v

o
-l
i}
el
o)

on
—
Sartay

0 genéiico

CAPITULO

Uno de los problemas centrales de 1a genética molecular consiste en conocer
cémo la informacién contenida en el ADN y transcrita en un ARNm puede dirigir la
sintesis de una cadena polipeptidica especifica, o sea, cuil es la relacién entre la
secuencia de bases del ARNm y la de los aminodcidos de una proteina; éste es el
contenido del problema del cédigo genético.

El cédigo genético surge como una necesidad natural, debido a las diferencias
existentes entre la estructura de 1as moléculas que conservan la informacion (ADN) y
aquéllas gue la expresan en funciones especificas (proteinas). Se acostumbra decir que
esta informacién estd en 2 lenguajes diferentes: el primero, en forma de una secuencia
de bases y ¢l segundo, de aminodcidos. Al pasar Ya informacién del ADN al ARNm se
mantiene en el mismo lenguaje, por lo que el proceso se denomina transcripcién. Pero
al pasar del ARNm a las proteinas hay un cambio de lenguaje y por tanto es una
traduccién, Para traducir es necesario poseer la relacién de equivalencia que existe
entre los signos utilizados en un lenguaje y los empleados por el otro. En esto consiste
la necesidad del codigo genético.

En nuestros dias la solucion de este problema pudiera parecer algo muy sencillo,
pues bastaria con determinar la secuencia de bases de un gen y la de aminoacidos dela
proteina por ¢l codificada y correlacionarlas, pero esto no fue posible en los primeros
anos de la década de los 60 cuando se enfrenté la solucion de este problema. Los
métodos de determinacion de la estructura primaria de las proteinas estahan ya estable-
cidos desde el trabajo de Sanger con la insulina (1956) pero los procedimientos que
permitieron hacer lo mismo con el ADN, con un elevado grado de fidelidad, no apare-
cen hasta finales de la década de los 70 cuando el cddigo ya habia sido descifrado.

Este estudio comenzara por un esbozo de los trabajos fundamentales para desci-
frarel codigo genético y después se realizara nn analisis y se destacaran sus caracteris-
ticas principales. Desde el punto de vista bioguimico el cddigo se define como la
relacion de equivalencia entre 1a secuencia de hbases del ARNm y la secuencia de
aminoacidos de la proteina.

Primeros pasos
El probiema del cédigo genético fue formulado por primera vez por George Gamow

en 1933, y en su solucién participaron numerosos investigadores, empleando funda-
mentatmente métodos quimicos y bioldgicos.



Gamow supuso que la cadena polipeptidica se forma directamente sobre la doble
hélice del ADN, estando cada aminodcido situado en un hueco entre 4 nucledtidos;
este hueco tendria aproximadamente la forma de un rombe. Dos nucledtidos pertene-
cian a una banda y 2 a 1a otra. El «cédigo de rombos rojos» de Gamow asegura preci-
samente las 20 letras, pues como utiliza 4 bases da origen 2 (4%) 256 combinaciones; no
obstante, esta forma de codificacion directa imponia algunas limitaciones a la secuen-
cia de aminoacidos de la proteina, esto quiere decir que una vez fijado un aminoacido,
el siguiente no podia ser cualquiera de los 20, sino un niimero muy reducido de ellos.
Sin embargo, las investigaciones demostraron que tal timitacién no existia en las
proteinas, cuyas secuencias de aminoscidos eran conocidas.

El descubrimiento de que la sintesis de proteinas se realizaba en una estructura
citoplasmatica (los ribosomas) y la existencia de los ARNm rechazaron definitivamen-
te 1a hipdtesis de Gamow.

Por razonamientos teéricos se establecié la relaciéon de codificacién -que se com-
probé después experimentalmente-, 0 sea, cudntas bases son necesarias para codificar
un aminodcido. Como el lenguaje del ARNm sélo tiene 4 letras ( A, U, G, C) y el delas
proteinas 20, la relacién no podia ser 1:1, pues las proteinas constarian de 4
aminodcidos; si fueran 2 las bases alcanzaria para (4°=16) 16 amino4cidos; pero con 3
bases (4°=64), el nimero de combinaciones era mayor que el mimero de aminodcidos,
por lo que quedd establecido que a cada aminodcido en la proteina le correspondian 3
bases en el ARNm, y la relacién de codificacion es 3:1. Este triplete de bases, por serla
unidad de codificacion, recibio el nombre de codon.

Teniendo en cuenta que son posibles 64 combinaciones de bases y que sélo 20
aminodcidos diferentes se incorporan en la sintesis de proteinas, se deduce que al menos
para algunos aminodcidos existe mds de un codon, o sea, el codigo es degenerado. Los
codones que se traducen en el misimo aminodcido reciben el nombre de sindnimos.

