EXPERIMENTO DE GRIFFITH
(1928)
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EXPERIMENTO DE AVERY, MAC LEOD Y MC CARTY (1944)

Avery, Mac Leod y Mc Carty fraccionaron las bacterias S muertas por el calor y probaron
una a una cada fraccion obtenida utilizandolas como factor transformante en bacterias R.
Solo el ADN produjo la transformacion, por lo que quedaba demostrado que era el ADN el
material genético.
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EXPERIMENTO DE HERSHEY Y CHASE. 1952 (l)

Hershey y Chase trabajaban con bacteriéfagos.
Un bacteriéfago o fago, es un virus que ataca e
infecta una bacteria . Ellos sabian que un fago tenia
una capa externa de proteina y un nucleo interno de
DNA .De las observaciones con el microscopio
electronico, ellos conocian que durante la infeccion
el virus ataca a la bacteria por sus colas e introduce
su material genético en la bacteria para multiplicarse
utilizando su maquinaria metabdlica. Conocian los
trabajos de Avery y trataban de determinar cual era
la causa de la transformacién de la bacteria en una
factoria de fagos: el ADN o la proteina.

Capa externa de proteina i

Bacteriofago T4

Animacion del experimento de Hershey y Chase


http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120076/bio21.swf

Para ello marcaron radiactivamente los
dos componentes quimicos del fago, con
**S (que se incorpora a la proteina) y **P
(que se incorpora al ADN). En dos
experimentos paralelos, se combind a
los virus marcados con las bacterias, se
espero un tiempo suficiente para que

los virus infectasen a las bacterias y se
agitaron los cultivos con una batidora
para separar las particulas viricas de las
cubiertas bacterianas. A continuacion se
realizé una centrifugacion para separar
los fagos de las bacterias, de modo que
las bacterias, mas grande y mas
pesadas, quedan en el sedimento,
mientras que los fagos se quedan en el
sobrenadante. Encontraron que la
radiactividad del *°S aparecia en el
sobrenadante mientras que la del **P
aparecia en el sedimento, a partir del
cual aparecieron nuevas particulas
viricas marcadas radiactivamente, lo que
demostraba que el ADN era el material
genéetico.

EXPERIMENTO DE HERSHEY Y CHASE (II)

Experimento de Hershey-Chase
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{b) The experiment showed that T2 proteins remain outside the host cell during infection, while T2 DNA enters the cell.



In some expariments, tha
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The Hershey-Chase experiment.

The experiment that carvirced mast biclcgists that DMNA is the genetic material was carried out soon atter Weorld War ||, when radicactve isclopes were first becoming
cammonly available to researchers, Hershiy and Chase used different radicactive labels to "tag™ and track protein and DNAL They Tound that when bacterial viruses inserteg
their genes inte bacteria to guice the production of new virusss, itwas DHA and not protein that was inserted. Clearly the virus DRA, not the virus protein, wias responsiole for
directing the pradudtion of new viruses,



FLUJO DE INFORMACION GENETICA EN LOS SERES VIVOS

La replicacion del ADN es necesaria para que la informacion genética de la célula se transmita
a la siguiente generacion. En las células, la informacion genética se utiliza para sintetizar
proteinas. La informacion fluye en una direccion: del ADN al ARN, mediante el proceso de
Transcripcion, y del ARN a la proteina, mediante el proceso de Traduccion.

Este esquema de flujo de la

informacion genética fue pronto Propuesta inicial de Crick (1970)
modificado, ya que en algunos L

virus cuyo material genético es Replicacion "Dogma Central de la Biologia Molecular"
ARN, existen enzimas para su

replicacliién-fAdemé§, en a;clllgunos Transctipcion Traduccion

casos, la informacion no fluye —) -
del ADN al ARN, sino en sentido ADN ARN > Proteina
contrario, mediante un proceso

denominado Retrotranscripcion

o transcripcion inversa, que fue o : :
descubierto en los virus de ARN Modificaciones posteriores

denominados Retrovirus.

Replicacion Replicacion

Transcripcion Traduccion
ADN ———*| ARN—Proteina
Transcripcion

inversa



LA REPLICACION DEL ADN ES
SEMICONSERVATIVA
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TRES MODELOS DE REPLICACION DEL ADN

Frente al modelo Semiconservativo propuesto por Watson y Crick (1953) se propusieron otros
posibles modelos de replicacion del ADN: el Modelo Conservativo y el Modelo Dispersivo
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Figure 9-3. (Left) Matthew Meselson (b. 1930). (Right) Franklin W. Stahl (b. 1929).
[Courtesy of M. Meselson.]

