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Xenetica Molecular
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LS 0 ADN COMO MATERIAL XENETICO

O ADN foi illado por primeira vez en 1869 polo bidlogo suizo Johan Friedrich Miescher, quen bautizou
esa nova molécula como nucleina, xa que se atopaba no nucleo.

Pero non foi ata moito despois o descubrimento ADN como a molécula que contén a informacion
xenética, e da composicidn e estrutura do mesmo. Estes descubrimentos constitien é unha das
historias mais emocionantes da bioloxia do século XX.

Griffith demostra que existe un principio transformador

Os primeiros experimentos foron realizados por un médico inglés, F. Griffith (1928) que estaba
interesado en desenvolver vacinas contra unha das bacterias que causa pneumonia (Streptococcus
pneumoniae). Griffith sabia que estas bacterias, comunmente chamadas pneumococos, tifian formas
virulentas —causantes da enfermidade— e formas non virulentas ou inofensivas (Fig. 14.1). As cepas
virulentas (cepa S, para lisa) estaban cubertas por unha cdpsula de polisacérido lisa que a protexe do
sistema inmunitario, e as cepas non virulentas (cepa R, para inglés dspero) carecian de capsula e tifian
un aspecto rugoso.

Mezcla de Cepa R
viva con S muerta por

Ratén Muere Ratén vive

Figura 14.1. Experimento de Griffith con cepas S e R deStreptococcus pneumoniae.

Fonte:https://www.emaze.com/@ACTRWLOL /experiments-of

Griffith estaba interesado en descubrir se as inxeccidons de pneumococos virulentos mortos pola calor,
podian usarse para inmunizar contra a pneumonia. Unha inxeccion da cepa S mataba os ratos mentres
que a cepa R non. A cepa S, morta polo quecemento, non causaba pneumonia cando se inxectaba.
Porén, cando combinou bacterias da cepa S mortas pola calor con bacterias vivas da cepa R, e inxectou
esta mestura en ratos, os ratos contraeron pneumonia e morreron; Ademais, sorprendentemente, no
sangue destes ratos mortos, Griffith atopou pneumococos vivos da cepa S. E dicir, nas bacterias mortas
S habia "algo" capaz de transformar as bacterias R previamente inocuas en patdxenos.

O fendmeno conécese como transformacion bacteriana (que por certo se usa moito en biotecnoloxia)
e 0 que provocou a conversion Griffith chamouno "factor de transformaciéon”

A partir deste experimento comezouse a buscar o principio transformador.
Avery descobre a natureza molecular do xene

Foi algo mais tarde, en 1943, cando un grupo de cientificos liderado polo bacteriélogo estadounidense
O. Avery traballou de novo cos cultivos de pneumococos e descubriu a natureza do factor
transformador. Comezaron a fraccionar o extracto de bacterias libres de células S onde estaba o factor
transformador. Descubriron que podian eliminar proteinas, lipidos, polisacaridos e ARN do extracto sen
diminuir a propiedade do extracto de transformar pneumococos R en S, pero non o ADN. Ademais,
purificou o ADN presente no extracto e o xuntalo coas bacterias R, estas transformaronse en S.
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O ADN é a base do material xenético

pathogenic)  enzymes excepl DNase
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Asi, o ADN era o principio transformador, é dicir, era o
ADN o que levaba a informacién

Pero era dificil admitir que os xenes estaban feitos de
ADN, sabiase que o ADN era unha molécula "monétona"
composta sé por catro bases nitroxenadas diferentes,
como poderia ter abondo variabilidade como para levar
toda a informacién xenética que necesitaban os seres
vivos? Daquela, as proteinas eran as candidatas iddneas
para tal funcién, pola sia gran complexidade e multiples
formas. Neste contexto, os resultados de Avery foron
recibidos con considerable escepticismo e a actividade
transformadora foi atribuida a impurezas proteicas. A
obra apenas recibiu apoio.

Figura 14.3. Experimento de Hershey e Chase.

Fonte:http://notesbiologymol.blogspot.com.es/2014/03/acido- desoxirribonucleico-

dna.htmel

A comunidade cientifica quedou finalmente convencida de que o ADN era o material xenético grazas 4
investigacion realizada por A. Hershey e M. Chase (1952) con bacteriofagos (Fig. 14.3). Estes fagos son
un tipo de virus que infectan bacterias . Cando o fago infectar bacterias, inxecta o seu ADN na bacteria
e deixa atras a capsula baleira. E dicir que o ADN contén a informacidén necesaria e suficiente para
reproducir novos fagos dentro da bacteria. Noutras palabras, o experimento indicaba que o ADN era o
Unico portador da informacién xenética do fago.