Otra consideracion importante se refiere a la forma en que el ARNm es traducido,
si el cédigo es 0 no superpuesto, Si el cédigo no es superpuesto cada base nitrogenada
formar parte de un solo codon, mientras que si fuera superpuesto formaria parte de mds
de uno:

1. UAGICCUUAGICCGIGAAUUA|GCU| No superpuesto
2, UAGCCUUAGCCGGAAUUAGCU ARNm
3. UAGAGCIGCCICCUICUUNUUAUAGIAGCIGCC) Superpuesto

Esta alternativa pudo resolverse teniende en cuenta que se conocia la secuencia
de aminozcidos de algunas proteinas. Si el cédigo fuera superpuesto, un cambic en
una base ocasionaria el cambio de mas de un aminodcido continuo en la proteina. Sin
embargo eran conocidas algunas proteinas en las cuales sélo se producia el cambio de
un aminodcido por ofro, lo que implica que ek cédigo no es superpuesto.

Las 3 primeras caracteristicas del cédigo fueron: que estaba formado por tripletes
(codones), éstos no eran superpuestos ¥ que el codigo tenia caracter degenerado.

Descifrado del cédigo

Los primeros experimentos encaminados a descifrar el cédigo fueron realizados
por Marshail Nirembergy Heinrich Mathei en 1961. E}los tuvieron un éxito inicial al
conseguir un extracto celular estable que sintetizaba proteinas activamente, y logra-
ron dirigir 1a sintesis de un polipéptido por traduccién de un polirribonucledtido
sintético que actuaba como ARNm (Fig. 28.1).

Este sistema fue util no sélo en la dilucidacion del cédigo genético, sino también
para esclarecer muchos aspectos relacionados con el mecanismo de sintesis de proteinas.

Los polinucledtidos se sintetizaron utilizando una enzima - polinucledtido fosforilasa-,
descubierta en 1955 por Marianne Grumberg-Managoy Severo Ochoa. Esta enzima se
diferencia notablemente de la ARN polimerasa, pues utiliza como sustratos los nucledsidos
difosfatados; como no libera pirofosfato su accion no progresa acoplada a la hidrélisis de
éste, y lo mas importante es que esta enzima no es dirigida por un molde de ADN, por lo
que la secuencia del polinucleétido es al azar dictada por la proporcion relativa de los
diferentes nucledsidos difosfatos presentes en la mezcla de reaccion.
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Fl procedimiento consistia en preparar un conjunto de tubos de ensayo, de com-
posicion simifar, en cada uno de fos cuales se afiadia un aminodcido diferente marcado
con"'C.

Cuando al sistema se le afiadia poliuridina se obtenia la formacién de
polifenilalanina. Se logré de esta manera descifrar la primera palabra del cédigo: el
codon UUU significa fenilalanina (Fen).

Por un procedimiento similar se pudieron asignar otras 2 palabras: el CCC parala
prolina (Pro) y el AAA parala lisina (Lis). Los polimeros de poliguanosina no pudieron
emplearse porque forman una compleja estructura tricatenaria que no sirve de matriz
paralatraduccion.

La etapa siguiente consistié en determinar la composicién -no [a secuencia- de
los demis tripletes. Si la enzima polinucledtido fosforilasa se incuba con UDP, el
resultado por supuesto es el poli U. Si se incuba con UDP y GDP se obtiene un
copoliinero que contiene U y G. La secuencia de bases es azarosa, pero controlando la
proporcion de nucledtidos se puede calcular la frecuencia con que deben producirse
cada uno de los codones. La tabla 28.1. muestra los resultados obtenidos én un
polinuclestido preparado a partir de una mezcla que contenia 76 % de Uy 24 % de G.

Tabilz 28.1. Frecuencia relativa de tripletes de bases obtenidas al controlar Ia propor-
cién de cada una en la mezcla de reaccign

Triplete Probabilidad Frecuencia
ugu 0,76 x 0,76 x 0,76 = 0,439 100
uuG 0,76 x 0,76 x 0,24 = §,139 31,6
UGU 0,76 x 0,24 x 0,76 = 0,139 31,6
GUU 0,24 x 0,76 x 0,76 = 0,139 31,6
UGG 0,76 x 0,24 x 0,24 = 0,043 10,0
GUG 0.24 x 0,76 x 0,24 = 0,043 10,0
GGU 6,24 x 0,24 x 0,76 = 0,043 10,0
GGG 0,24 x (;,24 x 6,24 = 0,012 31
Nota: Aparecen 4 clases de frecuencias para los 8 codones posibles.