EXPERIMENTO DE MESELSON Y STAHL

Para determinar la manera de replicarse el ADN
disefnaron el siguiente experimento: cultivaron
bacterias E. coli en un medio de cultivo que
contenia el isétopo pesado del nitrogeno, "°N.
Despues de crecer en este medio durante varias
generaciones, el ADN de E. coli era mas denso.
La densidad de las moléculas de ADN se puede
determinar usando una técnica conocida como
centrifugacion en gradiente de densidad. Para
obtener el gradiente de densidad sometieron
una solucién de cloruro de cesio (Cs Cl) a una
ultracentrifugacion durante varias horas. Se
alcanza asi un equilibrio entre la difusion y la

fuerza centrifuga de manera que se establece un gradiente de densidad en el tubo con una
concentracion creciente de Cs Cl desde la boca hasta el fondo del tubo. Si se afnade ADN se
concentrara y formara una banda en el punto del tubo donde su densidad sea igual a la del
Cs Cl en ese punto. Si hay varios ADN con densidades distintas, formaran varias bandas.
Las bandas se pueden detectar observando los tubos con luz ultravioleta de longitud de onda
de 260 nm, que es absorbida fuertemente por los acidos nucleicos.

Meselson y Stahl transfirieron las bacterias con ADN pesado a un medio con "N
(normal) y observaron la densidad del ADN de las bacterias al cabo de distintas generaciones.
Los resultados obtenidos eran compatibles unicamente con un modelo semiconservativo de

replicacion.



EXPERIMENT

HYPOTHESI|S: DNA replicates semiconservatively.
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CONCLUSION: This pattern could only have been observed if each DNA molecule contains a template strand

from the parental DNA; thus DNA replication is semiconservative.
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http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120076/bio22.swf
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LA REPLICACION ES UN PROCESO BIDIRECCIONAL

La replicacion del ADN es un proceso muy complejo, en el que participan muchas enzimas
y proteinas distintas, cada una con una funcion especifica, cuyo conjunto se conoce con

el nombre de Replisoma. El comienzo de la replicacion requiere el reconocimiento por
proteinas iniciadoras de una secuencia nucleotidica que constituye el origen de relicacion.
En Procariotas hay un solo origen pero en Eucariotas hay multiples puntos de origen. Una
vez reconocido el origen se produce la separacion

de las dos cadenas en ese punto, formandose Ori =Origen

asi una burbuja cuyos extremos se denominan Ef':ﬁﬂ'zg;i dﬁfﬁﬁﬁﬂ'ﬂ'
“horquillas de replicacion®. La replicacion es un '
proceso bidireccional, por tanto, las horquillas Las células eucariontes
avanzan en sentidos opuestos, como dos cremalleras == PosRerRichDE O
que se abren a partir del mismo punto inicial. En las : p—
bacterias, al ser circular el cromosoma, la replicacion EL.:;LE;"‘.}:"?;JL“ETT
termina cuando se encuentran las dos horquillas. En i

los cromosomas eucariotas la replicacion se inicia Animacion (procariotas)

simultaneamente en millares de origenes y termina

cuando confluyen los millares de burbujas de replicacion. Animacion (en eucariotas) Elige

el cromosoma a la derecha

En las células procariotas burbuja de replicacidn e ~alulas eucarintas
-~ origen de replicacion En |E:l._:- L.E.‘|Ll|a,: eucariotas
51-

horquillas de replicacion

burbuja de replicacion

horquillas de replicacion


http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120073/micro03.swf
http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp11/1102002.html
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LA ENZIMA HELICASA SEPARA LAS DOS CADENAS DEL ADN

Y LAS PROTEINAS SSB ESTABILIZAN LAS CADENAS SENCILLAS

Las helicasas son las enzimas encargadas de abrir la doble hélice, rompiendo los
puentes de hidrogeno. Para ello utilizan la energia del ATP. Su actuacion crea una
horquilla de replicacion. Como consecuencia, se genera un superenrollamiento por
delante de la horquilla y, por tanto, una tension que sera aliviada por las topoisomerasas.