Un ano despois Watson e Crick revelarian a estrutura da molécula de ADN .



tE O FLUXO DA INFORMACION XENETICA

A informacion xenética que leva o ADN esta contida en secuencias de nucleétidos. Esta informacion
exprésase coa formacion de proteinas, moitas delas encimas, que producirdn os caracteres do
individuo. Porén, estes compostos organicos férmanse nos ribosomas do citoplasma e o ADN non sae
do nucleo nas células eucariotas, polo que se necesita un intermedio de ADN, que é o ARN.
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A transcricion é sintese de ARN a partir de ADN e traducidn a formacion de proteinas (Fig. 14.4). Na
transcricién pasamos dos nucledtidos do ADN aos do ARN, transforma unha lingua noutra forma da
mesma lingua; Por outra banda, na traducién producese un cambio de linguaxe, pasamos da linguaxe
dos nucleétidos de ARN & dos aminodcidos que forman as proteinas.

O dogma central da bioloxia molecular, di que o fluxo da informacién xenética que vai do ADN ao
ARN e deste as proteinas. Ademais a informacidn hérdase de xeracion en xeracion mediante a
replicacion do ADN .

Este fluxo foi ampliado debido aos descubrimentos no mundo dos virus. Hai virus que non levan ADN
como material xenético, sendn ARN e son capaces de facer copias do seu ARN por medio dun encima
chamado ARN replicase, polo que tamén se debe colocar no ARN un bucle de autorreplicacion. QOutros
virus, chamados retrovirus, levan un encima chamado transcriptase inversa, capaz de sintetizar ADN a
partir do seu ARN. Polo que agora exprésase un fluxo mais completo de informacién xenética.
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Figura 14.5



REPLICACION DO ADN

Na replicacion do ADN cada cadea orixinal actia como molde para a sintese dunha nova cadea, xa que
as bases nitroxenadas son complementarias. Este proceso ocorre na fase S do ciclo celular, antes da
division celular. Unha vez que Watson e Crick revelaron a estrutura molecular do ADN coas duas cadeas
gue ian en direcciéns opostas, plantouse o problema de como se replica o ADN e propuxéronse tres
solucidns:

modelo conservativo Neste modelo as duas cadeas de ADN orixinal xuntanse de novo despois da
replicacion, de xeito que unha molécula contén as duas cadeas orixinais antigas, e a outra molécula
contén as duas cadeas do material recen sintetizado.

modelo semiconservativo Neste caso as duas cadeas de ADN orixinal separanse e serven de molde
para a sintese dunha nova cadea de ADN. O resultado son duas dobres hélices de ADN, ambas
formadas por unha cadea antiga e outra nova.

Modelo dispersivo Nesta solucién a dobre hélice orixinal dividese en segmentos de ADN bicatenario.
Como no modelo conservativo, actian como modelos para a sintese de novas moléculas da dobre
hélice. Os segmentos reunense en dobres hélices completas de ADN, cada unha con segmentos
orixinais e novos intercalados.

Conservative Semiconservative Dispersive
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Fonte: wikipedia

A replicacion do ADN é semiconservativa

Para investigar a forma de replicacion do ADN, Meselson e Stahl idearon un experimento moi
enxefioso que se basea no uso de dous isétopos nitroxeno, , o 14N, que é mais lixeiro, e o 15N, que é
mais pesado.

Meselson e Stahl cultivaron bacterias en medio 15N, o isétopo pesado do nitréoxeno, polo que o ADN
sintetizado é pesado. Despois, as bacterias cambiaron a medio 14N. lllouse o ADN en diferentes
momentos, correspondentes aos ciclos de replicacién 0, 1 e 2. Despois do primeiro ciclo de replicacién,
o ADN tifia todo de densidade intermedia. Isto descarta o modelo conservador de replicacién, que
prevé que estara presente tanto ADN pesado como lixeiro, pero non estara presente ningin de
densidade intermedia.

