), que es cortado sucesivamente para eliminar las secuencias ETS y ITS, hasta originar los rRNAmaduros 18S, 5.8S y 28S
 “Auto-splicing”• Auto-splicing: Consiste en la
 eliminación de intrones sin que en el proceso medie ninguna proteína enzimática, debido a que el propio RNA posee una actividad catalítica: ribozima.
 • El fenómeno se ha observado en el proceso de maduración de los pre-rRNAs de algunos protozoos, que excepcionalmente poseen intrones. Este descubrimiento ha sugerido que el ácido nucleico de las formas más primitivas de vida podría ser RNA.
 – Corte del extremo 5’ del intrón en el pre-rRNA, al que se le añade una guanina
 – Corte del extremo 3´del intrón– Ligación de los dos exones– El intrón escindindo forma un
 lazo, y es posteriormente cortado para producir un RNA circular y un pequeño fragmento lineal de RNA
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 Transcripción rRNA 5S en eucariotas
 • Se transcriben por la RNA polimerasa III
 • El promotor está dentro de la región transcrita
 • La iniciación de la transcripciónrequiere que se unan al promotor factores de transcripción
 • La transcripción de rRNA 5S produce directamente rRNAmaduro.
 RNA transferente (tRNA)
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 RNA transferente (tRNA)
 • tRNAs: Transportan los aminoácidos a los ribosomas durante la traducción
 • Cada tipo de tRNA posee una secuencia diferente, lo que explica que cada tipo de tRNApueda unirse a un aminoácido particular
 • Forma de trébol: resulta del apareaminetoentre bases complementarias de distintas regiones de la molécula: 4 tallos separados por cuatro lazos.
 • El lazo II contiene la secuencia anticodon, específica del aminoácido que transporta y que es la que se une al mRNA durante la traducción. Puede contener intrones.
 • Todos poseen la secuencia CCA en el extremo 3’, añadida tras la transcripción. También experimentan otras modificaciones químicas post-transcripcionales
 • Se transcriben por la RNA polimerasa III
 • El promotor está dentro de la region transcrita
 Modificaciones al “dogma central”
 • Transcripción inversa: Flujo de la información del RNA al DNA: el RNA puede actuar como molde para la síntesis de DNA. Todos los retrovirus poseen esta capacidad.
 • Autoreplicación del RNA: El RNA actúa como molde para su propia replicación. Se ha observado en algunos virus bacteriófagos.
 • El DNA puede actuar como molde para la traducción: Bajo ciertas condiciones experimentales, el DNA puede unirse a los ribosomas y ser traducido a proteína.
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 Las proteínas
 Composición química de las proteínas
 • Las proteínas están formadas por una o más subunidades macromoleculares (polipéptidos), compuestas por unidades más sencillas (aminoácidos).
 • Aminoácidos:– Formados por un carbono central (α
 carbono) al que se le une un grupo amino (NH2), un grupo carboxilo(COOH), un átomo de hidrógeno, y un grupo radical (R) que es el que le confiere a cada aminoácido sus propiedades distintivas. El aminoácido prolina presenta una estructura diferente.
 – El grupo R y amino están cargados en las células: NH3
 + y COO-
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 • 20 aminoácidos distintos forman las proteínas.
 • Los aminoácidos se clasifican en grupos en función de su grupo R:
 – Ácidos– Básicos– Neutros y polares– Neutros y no polares
 • La secuencia de aminoácidos de una proteína es responsable de su estructura tridimensional y función.
 Composición química de las proteínas
 • Los aminoácidos de un polipéptido se unen mediante un enlace peptídicoentre el grupo carboxilo de un aminoácido y el grupo amino del aminoácido adyacente
 • Cada polipéptido poseen un grupo amino en un extremo (N-terminal) y un grupo carboxilo en el otro extremo (C-terminal).
 • El extremo N-terminal se define como el principio de la cadena polipeptídica
 Composición química de las proteínas
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 Estructura molecular de las proteínas• Estructura primaria: Formada por la
 secuencia aminoacídica.• Estructura secundaria: Plegamiento
 regular de la cadena polipeptídica:– Hélice alpha– Placa beta
 • Estructura terciaria: Estructura tridimensional del polipéptido
 • Estructura cuaternaria: Sólo la presentan proteínas con más de una cadena polipeptídica. Es debida a la asociación de los distintos polipéptidos.
 Hélice alpha
 El código genético
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 La naturaleza del código genético
 • El código genético es la correspondencia entre los tripletes de nucleótidos en el DNA o el RNA (codones) y los aminoácidos de las proteínas.