Las proteinas SSB (single-stranded DNA binding proteins o proteinas de union a
cadena sencilla de ADN) son proteinas encargadas de la estabilizacion del ADN
monocatenario generado por la accion de las helicasas, impidiendo asi que el
ADN se renaturalice o forme estructuras secundarias, de manera que éste pueda
servir de molde para la replicacion de la doble hélice




LAS TOPOISOMERASAS ALIVIAN TENSIONES POR
DELANTE DE LA HORQUILLA DE REPLICACION

A medida que la enzima helicasa abre la
doble hélice, las enzimas topoisomerasas
van disminuyendo la tension torsional sl
acumulada por el superenrollamiento en i ol
el sector no replicado de la doble hélice. o -

ovalently

Lo hacen cortando una o las dos hebras closed eplustion L

circular

por delante de la horquilla de replicacion, template
dejando que giren y volviendo a unir. .

Owverwound
region

oo OoT s

/

Separacion progresiva de las dos cadenas de ADN a nivel de la
horquilla de replicacion y su posible consecuencia biologica.

Accion de las topoisomerasas sobre el ADN


http://www.cid.csic.es/homes/roca/

CARACTERISTICAS DE LAS DNA-POLIMERASAS

Las enzimas que desempenan el papel principal en la sintesis de las nuevas cadenas de
ADN son las ADN-polimerasas. Presentan las siguientes caracteristicas:

-Necesitan una cadena molde, frente a la cual enlazan nucledtidos complementarios.

-Utilizan desoxirribonucleosidos trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) cuya hidrdlisis
(separacion de pirofosfato) proporciona la energia necesaria para la formacion de los
enlaces fosfodiéster.

-Sintetizan una cadena complementaria a la molde en direccion 5°-3°,es decir, catalizan
la formacién de enlaces fosfodiéster entre el grupo fosfato 5° del nucleétido entrante
y el extremo 3 OH del nucleétido anterior de la hebra en crecimiento.

-No pueden iniciar por si solas la sintesis de una cadena, precisan un extremo 3°OH

libre, de un oligonucledtido o pequeno fragmento de cadena, al que unir el grupo fosfato
del primer nucleétido que colocan y asi poder avanzar. Este fragmento se denomina
cebador o primer y, en la replicacion, lo coloca una enzima RNA-pol llamada Primasa.

El cebador sera pues un oligonucledtido de ARN que debera ser posteriormente eliminado
y sustituido por ADN.

-Tienen actividad exonucleasica, es decir, pueden hidrolizar los nucledtidos terminales de
cualquier extremo de una cadena de ADN. Esta actividad permitira la correcciéon de
errores durante la replicacion y la eliminacion de los cebadores de ARN.



. . Template has free 3-0OH end
Las DNA-polimerasas requieren una f

cadena molde de ADN Yy sintetizan la
cadena complementaria utilizando para
ello los desoxirribonucleodsidos trifosfato.
Incoming nucleotide has 5-triphosphate
La energia para la formacion de los S BRRe i
enlaces fosfodiéster la proporciona la }
separacion de pirofosfato por cada
nucleodtido anadido. Estas enzimas no
pueden iniciar la sintesis de una cadena

Diphosphate is released when nucleotide is added to chain

Si no existe previamente un extremo op

3°OH libre al que enlazar el primer R -
nucleotido que colocan. Trabajan pues

en direccion 5°-3". Animacion



http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp11/1102002.html

La enzima Primasa sintetiza cebadores (oligonucledtidos de RNA)
antes de la actuacion de la DNA-polimerasa, proporcionando asi
un extremo 3°-OH libre que esta enzima pueda alargar




LA REPLICACION ES CONTINUA EN UNA CADENA Y DISCONTINUA EN LA OTRA

La DNA-pol sintetiza las nuevas cadenas de ADN en direccion 5°-3". Al ser las cadenas

del ADN antiparalelas, una de ellas servira de molde para la sintesis de una nueva cadena
que crecera en sentido 5°-3°, de forma continua a medida que avanza la horquilla, pero la

otra deberia ser sintetizada en sentido 3°-5°, lo cual no es posible. Aqui, la DNA-pol debe
realizar la copia en direccion contraria al avance de la horquilla de replicacion, por lo que se
sintetiza de forma discontinua, en forma de fragmentos cortos, a partir de sucesivos cebadores
colocados por la Primasa. Estos fragmentos se denominan, en honor al investigador japonés
que los descubrio, fragmentos de Okazaki. De esta manera, la replicacion se lleva a cabo de
forma continua en una de las hebras, denominada hebra lider, conductora o adelantada, y de
forma discontinua en la otra, denominada habra retardada o retrasada.