Despois do 22 ciclo de replicacion vense duas bandas de ADN, unha de densidade media e outra de
densidade lixeira. Este resultado coincide exactamente co modelo semiconservativo: A metade debe
ser de peso medio 15N-14N e a metade debe ser de peso lixeiro 14N-14N. Tamén descarta o modelo
dispersivo de replicacién, que prevé que nos sucesivos ciclos de replicacion, a densidade de todas as
moléculas de ADN diminuiria gradualmente.
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Figura 14.7.0 experimento de Meselson e Stahl. Fonte: http://www.phschool.com/sci

ence/biologyplace/biocoach/transcription/mrnaeuk.htmel

Anexo 1: Enzimas implicadas no proceso de replicacion

Xirase (topoisomerase 2): desenrola a dobre hélice. Corta as 2 cadeas que son despois unidas pola ligase
Helicase: rompe as pontes H, abre a dobre hélice

Proteinas estabilizadoras: (unién de ADN monocatenario) mantén as cadeas abertas e separadas, de xeito que
as polimerases actian

ARN-primase: sintetiza o cebador ou cebador para iniciar a replicacién, que é o fragmento de ARN inicial,
complementario o ADN. Engade nucledtidos na direccién 5'=>3".

ADN-polimerase: une cada nucleétido & cadea de formacién na direccidén 5'>3'. Ten tamén actividade
exonuclease : corta enlaces entre nucledtidos no extremo da cadea

ADN-ligase: enlaza fragmentos de nucleétidos nunha mesma cadea
ADN-endonuclease: corta enlaces entre nucleétidos no interior da cadea
ADN-exonuclease: elimina fragmentos de nucleétidos erréneos no extremo dunha cadea

Durante a replicacion, abrese a dobre hélice.

A replicacién comeza cando o encima helicase recofiece unha secuencia de nucledtidos especifica, o
punto de iniciacion, e rompe os enlaces de hidroxeno entre as bases producindo a apertura da dobre
hélice, de xeito que nesa zona sepdaranse as 2 cadeas de nucledtidos. Férmase unha estrutura chamada
burbulla de replicaciéon, que se abre en ambas direccidns xa que a replicacion é bidireccional e da lugar
a dous garfos de replicacion (Fig. 14.8), pola sua forma en Y, un en cada extremo da burbulla onde se
forman as novas cadeas de ADN.

Como consecuencia da separacion da dobre hélice, producense superenrolamentos nas zonas
limitrofes, polo que hai outros encimas, as xirases ou topoisomerases, que baixan a tensién e
desenroscan as cadeas . Unha vez separadas as duas cadeas, permanecen abertas grazas 4 accién de
Proteinas estabilizadoras (SSB) que se unen aos fios individuais e as estabilizan.
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Imaxe 14.8.Unha burbulla de replicacién completa.

Fonte:http://apuntesbiologiamol.blogspot.com.es/2014/03/acido-desoxiribonucleico-adn.htmel

A replicacion prodicese a diferentes velocidades en cada cadea

Cada un dos fios abertos funciona como molde dun novo. A ADN polimerase é a principal encima,
responsable de colocar os nucledtidos complementarios, que recolle como desoxinucledtidos
trifosfato (ANTPs) e pasa a formar unha nova cadea (dNMPs) liberandose dous fosfatos. Non obstante,

hai dous problemas:

1. A ADN polimerase pode alongar as cadeas pero non inicialas. Polo tanto, necesita un
fragmento con alguin extremo 3' ao que comezar a engadir nucledtidos de ADN, este fragmento é
ARN e chamase primer ou cebador. Sintetizase por un encima chamado Primase (un tipo de ARN
polimerase) que poden iniciar a cadea.

2. Todos os encimas polimerases cofiecidos s6 engaden nucleétidos en sentido (5'2>3'). En
consecuencia, as duas cadeas non se replican do mesmo xeito.

A replicacién continua é posible na cadea molde (3'->5') onde o ADN-pol se move na direccidn na
que se abre o garfo e sintetiza o chamado cadea adiantada, ou condutora (lider).

A ADN-pol que se move na outra cadea, na direccidn oposta, sintetiza, a medida que o garfo avanza,
pequenos fragmentos chamados fragmentos de Okazaki que inicianse cun cebador. Esta cadea que
duplicase mais lentamente, denominase cadea retardada.