Fig. 28.1. Obtencién de extractos celulares

sintetizadores de proteinas, Las
bacterias som trituradas con
alumina comn abrasive v se le afia-
de desoxirribonncleasa que, al
hidrolizar ¢l ADN, evita que en ¢l
extracto pueda aparecer ARNm
enddgeno. Una primera centrifu-
gacion a baja velocidad elimina la
alumina y los restos celulares gue
no estian bien homogeneizados.
Una segunda centrifugacion a
30 000 g sirve para climinar
membranas y paredes celulares,
lo gne deja un sobrenadante ¢l cual
se denoming $-3) (sobrenadante
de 30 000 g} con el que se¢ realiza-
ron fos primeros experimentos. Una
tercera centrifugacién a 100 000 g
permite separar los ribosomas, ¥ a
partir de! sobrenadante $-100 se
pueden obtener los ARNE ¥ las
enzimas activadoras. El prepara-
do S-100 se utilizé en experimen-
tos posteriores.
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Si se utiliza este polimero en un sistema como el descrito anteriormente, con 20
tubos de ensaye que contengan los 20 aminoacidos, pero sélo uno de ellos marcado
con “C, se puede medir la frecuencia con que cada aminodcido se incorpora al
polipéptido que se sintetiza (tabla 28.2).

Tabla 28.2. Composicion de los codones segiin la frecuencia de incorporacion de los
aminodcidos

Aminoacido Cantidad incorperada Composicion del codon
Fen 100 3u

Val 37 20+1G

Leu 36 2U+16G

CyS 35 2U0+16G

Trp 14 2G+1U

Gl 12 2G+1U0

La comparacion de los 2 resultados sugiere que los codones correspondientes a la
valina (Val), cisteina (Cis) y leucina (Leu) contienen 2 U y 1 G, mientras que los del
triptofano (Trp) y glicina (Gli) tienen2G y 1 U,

Por variaciones en la composicion del polimero se lograron otras combinaciones
hasta determinar todos los codones que contenian U, después se procedid de igual
forma para los que contenian C y por tltimo, los que tenian A. Los de G no se determi-
naron por las razones expuestas.

Mediante este procedimiento se pudo conocer la composicion (no la secuencia)
de aproximadamente 50 codones.

Otros experimentos de gran relevancia fueron realizados para asignar los codones
que faltaban y para comprobar los existentes,

Una nuevalinea experiinental fue asumida por Niremberg y otros. En 1964 se cono-
cia que algunos polinucledtidos sintéticos estimulaban la unién de los ARNt con sus
aminodcidos correspondientes y los ribosomas, este complejo de 3 componentes podia
ser identificado por el método de ultracentrifugacién, en un gradiente de densidad de
sacarosa. Desafortunadamente este método de andlisis era demasiado laborioso; Niremberg
y otros disefiaron una forma ingeniosa y rapida de aislar el aminoacil-ARNt unido al
ribosoma y al ARNm, utilizando nn filtro de nitrocelulosa. Los ribosomas quedaban
adheridos al filtro, sin embargo, los aminoacil- ARNt pasaban por el filtro facilmente,
excepto que estuvieran unidos a los ribosomas. En particular Nirembergy Phillip Leder
(1964) fueron capaces de inducir la unién de Fen-A RNt al ribosoma, utilizando poli U sin
otro homopolimero, ef complejo formado fue retenido en el filtro de nitrocelulosa. La
utilizacion de copolimeros como ARNm sintéticos, traia por resultado la adsorcién de
aminoacil-ARNt-ribosoma, cuyo aminodcido coincidia con los resultados de los experi-
mentos realizados en os sisternas libres de células, Estos experimentos también demos-
traron la existencia de un complejo aminoicido-ARNt-ARNm-ribosoma como interme-
diario durante la sintesis de proteinas.

Los trinucledtidos estimulaban la formacién del complejo, dando una confirmacién
directa del caricter de tripletes del cédigo genético. Nirembergse dio cuenta que era mas
facil sintetizar trinucledtidos de secuencia conocida que un ARNm; su trabajo que co-
menzé con el triplete GUU correspondiente a Val, progresé rapido, y alrededor de 50 de
los 61 codones fneron asignados directa y convincentemente por este método.
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Otra linea experimental diferente siguié H. Ghobind Khorana (1966}, quien com-
binando procedimientos enzimdticos y de sintesis organica logré la sintesis de
polinucledtidos de secuencia conocida, a partir de la polimerizacién de dinucled-
tidos; uno de ellos fue el poli (AC) que produce ACACACACAC, el cual puede ser
leido en grupos de 3 bases como A CA|CACIACAICAC de manera gue el polipéptido
sintetizado, tomando este polimero como ARNm, constaria de 2 aminoacidos
alternantes, que fue el siguiente:

Tre-His-Tre-His-Tre-His

Por los experimentos descritos anteriormente, se sabia que la composicion del
codon de la treonina (Tre)erade 2Ay 1 Cyelde Hisde2 Cy 1 A, por lo tanto ACA
codilica para Trey CAC para His.