Replicacion Bidireccional |

Animacion

Cebador Fragmento de Hélice Heélice
“Primer” Okazaki conductora retardada

PC = Punto de crecimiento {Horguilla de replicacion)


http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp11/1102003.html

ELIMINACIC')N DE CEBADORES
Y UNION DE FRAGMENTOS

Una DNA-polimerasa con actividad
exonucleasica 5-3°, se encarga de

ir eliminando los cebadores de ARN

y sintetizando al mismo tiempo

pequenos fragmentos de ADN

para rellenar los huecos. Finalmente
es una enzima Ligasa la que cataliza
la formacion de los enlaces entre

los fragmentos resultantes.

Animacion

ii Primase forms an RMA primer.,

il
i
Lagging RN A pirimer Primase ¥ RMA primer

DNA polymerase 11 k\ﬁ» L

DMA polymerase lll adds nuclastides )
to the new Okazaki fragment only at
the 3' end, continuing until it
encounters the primer on the
l_prﬂh'iﬂus Okazaki fragment.

I]j“\

Okazaki ragment Ir/d_

¥ W 5 | m‘
5 pil ar
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|
) DH."-. pohymerase | hydrolyzes the
pr|rm=r and replaces it with DMA.

of the phosphodiester linkage that

DA i_s-'_.rl L .... |I )\II
AN \ /'
I/]\“ \S
f“nall;-.r links the two Okazaki
fragrn ents.

? DA ligase then catalyzes formation
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ESQUEMA GENERAL DE REPLICACION

DNA polymerase [l
elongates both strands.

Leading strand

template . Helicase unwinds
3 the double helix.

5- i

Leading

strand , m
Okazaki ’ @\ \ |I\\| |5
: fragment ) u lI
\ RNA p{imur &’ Parent DNA
rEingle—strand DNA-binding

proteins make the templates
Primase ] available to primase and

N

/

Lﬁgging strand [

template

makes primer, | | DNA polymerase IIl.
L

Animacion de replicacion Otra animacion Video de replicacion en youtube



http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120076/bio23.swf
http://www.youtube.com/watch?v=-EGKrYdQEHQ
http://biomodel.uah.es/biomodel-misc/anim/replic/replic7.html

PROTEINAS Y ENZIMAS

FUNCION EN LA REPLICACION

Proteinas iniciadoras

Reconocen el origen de replicacion (secuencia de nucleotidos)

Helicasas

Separan las dos hebras de ADN, consumiendo ATP para romper
los enlaces de hidrégeno. Se forman asi las “horquillas
de replicacion®

Proteinas SSB

Se fijan a las cadenas separadas impidiendo la renaturalizacion
del ADN (reasociacion de las cadenas por apareamiento de
bases)

Topoisomerasas

Alivian los estados de superenrollamiento del ADN por delante
de la horquilla de replicacion, cortando una o las dos hebras,
permitiendo el giro y volviendo a sellar

RNA-Primasas

Inician la copia de la hebra molde colocando un oligonucledtido
“cebador” de ARN

DNA-Polimerasas

Replican el ADN en direccion 5°-3" de forma continua en una de
las hebras (cadena adelantada) y discontinua en la otra (cadena
retardada) mediante fragmentos de Okazaki. Ademas tienen
actividad exonucleasica, lo que permite la correccion de errores.
Una DNA-Pol elimina cebadores y rellena los huecos con
oligonucleoétidos de ADN.

DNA-Ligasas

Unen los fragmentos en la hebra retardada




CORRECCION DE ERRORES DURANTE LA REPLICACION Accién de la ADN

polimerasa

Si durante la replicacion la DNA-pol inserta un

nucleotido erroneo, puede reconocer su incapacidad DNA polimerasa

5. Cadena de

para enlazarse al nucleotido complementario de la : DRORES  ONA molde

hebra molde. Entonces ‘retrocede” y elimina por

LA POLIMERASA AGREGA
UN NUCLEOTIDO INCORRECTO

hidrolisis el nucledtido erroneo, gracias a su

actividad exonucleasica 3°-5°. A continuacion

introduce el nucledtido correcto. La adicion de cada IEE’E:LE‘:‘ESSH%“'O” oo
35

nucleotido es comprobada a medida que la horquilla

se desplaza a lo largo de la cadena molde, lo que ;
APAREADO F‘SI;{MITE EL AGREGADO

garantiza la fidelidad de la replicacion, que transcurre R L gl
con un error no superior a 1 por cada 10°-10™