Cando a cadea dobre se abre e queda unha parte da cadea aberta de lonxitude suficiente, a cadea
descontinua forma un novo fragmento de Okazaki que comeza pola Primase, unha vez colocado o
cebador, incorpdranse os nucledtidos de ADN coa axuda de ADN-pol ata alcanzar o cebador do
fragmento de Okazaki anterior.
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Finalmente, o ADN ligase é o encima responsable de unir os fragmentos mediante un enlace
fosfodiéster final na cadea de ADN en crecemento.
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Figura 14.10.A esquerda, detalle do garfo de réplica; A dereita, un diagrama co movemento da ADN polimerase en ambas as
cadeas. Fonte:http://www.um.es/molecula/dupli00.htm
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Para garantir a fiabilidade da nova cadea, é necesario evitar posibles erros. A taxa de erro da ADN
polimerase é moi baixa. O encima principal (ADN polimerase) corrixe todos os erros cometidos na
replicacidon, xa que tamén ten actividade exonuclease, polo que antes de colocar un novo nucledtido
comproba o anterior e, se estd mal, retirao e volve colocalo.

Ademais, existe un sistema de revision posterior no que estan implicados outros encimas, como:
* Endonucleases que cortan o segmento incorrecto.
* ADN polimerases que enchen correctamente o oco.

* ADN ligases que unen os extremos corrixidos

A replicacion en eucariotas e procariotas ten algunhas diferenzas

A replicaciéon do ADN segue os mesmos pasos tanto en procariotas como en eucariotas. En ambos é
semiconservativa, avanzando en direccion 5= 3, semidiscontinua e bidireccional.

As células eucariotas tefien multiples cromosomas, lineais, mais grandes e cun ADN moi empaquetado
con histonas (proteinas basicas que se duplican durante a replicacién), mentres que en procariotas é
un sé cromosoma, circular, mais pequeno e carece de histonas (sé nas arqueas hai histonas).

Nos procariotas, adoita haber un Unico orixe da replicacion, mentres que hai moitos en eucariotas, (uns
30.000) xa que a replicacion en eucariotas é mais lenta, posiblemente debido ao empaquetado con
histonas e ao seu maior tamafio.

Os fragmentos de Okazaki nas eucariotas son pequenos (de 100 a 200 nucleétidos), nos procariotas son
mais grandes (duns 1000 a 2000 nucleétidos).

Nos procariotas tefien tres tipos de ADN polimerases (pol |, pol Il e pol 1ll), mentres que os eucariotas
tefien cinco (a, B, vy, 6 e €).
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Acurtamento dos telémeros

Os telomeros son os fragmentos finais dos cromosomas de eucariotas.
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Certas lifas celulares que deben dividirse moitas veces, como as células embrionarias ou as células
nai da medula ésea que fabrican células sanguineas, tefien un encima telomerase que evita o
acurtamento dos telémeros. (Fig.14.11). A telomerase é moi activa na maior parte das células
cancerixenas.

Nos procariotas, xa que os cromosomas son circulares, non hai telémeros.

Concepto de xene.

No concepto clasico un xene é un fragmento de ADN que determina un caracter .

Nos anos 50, coa avance da bioloxia molecular, tentouse definir mdis o concepto de xene e
estableceuse a teoria de un xene = un encima .

Agora sabese que alglns xenes codifican mais dun polipéptido e que unha proteina, especialmente as
mais complexas, pode estar codificada por un conxunto de xenes diferentes, incluso localizados en
cromosomas diferentes. Ademais, alglns xenes nin sequera codifican proteinas senén ARN cunha
funcion propia (ARNt e ARNr, por exemplo) e polo tanto non se traducen, polo que a traducién non é
necesaria para que un xene tefia unha determinada funcion.

Ademais un xene tamén contén secuencias que non son codificantes e, polo tanto, nin se transcriben
nin se traducen, como as secuencias reguladoras, que marcan o inicio e o final da transcricion.



Por outra banda, o xenoma contén unha gran cantidade de ADN interxénico, ata o 98%, de funcidn
descofiecida, que naguel momento se chamaba ADN lixo pero asumese que ten un importante papel
regulador.

Un xene é unha secuencia de ADN que contén informacion para a sintese dunha proteina ou para a
sintese de certos tipos especiais de ARN (ARN de transferencia e ARN ribosémico), ademais de zonas
de transcricion, un xene conten contén os elementos necesarios para regular a sua transcricion: as
rexions promotoras e secuencias reguladoras

Un xene ocupa un lugar especifico(locus) nun cromosoma especifico.

As rexions reguladoras frecuentemente se atopan preto do xene, pero tamén se poden localizar en
lugares moi afastados do xene, a miles de pares de bases afastados del.