La utilizacion del poli(UG) producia:

Cis-Val-Cis-Val-Cis-Val

con lo que se comprobaba que UGU correspondia a la Cis, y se asigné el GUG ala Val.
Khoranalogré también la polimerizacién de trinucleétidos, por ejemplo, el poli
{UAC) que puede ser leido de 3 formas diferentes:

1. UACUACIUACUACIUACUACUAC que origina politirosina
2. ACU|CUACUACUACUACUACU que codifica politreonina
3. CUA|CUACUAICUA|CUAICUAKCTUA que torma polilencina

Experimentos como estos consiguieron no sélo determinar la secuencia de mu-
chos de los codones de composicién conocida, sino ademas, corroborar los que habian
sido asignados por otros métodos.

Codones de terminacion

Los codones que indican el final de la cadena polipeptidica y que no codifican
ningén aminodicido también fueron asighados por la ntilizacion de polimeros de se-
cuencia conocida.

Si se utilizaba el poli{UA UC) la traduccién podia comenzar en 4 sitios diferentes,

UAUICUAIUCUIAUCIUAUICUAIUCUIAUCK
AUCIUAUICUAIUCUAUCIUAUICUAIUCUI
UCUAUCIUAUICUAIUCUIAUCIUAUICUAL
CUAIUCUIAUCIUAUICUAIUCUIAUCIUAUI

originando sdlo 4 codones diferentes (UAU, AUC, UCU y CUA) que produce la se-
cuencia alternante Tir-Leu-Ser-Ile que puede comenzar con cualquiera de ellos. Esta
situacidn se repetia con muchos polinucledtidos del tipo poliit MNPQ).

Cuando se ensayd el poli{GUA A) se esperaba encontrar un resultado similar, pues
é&ste debe producir también 4 codones y por tanto un tetrapéptido repetido:

GUAIAGUIAAGIUAAIGUAIAGUIAAGIUAAI
UAAIGUAIAGUIAAGIUAAIGUAIAGUIAAG!
AAGIUAAIGUAIAGUIAAGIUAAIGUAIAGUI
AGUIAAGIUAAIGUAIAGUIAAGIUAAIGUAI

Sin embargo, se encontré que no se producian largos polipéptidos, sino que se
formaba sélo 2 productos: el tripéptido Val-Ser-Lis y el dipéptide Ser-Lis. A partir de
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Fig. 28.2. El codigo genético casiuniversal.

Estructura actual del cédigo
genético. Nitese que en la mitad
izquierda predominan los
aminodcidos apolares y en la de-
recha los polares; estas 2 mitades
difieren en que la segunda base
sea pirimidinica a la izquierda, o
purinica a la derecha. OQcho de las
16 casillas estdn ocupadas por el
mismo aminoedcido, lo que signi-
fica que la tercera base es redun-
dante. Sélo 2 aminodcidos cstdan
codificados por un codon cada
uno, INI se refiere al codon de ini-
ciacién y TER a fos de termina-
cién.

los codones ya asignados (Val=GUA, Ser=AGU y Lis=AGG) se pueden alinear los
péptidos con los distintos tipos de secuencia y se obtienen los resultados siguientes:

L.GUA AGU AAG UAA GUA AGU AAG UAA
Val - Ser - Lis - ?
2.UAA GUA AGU AAG UAA GUA AGU AAG
Val - Ser - Lis - ?

3.AAG UAA GUA AGU AAG UAA GUA AGU
Lis ?

4.AGU AAG UAA GUA AGU AAG UAA GUA
Ser - Lis - ?

Lo que muestra que la sintesis se detiene en el codon anterior al UAA y esto
indicaba que éste debia una sefial de terminacion.

Experimentos similares mostraron que el polii AUAG) producia silo el tripéptido
Ile-Asp-Argy el dipéptido Asp-Arg, probando que UAG era otro codon de termina-
cién, Por altimo, con poli(UGA) sélo se formaba polimetionina y poliaspartico, lo que
llevé ala conclusion que UGA era también un codon de terminacién.

Como resultado de una broma de laboratorio a estos 3 codones se le dieron nom-
bres propios -ambar para el UAG, ocre al UAA y dpalo al UGA- y éstos se utilizan
corrientemente en la literatura cientifica.