» 1 ,
nucledtidos. LA SINTESIS CONTINGA EN LA




LA DNA-POLIMERASA DEBERIA TRABAJAR EN DIRECCIONES OPUESTAS
A MEDIDA QUE AVANZA LA HORQUILLA DE REPLICACION

leading-strand template

DNA polymerase on

newly synthesized leading strand
strand

parental
DMNA helix

. ra
next Okazaki fragment

will start here
DMNA helicase
RMNA primer

Okazaki fragment /
at o

DA p;imasa

single-strand
binding protein

lagging-strand template

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

Fram The Art of MEoC? € 1995 Garland Publishing, Inc.




COORDINACION DE LA DIRECCION DE SINTESIS DE AMBAS CADENAS DE ADN

leading-strand template
I

newly synthesized strand

single-strand —___
binding protein

RNA —
primer

Okazaki
fragment

DMA polymerase on

leading strand
parental
DNA helix

[T

- = DNA helicase
—\/ _ lagging-strand
R ’\/ ~"  template
DMA polymerase | ‘K//‘\.
an lagaing strand / /\..}

{just finishing an newvwly

synthesized
strand

Okazaki fragment)

From The Art of MEoC® & 1995 Garland Publishing, Inc.
Animacion de coordinacion



http://www.youtube.com/watch?v=PM3D1U0MVPM&NR=1

S Topoisomerasa _
e / (relaja el superenrollamiento
4 Helicasa ocasionado por
. (separa las dos @ gl desenrollamiento)
2 " tadenas 1
O  cadenas) = ﬁDanIr
0 é (alarga el primer)
1
3 = ARN
S \ ARN (Primer) ADNool |
Q Q) (degrada el primer
sintesis
continua () ’r”w "g \ /
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PROBLEMAS EN LA REPLICACION DE LOS EXTREMOS DEL ADN LINEAL

Las moléculas lineales de ADN tienen problemas para replicar sus extremos, ya que las
ADN polimerasas necesitan un extremo 3' OH al que ir anadiendo nucledétidos. Uno de los
extremos de cada molécula (el extremo 5') se puede copiar sin problemas debido a que
viene cebado desde atras, sin embargo, el extremo contrario (extremo 3') no podria
replicarse ya que no puede ser cebado desde atras. Como consecuencia quedaria un corto
segmento al final sin copiarse y se iria acortando el ADN por ese extremo en cada ronda de
replicacion
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B —————————
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cebar. Se / 30 33 ¥ 5 cebar. Se
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cads 5 T 5 7 5 7 R / cads
Replicacion. -E-E-m- Replicacion.
T —————
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SOLUCION A LOS PROBLEMAS DE,REPLICACION DE LOS EXTREMOS
DE LOS CROMOSOMAS EUCARIOTICOS: LA ENZIMA TELOMERASA

Los telomeros eucarioticos (extremos de los
cromosomas) contienen una secuencia corta
rica en Guanina repetida cientos de veces.
Esta secuencia es anadida por una enzima
denominada Telomerasa. La telomerasa es
una enzima transcriptasa inversa que lleva
una corta secuencia de ARN que sirve de
molde para sintetizar esa secuencia repetida.

Duplicacién a nivel de los telémeros

— —— LCadena molde

incompleta recién
sintetizada

cebador

. I |
l Cadena retrasada RNA

La telomerasa agrega
repeticiones adicionales
a la cadena molde

La sintesis de DNA a partir del
RNA cebador completa la cadena
retrasada

Extremo del cromosoma replicado

La adicidon de estas secuencias
cortas que lleva a cabo la
Telomerasa contrarresta la
tendencia al acortamiento de
los telbmeros durante la
replicacion normal.

Animacion de Telomerasa



http://www.bionova.org.es/biocast/documentos/figura/figtem19/telomerasa.gif

REPLICACION DE ADN IN VITRO: LA PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA)

Es una técnica desarrollada por Kary Mullis en 1983 (por la que recibid el premio Nobel de
Quimica en 1993) que permite obtener un gran numero de copias a partir de un fragmento
de ADN, aunque se encuentre en cantidad minima, en un corto intervalo de tiempo. Para
esta reaccion se necesita disponer, ademas de la muestra de ADN que se va a amplificar, de:
-Iniciadores o cebadores: pequenas moléculas de ADN de cadena sencilla complementarias
a cada uno de los extremos 3" de la region que se quiere copiar.
-Una ADN-polimerasa termorresistente, aislada de la bacteria terméfila Thermus aquaticus,
llamada Tag-polimerasa, capaz de resistir las elevadas temperaturas a las que se somete la
mezcla de reaccion. -
-Una mezcla equimolecular de los cuatro
Nucledtidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP
y dTTP).