Segundo se trate dun organismo procariota
(bacterias) ou eucariota (animais, plantas,

Secuencia promotora Secuenca reguladora

i ’/ fungos, etc.), estas rexiéns varian, asi como a
A e estrutura dos xenes.
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E_-_-E-Z- Xenes eucariotas, as secuencias

¥ T \ / T codificantes atépanse en rexions
Secuencia reguladora chamadas "exdns" que son

Irtrones . .
interrompidas por outros

Sitio inicio de latranscrpoion Sitio terminader de la ransoipoion segmentos de ADN "non

codificante", chamados "introns".

ESQUBWA SMPLIFICADD DE UN GEN
EUCARIOTATIPICO

(Fig.14.6).

https://www.intramed.net/contenidover.asp?contenidoid=42002

A TRANSCRICION

A formacién de ARN a partir do ADN chamase transcricion e feito por encimas chamados ARN
polimerases. E o proceso polo cal se pasa a informacién dunha secuencia de bases nitroxenadas dun
fragmento de ADN a unha secuencia de bases nitroxenadas pertencentes ao ARN.

Permite que a informaciéon do ADN chegue ao resto dos organulos celulares e saia do nucleo no caso
dos eucariotas.
ARN Polimeralsa

Ribonucledtido
Cadena no molde

Imaxe 14.12. Transcricion.
Cadena molde

Direccion de la transcripcion




Sé se vai copiar un fragmento do cromosoma (xene) e sé dunha das cadeas chamada cadea molde, a
cadea que se copia depende do xene .

O produto de ARN é complementario 4 cadea modelo e é case idéntico 4 outra cadea de ADN,
chamada cadea non molde (ou cadea codificante). Non obstante, hai unha diferenza importante: no
ARN os nucledtidos T foron substituidos por nucledtidos U.

Este proceso ten lugar en catro fases: iniciacidn, elongacién, terminacién e maduracion.
Fases da transcripcion

Fase de iniciacion.

A ARN polimerase Unese a unha rexion especifica de ADN chamada promotor, situado antes da
unidade que se vai transcribir. Para recofecer o sinal de ADN do promotor, o ARN-pol é axudado por
proteinas, chamadas factores de iniciacion.

O promotor ten secuencias especificas, secuencias de consenso, que recofiecen as ARN pol, unha das
mais frecuentes, é TATAbox, presente en procariotas e en moitos xenes de eucariotas.

Unha vez unida, o ARN-pol vai desenrolando a hélice separando as duas cadeas de ADN, formando
unha burbulla de transcricion.

ARN polimerasa Il /—“—&"\

\/"L_’/

Na fase de alongamento .

O sitio do ADN a partir do cal se transcribe o primeiro nucleétido cofiécese como sitio de iniciacion.

A ARN polimerase desenrola o ADN e engade nucledtidos na direccidén 5'->3' complementarios a
cadea molde . A medida que a ARN polimerase copia a rexién que se esta a transcribir, volvese a
enrolar o ADN.

Temporalmente establécense enlaces de hidréxeno entre as bases complementarias, formando asi un
pequeno fragmento hibrido ADN-ARN que é inestable, polo tanto pronto se separa, deixando o ARN libre

Coding Strand RNA Polymerase
DNA is

/ Unwound

Imaxe 14.14.Actividade da ARN

polimerase na burbulla de transcricién.

DNA Rewound

Fonte:http://biology.tutorvista.com/cell/dna-
transcription.htmlel

\
| f’ | | |ll I‘ ‘ | l \ Matching nucleotide
is added

RNA Strand |
Created i [ | ! NTPs



nucledtido trifocfato

Os ribonucledétidos Unense a un molde para formar
unha cadea de ARN partindo de NTPs libres, na
polimerizacidn despréndense dous moléculas de P,
guedando unidos os NMP.

Na fase de finalizacion.

A ARN polimerase continta a transcricién ata chegar a unha zona onde hai unha secuencia de ADN que
funciona como sinal de terminacion, en procariotas frecuentemente é unha secuencia palindrémica, o
que favorece a formacién dun bucle no ARN transcrito que sepdrase do ADN.

Transcription unit

5 DNA . ~q
3 — — 5
Promoter Terminator

© Binding of RNA polymerase
y and local DNA unwinding

Unwound DNA

5 3
=D 5'

. NTPs T "
Coding ™ O Initiation of RNA synthesis
strand

\
Yy 8

N :
Template

RNA NTPs
strand ™ € Elongation of RNA
)

" o -
3 s

¥ RNA

NTPS\{ Further elongation

3 = H

5 \\

Termination signal

RNA polymerase @ Termination of RNA synthesis
3

’ ’
3 + 5
5' - 3

RNA transcript

2012 Pearson Education, Inc.

Imaxe 14.13.Desenvolvemento xeral do proceso de transcricion. Fonte:pearson

A imaxe mostra moitas ARN polimerases
que transcriben ADN ao mesmo tempo,
cada unha cunha "cola" de ARN. As
polimerases preto do inicio do xene
tefien colas de ARN curtas, que se fan
mais e mais longas a medida que a
polimerase transcribe mais do xene.