Codon de iniciacién

En los sistemas in vifro 1a sintesis de proteinas comienza en cualquiera de las
bases del polinucleétido sintético utilizado, pero in vive esto no es asi, se requiere de
un codon de iniciacion. Por experimentos in vitro se ha podido determinar que el mas
utilizado para ello es el AUG, aunque en muy pocos casos también el GUG; esto fue
corroborado mas tarde en numerosos estudios de secuencias de ADN. Estos codones
tienen adem:s la funcién de codificar aminodcidos especificos -el AUG metionina y el
GUG valina- para iucorporarlos dentro de la cadena. En el capitulo 30 se explicara
cémo la célula puede diferenciar una de otra.

Como resultado de todos estos trabajos a finales de 1966 el codigo genético habia sido
descifrado completamente. El total de codones y su significado aparece en Ja figura 28 2.

Aungque el codigo fue descifrado por experimentos in vitro, la exactitud de la
asignacion de cada codon ha sido confirmada por andlisis genéticos y bioquimicos. La

Segptawda fetra
U C A G
Fen Ser Tir Cys v
U Fen Ser Tir Cys =
Leu Ser Ter Ter A
~ Leu Ser Ter Tir G -
‘:j Len Pro His sy U :
% C Leu Pro His Arg C &
E Leu Pro GIN Ar Al 3
& Leu Pro GIN Are G | =
lle Tre AsN U
A lle Tre AsN C
lle Tre Lis A
Met/Ini Tre Lis G
Val Ala Asp Gli U
G Val Al Asp Gli c
Val Ala i Gli A
Val Ala Ll Gli G
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reciente tecnologia de secuenciacién del ADN ha dado la confirmacidn definitiva a
este problema, que parecia un suefio casi imposible, cuando fue postulado en 1953 y
que poco mas de 10 afios después quedaba totalmente resuelto,

Universalidad del cédigo

Tanto los experimentos de Niremberg como los de Khorana fueron realizados
utilizando los componentes del sistema biosintético de protefnas de la E. coli, pero
después fueron realizados repetidamente utilizando bacterias, virus, hongos, plantas y
animales, incluyendo a los mamiferos, Los resultados en todos los casos coincidieron
y llevaron a postular la universalidad del cédigo.

Mis tarde se ha encontrado que el sistema informativo de las mitocondrias presen-
ta desviaciones con respecto al codigo universal. Esas variaciones ya fueron estudia-
das en el capitulo 37 (tabla 37.4). Para otros organismos el codigo mitocondrial ofrece
otras variaciones.

Estos descubrimientos limitaron el caracter universal del codigo y por ello hoy se
dice que es casi universal.

Estructura del cédigo

Mucho se ha escrito y especulado sobre la forma de organizacion del cadigo,
tratando de descubrir cuiles son las leyes que subyacen en su organizacién. Aunque
este objetivo no parece haberse alcanzado totalmente, se han podido sefialar algunas
de sus regularidades mas sobresalientes.

Eil punto central de la atencidn ha sido el caricter degenerado del cédigo. Para
32, o sea, la mitad de los codones, se tiene una degeneracion completa de la tercera
base, el aminoicido queda codificado totalmente por las 2 primeras bases (por ejem-
plo, UC codifica Ser) para los demis (con la excepcién de las parejas UGA/UGG y
AUA/AUG) 1a degeneracion es casi completa, pues sélo requiere el cardcter purinico
o pirimidinico de la tercera base. Esto se resume diciendo que los codones del tipo
XYU y XYC son siempre sindnimos al igual que los del tipo XYA y XYG, con las
excepciones mencionadas (tabla 28.3).

Tabla 283. Grupo I de codones, donde Ias 2 primeras bases son suficientes para la
codificacion del aminodcido

X Y N Aminoicido
G G 6 Gli

G C 6 Ala

C G 6 Arg

C C 6 Pro

C U 5 Leu

G u 5 Val

A C 5 Tre

U C 5 Ser

Nota: Grupo L Para el codon XYZ. Z =(A,G,C,U)

%
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Teniendo esto presente se pueden agrupar los codones sélo por las 2 primeras
bases, en 2 grupos de 8 cada uno: en el primer grupo los pares XY, que codifican los
aminoicidos con independencia total de Z y, en el segundo, los que varian segtin Z sea
purinica (Pu) o pirimidimca (Pi).

La columna n indica el nitmero de puentes de hidrigeno que puede formar la
pareja XY al unirse a un par complementario (X ’Y). El valor n pudjera llamarse grado
de complementaridad, que en el primer grupo es 6 y 5 (promedio 5,5) y el segundo 5 y
4 (promedio 4,5). Se puede pensar que mientras mayor sea n, menor valor tendra la
interaccion Z-Z’, ya que la unién XY-X"Y” es suficientemente estable. El valor de Ia
tercera base ser4 discutido nuevamente en el siguiente acdpite. Estas caracteristicas
han hecho suponer que el cadigo priwnitivo era de sélo 2 letras y que ha evolucionado
hacia su estado actual de 3 letras,

Tabla 284. Grupo I de codones, donde Ia tercera base tiene una funcion determinante

X Y N Aminodacido
Z=Pu Z=Pi
G A 5 Glu Asp
A G 5 Arg Ser
U G 5 Tr'Ter CyS
C A 5 GIN His
A A 4 Lis AsN
A U 4 DeMet Ile
U A 4 Ter Tr
U U 4 Len Fen

Nota: Grupo II. Para el codon XYZ.