Los tubos de la mezcla de reaccion se

a
introducen en un aparato llamado | S
“termociclador® que, de forma automatica, _ B
realiza ciclos de tres pasos: g :

1°-Desnaturalizacion, elevando la temperatura S _ e
' ; ! mm®
- nEE®

a 94°C durante aproximadamente 1 minuto.

2°-Apareamiento de los cebadores con los / poEpn SEA
extremos 3°, al bajar la temperatura hasta REuD0S bara PC thermociclador
40°-60°C, durante unos 0,5-2 minutos.
3°-Extension o replicacion, catalizada por la
Tag-pol, aumentando la temperatura a 72°C
durante 1-2 min.

Cada ciclo dura unos 5 minutos, y con 20 a 30 ciclos se dispone de suficiente material para
el analisis posterior.

Animacion de la PCR
Otra animacion


http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120078/micro15.swf
http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/pcr.html
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ALGUNAS APLICACIONES DE LA PCR

1.Secuenciacion: la PCR permite
obtener suficiente cantidad de ADN
molde para su secuenciacion.

2.Estudios evolutivos: la PCR permite
amplificar genes de organismos ya
extinguidos o de restos antiguos
humanos para compararlos con los
genes semejantes de organismos
actuales y poder reconstruir arboles
filogenéticos. La PCR también se ha
utilizado para conseguir el mapa del
genoma humano.

3.Huellas genéticas. La PCR permite
amplificar muestras de ADN para la
determinacion de las huellas genéticas .
Esta técnica se aplica en Medicina legal,
con el fin de identificar individuos a partir
de muestras bioldgicas, como sangre,
semen, piel o cabellos. También se
utiliza en las pruebas de paternidad.

4.Deteccion de infecciones viricas,
antes de que causen sintomas o se
desarrolle una respuesta inmunitaria.

5.Diagnostico prenatal de
enfermedades genéticas.




ESTRUCTURA DE UN GEN

Cada molécula de ADN esta formada por una sucesion de genes. Desde un punto de
vista molecular un gen es una unidad de transcripcion (desde el punto de vista
mendeliano es la unidad hereditaria) y su estructura es la siguiente:

-Promotor.- Secuencia inicial del gen, necesaria para el reconocimiento y union de la
enzima RNA-polimerasa que realiza su transcripcion.

-Punto de iniciacion de la transcripcion.- Donde se incorpora el primer nucleotido del ARN
durante la transcripcion.

-Region codificadora.- Actua de patron o molde para la sintesis de ARN. En los genes
estructurales (los que codifican proteinas) eucariodticos, esta region presenta secuencias
gue no seran traducidas, denominadas intrones, intercaladas entre las secuencias
codificadoras, denominadas exones.

-Terminador.- Secuencia que senala el final de la transcripcion.

.:!:':'.=:-..|.. —
Terminacdar

Seclencis codificads del ARM




TRANSCRIPCION

Es el proceso de sintesis de una molécula de ARN utilizando como molde una de las
cadenas de ADN de un gen. La hebra de ARN que se esta sintetizando es antiparalela
al ADN molde y aparea temporalmente sus bases con las del ADN, formando un corto
segmento hibrido. La principal enzima que cataliza el proceso es la ARN-polimerasa,
que tiene las siguientes caracteristicas:

-Necesita una cadena molde de ADN.

-No necesita cebador

-Utiliza nucledtidos trifosfato: ATP, GTP, CTP y UTP.

-No tiene actividad exonucleasica, por tanto no puede corregir errores.

-Trabaja en direccion 5°-3".

ARM Polimerass Cadena no maolde

Ribonudedtido

Animacion

Otra animacion

Zadena molde

Direccidn de la transcripoidn



http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp12/1202001.html
http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/molgenetics/transcription.swf

ETAPAS DEL PROCESO DE TRANSCRIPCION

- Iniciacion: la ARN polimerasa se une al promotor y se forma la “burbuja de transcripcion®.
- Prolongacion: por adicion de ribonucleotidos complementarios a la hebra molde de ADN.
El ARN se aparea temporalmente con la hebra de ADN dentro de la burbuja, cuyo tamano
se mantiene constante, pues se va abriendo en la direccion de avance en la misma medida
en que se va cerrando por detras.