Imagen modificada de "Transcription label
en(Se abre en una ventana nueva)", por el
Dr. Hans-Heinrich Trepte (CC BY-SA 3.0).




Maduracion do ARNm

Nas bacterias, as transcricidons de ARN estdn listas para servir como ARNm e tradicense en proteinas
inmediatamente. Nos eucariotas a molécula que produce a transcricion chdmase pre-ARNm ou
transcrito primario, ten que experimentar algins cambios para converterse nun ARN mensaxeiro

Nas eucariotas na fase de elongacion, unha vez que se unen uns poucos nucleétidos da molécula de
ARN transcrito, engadese un residuo metil-GTP no extremo 5' inicial, este capucha (cap en inglés) é un
sinal para que o transcrito non sexa degradado polas exonucleases e axuda ao ARNm a unirse ao
ribosoma.

Na fase de finalizacion, despois de que o ARN se separa do ADN, engadese unha secuencia de 200
nucledtidos de adenina ao extremo 3’, chamada cola de poli-A, que favorece o transporte da molécula
dende o nucleo ata o ribosoma, e protexe a molécula da degradacion.

A molécula de ARN contén exdns, que constitlen a mensaxe que se vai expresar, e introns
intercalados que transcribense pero non se traducen, son a parte non codificante. Os intréns son
eliminados mediante o splicing ou empalme . Coa axuda de ribocimas os intréns forman un bucle e
cotanse, unindose a continuacidn os exéns para formar o ARNm funcional

Pre-mRNA
RNA-coding sequence atf. A _AG
DNA v/ ' ST L — , Exon 2
Promoter Terminator Intron
Transcription I l
C?p Exon Int:‘on Exon Intlron Exon Poly(a) teil 1
Pre-mRNA  ° E—— o — S —— . A A A A — -%
Leader Trailer / AW .
RNA processing: K 4 _— Splicecsome
introns removed Spliceosome
Protein-coding sequence attached to
5 r . , s pre-mRNA |
mRNA - AAAAAT
l Translationl l\ i J“' SnRNA
Sy
4 5
Polypeptide |: f ‘\I
W\ [
\\»____J | Spliced exons
Lariat “‘"l‘ |
|
Figura 14.14. Correspondencia entre ADN (xene) e proteinas. Imaxe 14.15.Proceso de corte intrén e empalme de exéns (splicing).
Fonte:http://www.phschool.com/science/biologyplace/biocoach/transcription/mrnaeuk.htmel Fonte:http://www. discoveryandinnovation.com BIOL202/notes/lecture12.htmel

Para que serve o empalme? Non se sabe exactamente, pero é necesario para unha correcta sintese
de proteinas. Ademais, o splicing permite un proceso chamado splicing alternativo, no que se pode
facer mais dun ARNm a partir do mesmo xene. A través do empalme alternativo, os eucariotas
poden codificar un nimero maior de proteinas que os xenes que temos no noso ADN. A formacién
de moléculas de ARNt e ARNr ten lugar a partir de longas cadeas que, por accidon encimatica, sofren
cortes en distintos lugares orixinando cadeas mais curtas que se pregan adquirindo a forma
tridimensional que precisan realizar a sua funcién bioldxica; ademais, nas cadeas que van formar os
ARNTt producense previamente modificaciéns nalgunhas das suas bases.

Hai diferenzas na transcricion entre eucariotas e procariotas

Existen entre as células procariotas e as eucariotas, nas células procariotas non hai nucleo, polo que a
transcricién e a posterior traducion tefien lugar ao mesmo tempo no citoplasma, mentres que nas
eucariotas son procesos separados , a transcricidn ten lugar no nucleo e a traducién no citoplasma

Nos eucariotas hai 3 tipos de ARN-polimerase (O ARN pol I- ARNr; ARNpol II- ARNm; e ARNpol lll -ARNt
e un pequeno fragmento de ARNr) , nos procariotas so hai 1 tipo de ARN polimerase.