La secuencia de bases codifica sélo la secuencia de aminodcidos de la proteina,
pero su estructura tridimensional depende de su secuencia. Alteraciones en la secuen-
cia pueden ocasionar alteraciones en la conformacidn y, por lo tanto, en la funcién.
Como se vio en la seccion de biomoléculas, en esto influye notablemente la polaridad
dela cadena R de los aminoicidos, los de caricter hidrofébicos son los determinantes
en el plegamiento de la cadena. La sustitucién de un aminoacido apolar por uno polar
puede causar cambios dristicos en la conformacion de la proteina; alteraciones de este

" tipo sélo ocurren cuando existe el cambio de una purina por una pirimidina que esté

ocupando la segunda posicién del codon. Los cambios en la primera base también
influyen menos en la naturaleza polar o apolar del aminodcido codificado, Sin embar-
go debido al caricter degenerado del cédigo es muy poco probable que esto suceda.

Sise toma como ejemplo el codon GUG y se analizan todos los cambios posibles
y sus resultados, se vera en la figura 28.3 que de 9 cambios posibles, s6lo en un caso
que afecta la segunda bhase, 1a val se cambiaria por un aminoacido polar (glu) y, por
tanto, podria influir notablemente en la estructura de la proteina. En codones de otros
aminedcidos hidrofébicos esto es menos evidente, pero en general 2 de cada 3 cambios
no producen alteraciones en el caracter hidrofébico del residuo de aminoacido.




No obstante, lo dicho anteriormente, en ocasiones existen aminoacidos que son
tan valiosos en la estructura de la proteina, que no admiten ser cambiados por ningdn
otro aungque éste sea muy semejante, por ejemplo, un aminoacido cuya cadena R
aporte el grupo catalitico al centro activo de una enzima.

Descodificacién

Una vez conocido el codigo genético, o sea, la relacién entre la secuencia de bases
del ARNm y la de aminoacidos de las proteinas, es necesario conocer cémo se realiza
el proceso de descodificacion, cémo se logra Ia conversion de un lenguaje en otro. Al
estudio detallado de los mecanismos de este proceso esta dedicada el capitulo 30,
Ahora sélo se estudiari brevemente el fundamento del proceso de descodificacién,

Para poder descifrar el codigo hace falta otro tipo de ARN lamado de transferen-
cia y cuya estructura fue estudiada en la seccién de biomoléculas, Es necesario recor-
dar que en estas moléculas existen 2 sitios bien definidos que ocupan los extremos de
Ia estructura de la «L». En uno de ellos (el extremo 3 ' -OH) se encuentra el triplete
5'-CCA-3' acuyo 3’ -OH se une un aminoacido especifico; en el otro extremo se
encuentra el asa anticodon con su secuencia caracteristica 5' ---Pi--U--XYZ.--
Pu({modificada)--3 ', donde XY Z representa el anticodon. Es este triplete el que se une
al codon del ARNm durante la traduccion, por la formacion de pares de bases
complementarias. Por ejemplo, si el anticodon tiene 1a secuencia 5 ' -- AAA--3' su
codon complementario serd el UUU. A este tipo de ARNt se unird por el extremo 3 ' -OH
el aminodcido fenilalanina. Si el anticodon fuera 5'--GGG--3' se complementaria
conel codon 5'--CCC--3' y el ARNLt llevaria en el extremo 3 ' -OH a la prolina. La
reaccion de union del aminoacido al ARNt correspondiente se estudiari con mas
detalles en el capituto 30.

Teniendo en cuenta que existen 61 codones que codifican aminoacidos, cabria
suponer la existencia de 61 tipos de ARNt con sus anticodones correspondientes a
cada uno de los codones del ARNm. Esta idea fue sustentada inicialmente al hallar que
cuando se purificaba ARNt de la leucina (leu-ARNt) y se examinaba en un sistemna
artificial de sintesis de proteinas, habia una especie (len-ARNt,) que incorparaba el
aminodcido cuando se utilizaba poli(UC), pero no al emplear poli(UG), mientras otra
especie (leu-ARNt ) lo hacia con el segundo pero no con el primero, esto significa que
elleu- ARNt lecel codén CUU y el leu-ARNt , el GUU.