 • Características del código genético:
 – en tripletes– Tiene señales de inicio y
 terminación– Casi universal– continuo – no solapado– No ambiguo – degenerado
 Polinucleótidos4 símbolos
 Polipéptidos20 símbolos
 Traducción
 Transcripción
 El código genético es de tripletes
 • ¿Cuántos nucleótidos tiene un codón?
 Se precisarían al menos tres nucleótidos para designar a los 20 aminoácidos.
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 Experimentos de Crick y Brenner con el gen rII del fago T4
 calvas
 El código genético es de tripletes
 • El fago T4 infecta la bacteria E. coli.
 • La bacteria se lisa, liberando una progenie de 100-200 fagos que puede infectar otras bacterias.
 • Cuando una placa de Petri se siembra con una mezcla de bacterias y T4, aparecen calvas como resultado de la lisis de las bacterias.
 Ciclo infectivo del fago T4
 Experimentos de Crick y Brenner con el gen rII del fago T4El código genético es de tripletes
 • La cepa salvaje r+ de T4 produce calvas turbias. Crece en las cepas B y K12 de E. coli.
 • Mutante rII de T4 produce calvas claras. Crece sólo en la cepa B de E. coli.
 • El mutágeno proflavina produce inserciones y deleciones de un solo nucleótido. También origina reversiones de fenotipo:
 r+ rII
 Mutaciones del fago T4
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 Experimentos de Crick y Brenner con el gen rII del fago T4El código genético es de tripletes
 • La deleción de un nucleótido origina una nueva secuencia aminoacídica a partir del lugar de la deleción: introduce una nueva pauta de lectura
 • Una inserción en una posición diferente a la deleción permite reconstruir la pauta de lectura a partir del lugar de inserción. La secuencia del gen comprendida entre la deleción e inserción presenta una pauta de lectura alterada.
 Inserción/deleción de un nucleótido
 Experimentos de Crick y Brenner con el gen rII del fago T4El código genético es de tripletes
 • Al combinar mutaciones del mismo tipo (inserciones o deleciones), se observó que el mutante rII revertía al tipo salvaje (r+) cuando se introducían en series de tres: Se recuperaba la pauta de lectura.
 • Esta observación demostraba que el código genético es de tripletes
 Inserción/deleción de series de tres nucleótidos
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 UAG
 UAA
 UGA
 AUG
 El código genético tiene señales de iniciación y terminación
 Inicio
 Terminación
 • El código genético tiene señales de inicio (habitualmente AUG, que codifica metionina).
 • El código genético tiene codones de parara o terminación (codonesSTOP).
 El código genético es casi universal
 • Casi todos los organismos comparten el mismo código genético
 • Existen algunas excepciones
 – Mitocondrias– Genoma nuclear de
 algunos protozoos, etc.
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 El código genético es continuo y no solapado
 • Continuo: No hay comas. La lectura es continua desde el primer codón.
 • No solapado: Cada nucleótido pertenece a un solo codón.
 Codón 1
 Aminoácido
 Codón 2
 El código genético es no ambiguo y degenerado
 • No ambiguo: Cada triplete codifica sólo un aminoácido.
 • Degenerado: Algunos aminoácidos están codificados por varios tripletes
 Código tres letras: 43 = 64 combinaciones
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 Tambaleo del anticodón del tRNA
 • Las reglas de emparejamiento de bases son más laxas en la tercera posición del codón.
 • Esto permite que los 61 codonescon sentido puedan ser leídos por unos pocos tRNAs
 Desciframiento del código genético
 • El código genético consta de 64 codones:
 – 61 designan los 20 aminoácidos– 3 codones STOP o sin sentido
 • Distintos experimentos permitieron determinar la correspondencia entre codones y aminoácidos:
 – Traducción de homopolímeros– Traducción de heteropolímeros– Ensayos unión a ribosomas
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 Desciframiento del código genético
 • Síntesis de mRNAconteniendo un solo tipo de nucleótido para visualizar el polipéptido que resulta
 Traducción in vitro de homopolímeros (Nirenberg, Matthaei)
 Repeticiones de secuencias conocidas (Khorana):
 (A)n(C)m CCC CCA CAA AAACAC ACAACC AAC
 Pro Pro Gln LysHis AsnThr Thr
 Copolímeros aleatorios (Niremberg, Matthaei, Ochoa):
 Desciframiento del código genéticoTraducción in vitro de heteropolímeros
 • Síntesis de mRNAconteniendo una mezcla aleatoria de 2 nucleótidos: Permite conocer la composición en bases del codón, pero no el orden de las bases.