Nos eucariotas todos os ARNm maduran, nos procariotas (bacterias) non hai exéns nin intréns, sé
maduran o ARNt e o ARNr.



Nos eucariotas, todos os xenes estruturais son monocistronico, isto significa que a molécula de
transcriciéon do ARNm sé leva informacidon dunha proteina. En cambio en procariotas a maioria dos
ARNm son policistrénicos, contefien informacion sobre mais dun polipéptido

S 3l A TRADUCCION (SINTESE DE PROTEINAS)

O codigo xenético.

A mediados do s. XX comezou a analizar como unha secuencia de nucledtidos podia codificar unha
secuencia de aminodcidos dunha proteina. A investigacion confirmou que cada tres nucleédtidos do
ARNm chamados coddns codifican un aa. Hai 64 coddns que codifican un dos 20 aminoacidos ou un
sinal de terminacién ou iniciacion para a sintese de proteinas.

O cédigo xenético é a correspondencia entre os coddns (tripletes de nucledtidos) do ARNm e os
aminodcidos que codifican.

Severo Ochoa, que recibiu o Premio Nobel de Fisioloxia e Medicina en 1959, colaborou co
descubrimento do cdédigo

Segunda base

U c A G
Uy ucu UAU UGU | u
U uuc [ e UCC | gor UAC JTve uec 1€ ¢
UUA ]Leu uca UAA  Stop UGA Stop A )
uuG UCG UAG Stop UGG Trp G Imaxe 14.16. 3
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O cédigo xenético ten as seguintes caracteristicas:
1. E universal, todos os organismos, incluidos os virus, usan o0 mesmo cédigo xenético.

Considérase universal a pesar de que se sabe que hai algunhas excepcidns como nas mitocondrias e
paramecios. Isto apoia a hipdtese de que todos os organismos da Terra estan relacionados e fai posible
transferir xenes mediante técnicas de enxefieria xenética .

2. E dexenerado, todos os aminoacidos estdn codificados por mais dun codén. Esta é unha vantaxe
porque evita erros de lectura Fig.14.16), como se vera cando vexemos as mutacions.

3. E non solapado, non se superpofien os codéns. Non ten descontinuidades.

4. E unidireccional, a mensaxe del ARNm se “le” sempre no sentido 5' --3', dende o coddn que indica o
comezo da proteina ata o que indica o seu final.

Ademais dos coddns que codifican os aa, existe un coddn de inicio: AUG, que codifica metionina, e
marca o principio da transcricion . Os codons de terminacidon ou coddns sen sentido: UGA, UAG e
UAA, non codifican ningun aa e participan na terminacion.



e

Os tres tipos de ARN colaboran na traducion.
A traducidn é o proceso de sintese de proteinas que se realiza nos ribosomas, a partir da informacion

contida no ARN mensaxeiro que €, a sta vez, unha copia dunha secuencia de ADN.
Os tres tipos de ARN estan implicados na traducion:

Este modelo del "trebol” aplanado
destaca el apareamiento de bases entre
nuclestidos complementarios

las regiones infernas de apareamiento de
bases.

ol espacio rellenado muestra la estructura

Esta imagen generada por computadora,
tridimensional del ARNL,

[ Esta representacién tridimensional enfatiza l

14.17. Representacién

do ARNt cos tres bucles.

Fonte:http://notas
biotecnologiageneral.
blogspot.com.es/2014/09/codigo-
genetico.htmel

Enlaces de hidrégeno
entre los pares de bases

El anticoddn, compuesto por las tres bases
que interactian con el ARNm, estin lejos del
sifio de union del aminoacido.

ARNm (ARN mensaxeiro). Molécula lineal, encargase de transportar a informacion xenética do
ADN aos ribosomas para que poida expresarse en forma de proteinas. A informacion lese en tripletes
de nucledtidos chamados coddns.

ARNt (ARN de transferencia) Transporta os aminoacidos aos ribosomas, funcionan como un
adaptador entre os aminodcidos e os codons do ARNm. Un dos brazos leva un triplete de nucledtidos
chamado anticodén complementario a un dos coddns.

ARNr (ARN ribosémico) xunto coas proteinas forma os ribosomas (14.18). Os ribosomas
proporcionan a estrutura onde se van a unir todos os elementos que participan na traducidn, son
responsables do apareamento dos codons de ARNm cos anticoddns do aa-ARNt, e catalizan a
formacidn dos enlaces peptidicos entre os aminoacidos.