-Terminacion: cuando la ARN polimerasa alcanza la secuencia de terminacion en el ADN
molde se separa, el ARN queda libre y el ADN se reasocia.

Transcription bubble

Montemplate
strand RNA
polymerase

Tuﬂl]:]:-l L
| O A strand

RENA J ENA-DNA Active site

=

2 hybrid, 8 bp

e o

Direction of transcription
(a)




PROCESAMIENTO O MADURACION DEL ARN

Los ARN recién transcritos experimentan, normalmente, una modificacion enzimatica
antes de convertirse en moléculas funcionalmente activas o maduras.

DNA
iTranscripcién

/ franserito primario \

pre-RNA-transferentes pre-RNA-ribosomicos pre-RNA-mensajeros eucarioticos
i i (RNA-heterogéneos)
-Acortamiento de extremos -Fragmentacion para » )
separar los distintos -Union al extremo 5° de una
-Unidn al extremo 3" de una  tipos de ARN- r caperuza® (7-metil-guanosina)

secuencia CCA mediante un enlace trifosfato

-Metilacion de algunas
-Modificacion enzimatica de bases
bases

-Unidn al extremo 3" de una
“cola poli A

-Recorte de extremos L _

empalme de exones



PROCESO DE MADURACION DEL PRE-ARN-MENSAJERO EUCARIOTA

SBCLenca n:::uﬁiiﬁn::adl:ura de AR

ADN hﬂwl

|
Fromaotor Terminadar

l Transcripcion |

. i 0l F'DIiEA_‘J
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l Traduccion |

Polipeptido




EXTREMOS 3" Y 5" DEL ARN MENSAJERO
T-Metilguanosing ——— 3 EUCARIOT'CO
'“':”
-.':’ .

Extremo 5°del ARN-mensajero
eucariota con la caperuza(7 metil
guanosina en union trifosfato 5°-5°). La
caperuza impide la degradacion

del ARN mensajero inmaduro en el

nucleo y su presencia es necesaria
para la accion de las snRNPs y para
el inicio de la traduccion.

La cola poli A protege el extremo 3’
de la degradacion y ayuda al ARNm
a salir del nucleo.

Cabeza Secuencia de |:I|:’n:|ig|:| de proteinas  Cola

L-{EHEHE
—

A AT A4S
I_I_I

q° RNA mensajero maduro Faliih)



PROCESO DE CORTE Y EMPALME (SPLICING)

Ein Iritrin
=
pre-ARNm El trabajo de corte y empalme

esta catalizado por un complejo
denominado espliceosoma,
compuesto por ribonucleoproteinas
nucleares pequenas, llamadas

Spliceosoma snRNPs, constituidas por pequerios
(Empalmozoma) ARN nucleares (snARNSs) asociados

a proteinas. Esta estructura reconoce

unas secuencias en los extremos de
los intrones y se fija a ellas,
produciendo su union por curvatura
del intron. Luego cortan el intron y
Iritrdn separado ligan los exones.

en forma de " '

[ [=Fis]

., Animacion del corte-empalme

ARHmM Maduro

Otra animacion


http://highered.mcgraw-hill.com/olc/dl/120077/bio30.swf
http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp14/1402001.html

OBSERVACION DE INTRONES AL MICROSCOPIO ELECTRONICO

ADN doble hélice

Gen de la ovoalbumina con siete intrones: Aa G

Observacion al microscopio electronico de fo———————————T700 pares de bases—————=
los intrones del gen de la ovoalbumina de L 12 3 4 5 86 7
gallina por hibridacion de este con el ARN-

' 1 ibri I - | I
mensajero maduro. Los intrones no hibridan o (BEB1 180116 148156 {4
y se observan como lazos que sobresalen Gen de la ovoalbumina: tamafio de los siete exones

hacia el exterior del duplex hibrido. > ”
Interpretacion esquematica de la
micrografia de la izquierda



MADURACION DIFERENCIAL DE UN RNA HETEROGENEO

Un determinado transcrito primario puede sufrir diferentes cortes y empalmes que originan
diversas moléculas de ARNm con informacidn para diferentes proteinas.