 • Síntesis de mRNA de secuencia repetida y con más de un nucleótido: Permite conocer la composición y orden de la bases del codón.
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 • Los tRNAs pueden unirse a tripletes de RNA de secuencia conocida sin que haya síntesis proteica. Esta técnica permitió conocer la relación entre muchos codones (50) y los aminoácidos que codifican.
 Ensayos de unión a ribosomas (Niremberg, Leder):
 Desciframiento del código genético
 La traducción
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 La traducción
 • La traducción es el proceso por el cual se sintetiza una proteína a partir del mRNA. Tiene lugar en los ribosomas.
 • El mRNA es traducido en el sentido 5’-3’, sintetizando una cadena polipeptídica desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal.
 • Cada aminoácido, unido a su respectivo tRNA, es transportado hasta el ribosoma. La obtención de la secuencia aminoacídica correcta depende de dos factores:
 – La unión de cada aminoácido a su tRNAespecífico (carga del tRNA)
 – La unión entre el codón del mRNA y el anticodon complementario del tRNA
 Carga del tRNA
 • Carga del tRNA: el enzima aminoacil-tRNA sintetasaune cada aminoácido al tRNAque le es específico. El proceso requiere la hidrólisis de ATP (existe una aminoacil-tRNA sintetasa para cada uno de los 20 aminoácidos).
 • Se forma un complejo aminoacil-AMP.
 • El tRNA se une al enzima, transfiriéndose el aminoácido al tRNA.
 • Se liberan el tRNA cargado con el aminoácido, y el AMP.
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 Inicio de la traducción • La subunidad ribosómica 30S se combina con factores de iniciación (IF1, IF2, IF3) y GTP.
 • Unión al sitio de unión al ribosoma, que incluye al codón de iniciación AUG. Esta región contiene la secuencia Shine-Dalgarno, que es complementaria en bases a una región del 16S rRNA. Esto ayuda a posicionar al ribosoma correctamente para iniciar la síntesis proteica.
 • Unión del tRNA iniciador (tRNA formilmetionina) y liberación de IF3.
 • Unión de la subunidadribosómica 50S. Hidrólisis del GTP y liberación IF1 y IF2
 • El tRNA. fMet se une al mRNAen el sitio P. El ribosoma también contiene los sitios E y A.
 Procariotas
 Inicio de la traducciónEucariotas
 • Es muy similar a la de procariotas. Se diferencia en:
 – El iniciador es metionina y no formilmetionina– No existe la secuencia Shine-Dalgarno
 • La subunidad ribosómica 40S forma un complejo con varios factores y el tRNA. Met, que se une al extremo 5’ (encaperuzado) del mRNA
 • El complejo se desplaza, rastreando el mRNA hasta encontrar el codonde iniciación AUG
 • Se une la subunidad ribosómica 60S, formándose el complejo de iniciación
 • La iniciación de la traducción es estimulada por la cola poli(A) que, formando un bucle, se une al extremo 5’ (encaperuzado) del mRNA
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 Elongación de la traducción
 • Unión del aminoacil-tRNA: El siguiente tRNA se une al sitio A (vacío).
 • Formación del enlace peptídico: La peptidil transferasacataliza la unión entre los dos aminoácidos, que quedan unidos al tRNA en el sitia A, formando un peptidil tRNA.
 • Translocación: El ribosoma se desplaza un codón a lo largo del mRNA, y el peptidil tRNA se mueve del sitio A al P. El tRNAno cargado se desplaza del sitio P al E y se libera. Se inicia la adición de un nuevo aminoácido.
 Elongación de la traducciónPolisomas
 • En eucariotas y procariotas, muchos ribosomas (8-10) traducen de forma simultánea cada mRNA, formando complejos llamados polisomas
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 Terminación de la traducción
 • La terminación de la traducción es señalada por un codón STOP (no hay tRNAs para ellos).
 • La terminación precisa de la intervención de factores de terminación:
 – Liberación del polipéptido del tRNAen el sitio P por la peptidiltransferasa.
 – Liberación del tRNA del ribosoma– Disociación de las dos subunidades
 ribosómicas y del factor de terminación.
 – Los aminoácidos utlizados para la iniciación de procariotas (fMet) y eucariotas (Met) son habitualmente eliminados del polipéptido.
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