Sin embargo, la idea un codon-un ARNt no prosperd mucho tiempo debido a los
experimentos de Holley, quien logroé establecer la secuencia completa de bases del
ala-ARNt de levadura, Esta moléculalee 3(GCU, GCC y GCA) delos 4 codones dela
alanina. El examen de la secuencia de las zonas no apareadas mostré que en un soto
sitio habia una secuencia 5'- -GC--3' por lo que esta pareja debia ser parte del
anticodon (se debe recordar que por convencion, las secuencias de los acidos nucleicos
se escriben del extremo 5' al 3 y el apareamiento se realiza en sentido antiparalelo,
porlogqueelcodon 5'-- AUC--3' debe tener un anticodon 5°--GAU--3 ).

Esto implicaba que el anticodon fuera la secuencia 5’ --1GC~- 3, en la cual 1
simboliza el nucleétido raro de inosina. Como el ala-A RNt responde a los 3 codones
{GCU, GCC y GCA) entonces, la inosina no forma puentes de hidrogeno o puede
formarlos con U, C y A. Si fuera la primera situacién también Ieeria el codon GCC, lo
cual no sucedia, por lo tanto, I puede formar puentes de hidrégeno, aunque noseaen la
forma de los pares habituales U-A y G-C (Fig. 28.4).

La aparicién de la inosina en ¢l anticodon se debe a que siempre que en la primera
posicién aparezca A en el transcrito primario, ésta es desaminada enzimaticamente
produciendo hipoxantina, que es la hase que forma parte de la inosina.

La explicacién a este fenéieno fue propuesta por Francis Crick (1965) con la
idea del acoplamiento vacilante (wobbie), Hasta ese momento se crefa que apareamientos
diferentes de A-U, A-T y G-C no aparecian en los 4cidos nucleicos. Esto es cierto en el

Fig. 28.3. Importancia del caricter degenc-
rado. A partir del coden GUG se
pueden obtener 9 codones, cam-
biando una sola base cada vez. Sin
embargo ¢n 3 ocasiones ¢l signifi-
cado del codon no cambia y de las
9 posibilidades sélo en un caso se
altera el cardcter polar del
aminoicido codificado.
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Fig. 28.4. La inosina como formadora de
pares de bases. La inosina (en co-
lor) puede formar pares de bases
con la citosina (arriba), uracilo
(centro} ¥ adenina (abajo), por lo
cual su aparicién en el anticodon
del ARNt noimpide el apareamien-
to con el codon del ARNm. La
aparicién de la inosina en la pri-
mera posicion del anticodon per-
mite que varios codones sean lei-
dos por el mismo ARNL.

ADN por las caracteristicas estructurales de la molécula, como se vio en la seccién de
biomolécuias. Sin embargo, como el apareamiento codon-anticodon se produce entre 2
moléculas de ARN no es necesario conservar la estructura regular de 1a doble hélice, Crick
demostro que pueden existir otros apareamientos en la interaccion codon- anticodon,
pero que esto requeria en primer lugar que las 2 primeras bases formaran apareamientos
tipicos, para que se garantizara una estabilidad maxima y, en segundo lugar, que el tercer
par de bases no produjera mucha distorsién como ocurre habitualmente con los pares
purina-purina, identificando como posibles los apareamientos que aparecen en la figura
28.5.

La posibilidad de formar los 4 pares adicionales de bases {A-I, U-I, C-1y G-U) explica
como una sola molécula de ARNt puede aparearse con varios codones.

Ahora es comprensible el caso de los ala-ARNt de levadura, Uno de ellos, estudiado
por Holley, que tiene el anticodon IGC puede formar pares de bases con 3 de los codones
(GCU, GCCy GCA), pues lainosina puede aparearse con U, C y A. El otro (denominado
ala-ARNt ) s6lo acopla con el coddén GCG, para lo cual serian posibles 2 anticodones el
CGC y el UGC, pues G puede formar pares de bases con C y con U. Si fuera el UGC
entonces debia leer también GCG y GCA, pero como este no es el caso, el anticodon debia
ser CGC y lo esen realidad.

Aunque en solucion los trinucledtidos se aparean mal, pues su tamafio no les permite
estabilizarse por las interacciones de apilamiento de bases; en el proceso de traduccién
estas interacciones codon-anticodon se estabilizan debido a varios factores:

1. Tanto el codon como el anticodon forman parte de moléculas mayores, lo cual permite
que launion entre ellos pueda estabilizarse por apilamiento de bases.

2. Hacia el lado 5° del anticodon siempre hay una U, lo que sugiere que debe tener alguna
participacién en la estabilizacidn de la unién codon-anticodon.