ESQUEMA DE MADURACION DIFERENCIAL

TRANSCRITO PRIMARIO TRANSCRITO PRIMARIO

1

2

3

3

jﬁ

I

]



DIFERENCIAS ENTRE LA TRANSCRIPCION DE PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

PROCARIOTAS

EUCARIOTAS

ADN menos condensado, sin histonas

ADN unido a histonas

Los ARN-m no son procesados

Los ARN-m sufren un proceso de
maduracion

Los ARN-m son policistronicos (su
traduccion origina varios polipéptidos)

Los ARN-m son monocistronicos
(traducidos a un solo polipéptido)

Hay acoplamiento transcripcion-traduccion
(ocurren simultaneamente)

La traduccion ocurre en el citoplasma con
el ARN-m maduro que sale del nucleo

Un solo tipo de ARN-polimerasa transcribe
todos los tipos de ARN

Hay 3 ARN-polimerasas
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Transcripcion y Traduccion
simultaneas en E. coli

ADN

ARN polimerasa




LA CELULA UTILIZA UN CODIGO DE TRIPLETES PARA LA TRADUCCION

La informacion contenida en la secuencia de nucledtidos de un gen se transfiere a una
secuencia, tambien nucledtidica, de un ARN-m vy, este se traduce a la secuencia de
aminoacidos de una proteina. Qué codigo utiliza la célula para esta traduccion?
Gamow, un fisico ruso, postulé que las células debian emplear
un codigo de tripletes de nucledétidos para la traduccion, puesto
que 4 tipos diferentes de bases combinadas en tripletes,
producian 64 combinaciones (4 elevado a 3), suficiente para
codificar los 20 aminoacidos existentes.Una vez demostrado
experimentalmente que el cédigo genético era un codigo de
tripletes, se inicio la tarea de descifrarlo. Para ello fue crucial

el descubrimiento de la enzima polinucledtido fosforilasa, Gamow
aislada de la bacteria Azotobacter vinelandii por Severo Ochoa

y Marianne Grunberg Manago, que cataliza la sintesis de polinucleétidos de RNA sin
necesidad de molde, a partir de los nucledsidos difosfato con liberacion de ortofosfato.

[r'NMP]|, + n|P]

Polinucléotido
RNA

: fosforilasa ) s
difosfato inorganico

Ribonucleosidos Fosfato

Por la importancia de este descubrimiento
en el desciframiento del codigo genético,
fue concedido el premio Nobel a Severo
Ochoa el afno 1959.



DESCIFRAMIENTO Y CARACTERISTICAS DEL CODIGO GENETICO

MarshaIIW Nlrenberg Har G. Khorana

El cddigo genético presenta las siguientes caracteristicas:

*El codigo esta organizado en tripletes o codones: cada tres nucleétidos (triplete) determinan
un aminoacido. De los 64 codones, 3 son sefales de terminacion de la traduccion y no codifican
aminoacidos y uno es el codon de iniciacion y codifica a la metionina.

*El codigo genetico es degenerado: existen mas codones que aminoacidos, de forma que
un determinado aminoacido puede estar codificado por mas de un triplete.

*El codigo genético es no solapado: un nucledtido solamente pertenece a un unico triplete.

*La lectura es "sin comas": los codones se leen de forma continua, sin nucleétidos en medio.

*El codigo genético es universal: el mismo triplete en diferentes especies codifica para el
mismo aminoacido. Solo hay alguna excepcion en mitocondrias y protozoos Ciliados..

El desciframiento del codigo genético (asignacion
de un aminoacido a cada triplete) se llevé a cabo
fundamentalmente gracias al esfuerzo de tres
grupos de investigacion: el de Nirenberg, el de S.
Ochoa y el equipo de H. G. Khorana, que utilizaron
RNAs sintéticos como mensajeros para la

traduccion “in vitro®” por un sistema libre de células
(con ribosomas, ARN-t, aminoacidos, enzimas...).

La secuencia de aminoacidos del polipéptido
sintetizado se comparaba después con la secuencia
del ARN-m sintético utilizado. Por el desciframiento
del cddigo genético, Nirenberg y Khorana fueron
galardonados, junto con Holley, que determind la
estructura de los ARN-t, con el premio Nobel en 1968.




CODIGO GENETICO

C

A

Uuuy |
UuC
UUA |
UG |

VAU |
VAC |
VAA |
VAG |

Tyr

stop

CUV |
CUC
CUA
UG |

CAU |
CAC |
CAA |
CAG |

AUV
AUC
AUA
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