3. El apareamiento se produce normalmente cuando ambos (ARNt y ARNm) estin uni-
dos a los ribosomas. Es posible que esa unién haga que el codon y el anticodon se
posicionen de forina que la estabilidad de la union sea maxima.
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Fig. 28.5. Modelo de acoplamiento vacilante, Segiin la hipdtesis del apareamiento vacilante en la
unién del codon con el anticodon, pueden aparecer pares de bases que no se encuentran
normalmente en el ADN, En cada caso ef anticodon estd en rojo y el codon en azul. La
flecha indica la direccién 5’->3". En todos los casos sélo se representa la tercera base.
Obsérvese que los codones que aparecen en la misma horizontal son siempre sinénimos.

Resumen

Desde el punto de vista bioquimico el cdigo genético es 1a relacién de equiva-
lencia entre la secuencia de bases nitrogenadas de los ARNm y la secuencia de
aminodcidos de las protefnas. El codon es la unidad de codificacién y estd formado
por 3 bases, porlo que la relacién de codificacién es 3:1. Cada base nitrogenada del
ARNm forma parte de un solo codon, lo que quiere decir que el c6digo no ¢s super-
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puesto. Por lo general cada aminodcido es codificado por mis de un codon, lo que
significa que el c6digo es degenerado,

El descifrado del c6digo fue posible gracias a 2 grupos de trabajo principal-
mente el de Niremberg y el de Khorana. El primero, utilizando un sistema Lbre de
células y polinucledtidos sintétices, como inicio, y trinucledtidos de secuencia cono-
cida, después, logrd establecer la estructura de numerosos codones. El segundo,
utilizandoe polinucledtidos de secuencia conocida confirmd las asignaciones hechas
por Niremberg y establecid 1a secuencia de otros codones, entre ellos, los de termi-
nacién. A finales de 1966 el codigo estaba totalmente descifrado.

Todas las bacterias, virus, hongos, vegetales y animales utilizan €] mismo cddi-
£0; silo en las mitocondrias aparecen variaciones, por lo que se considera que el
cédigo tiene carficter quasiuniversal.

Los andlisis de 1a estructura del cdigo levan a la idea de que su forma actual es
resultado de un proceso evolutivo, en el cual se ha ido ganando en seguridad. El
caricter degenerado posibilita amplias variaciones en la secuencia de bases del ADN,
y por lo tanto del ARNm, sin modificar esencialmente la estructura primaria de las
proteinas.

El proceso de descodificacion se lleva a cabo en los ribosomas con la participa-
cién de los ARNt, que contienen el triplete anticodon, que al aparearse con el codon
facilitan que cada aminodcido ocupe una posicién precisa en la cadena
polipeptidica. El apareamiento se produce con mayor fuerza en las 2 primeras
bases que cn la tercera, lo que explica que un mismo ARNt pueda leer varios codones,

Ejercicios

1. Como se observa en la figura 28.2 existen 6 codones parala Leu, Ser y Arg ; Cual
serd el némero minimo de Leu- ARNt, Ser-ARNt y Arg-ARNt que debe tener una
célula para sintetjzar proteinas eficientemente si todos los codones son utilizados
con la misma frecuencia?

2. EY codon UAC codifica Tir y el UAG es un codon de terminacién ;Podria un
tir-ARNt aparearse al UAG y provocar que la sintesis de la proteina continuara mis
alla de su limite normal?

3. El codon de iniciacion preferencial es el AUG, pero se ha visto que también puede
emplearse el GUG y en ambos casos se incorpora Met ; Pudiera explicarse esta
situacién, suponiendo que un misino ARNt pueda leer los 2 codones?

4. Los acidos aspértico y glutdmico ocupan la misma casilla del codigo, difieren sélo
en la tercera base ; Cudles deben ser los anticodones del asp-ARNt y el glu-ARNt
para que en la cadena polipeptidica no pueda incorporarse uno de ellos en vez del
otro?

5. Un bioquimico afirmé haber establecido la secuencia de bases de un Tir-ARNt
cuyo anticodon tenia la secuencia 5' - 1CA-3 ', pero este hallazgo se puso enduda
por todos sus colegas ;Cudles serian las razones que hicieron poner en duda el
hallazgo anunciado?

6. Un ARNm es modificado artificialmente incluyéndole una G entre los codones 15
¥ 16,y se observa que el polipéptido sintetizado difiere del original en la secuencia
de aminodcidos a partir del 16; después se hace una segunda modificacién al
ARNm y se observa que ahora la secuencia de aminoacidos del polipéptido sélo
difiere del original en los aminoacidos 16, 17 y 18 ; En qué consistié la segunda
modificacién? ; Cémo se pueden explicar los 2 resultados obtenidos?
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