Ademais destes 3 tipos de ARN (ARNt, ARNr e ARNm), a traducidon require varios encimas
(translocases, peptidases e factores de iniciacion, elongacion e terminacion), nucledtidos trifosfatos
como fontes de enerxia (ATP e GTP) e aminoacidos.

Fases da traducion
Activacion dos aa.
Anterior ao inicio da traducién. Para a sintese dunha proteina, partimos dos aa libres que estan disoltos
no citosol. Os aminodacidos Unense a molécula
de ARNt ( extremo 3'), formando un
aminoacil-ARNt. Esta reaccién é catalizada po
un enzima especifico para cada aa, a
aminoacil-ARNt-sintetase, gastando unha
Y e S S ‘Ouposiodtioy molécula de ATP (Fig.14.19).
| P / une al AMP con e

aminoécido

Asi cada aminoacido unirase a un ARNt
especifico cun anticoddn, que sera
complementario ao codén do ARNm que o
codifica. Por exemplo, o ARNt cuxo anticoddn
é UAC levard metionina.

aminoaci-ARNt aa-ARNt-enzma

(aa-ARNY) descargado

Imaxe 14.19. Proceso de activacion do aminoacido polo encima
aminoacil-ARNt sintetasa para unirse ao ARNt que o transporta. Fonte:http://www.lookfo rdiagnosis. com/mesh_info.php?term=Aminoacil-ARNt+Sintetases&lang=2



Iniciacion.
Esta controlado por un grupo de encimas chamado factores de iniciacion asociado coa subunidade
menor do ribosoma O ARNm lese en direccién 5°---- 3",

Os ribosomas contefien tres sitios de unién para os ARNt: o sitio A (A de aceptor) que leva o ARNt co
aminoacido que se vai unir & cadea de formacién, o sitio P ( péptidil) que leva o ARNt coa cadea
polipeptidica en formacién e, no sitio E (saida) colécase o ARNt baleiro que xa deixou o aminoacido.

Large > A transcripcién comeza coa
ribosomal ..
unién do ARNm polo seu extremo 5'
a subunidade menor.

subunit

> O ARNt iniciador cargado co
Initiator primeiro aa ( a metionina eucariotas, a
formil-metionina en procariotas) Unese ao
sitio sitio P da subunidade menor, no

codon de iniciacion. O GTP proporciona a

enerxia necesaria. O primeiro aa é o Unico
mRNA binding site Translation initiation complex que vai unirse ao sito P, todos os demais aa

R — uniranse no sitio A.

(Fig. 14.20) Iniciacién 4 traducidn para a sintese de proteinas. Fonte:pearson http://slideplayer.com/slide/7958189

Unese a subunidade maior do ribosoma, completandose o complexo de iniciacién.

Alongamento

Nesta etapa sintetizase a cadea peptidica pola unién dos sucesivos aa que van entrando no ribosoma
transportados polos correspondentes ARNt. Estan implicados varios encimas, cofiecidos como
factores de alongamento e enerxia que provén do GTP.

» Os aminoacil-ARNt (2) sitinase no sitio A do ribosoma, segundo o seu coddn.

» Imaxe 14.20. O aa anterior (metionina) (1) rompe o seu enlace co ARNt e Gnese ao aa do sitio A.
Formase un enlace peptidico entre os dous aa catalizado polo encima peptidil-transferase, un
ribozima da subunidade maior

» O -ribosoma desprazase ao longo do ARNm un coddn, proceso chamado translocacién do ribosoma,
de xeito que o ARNt co dipéptido pasa do sitio A ao P, e o ARNt descargado coldcase no sitio E e
despois sae do ribosoma.

» O sitio A esta libre para o seguinte aminoacil-ARNt, o proceso repitese e a cadea peptidica crecera.
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Terminacion.

Ocorre cando o ribosoma chega coddén de terminacidn , Unese a el un factor proteico de terminacién que
provoca a liberacion da cadea polipeptidica unida ao ultimo ARNt e a disociacion das subunidades do
ribosoma (Fig.14.22).

__free
Release  (“ipya Free
factor e 4 polypeptide

(a protein) [

y

5’ ‘1 -

Stop codon
(UAG, UAA, or UGA)
(no corresponding aa-tRNA)

Imaxe 14.22. Finalizacién do proceso de traducion. Fonte:http://www.proteinasynthesis.org/protein-synthesis-steps

Se o ARNm é moi longo, pode ser lido por varios ribosomas ao mesmo tempo, é dicir, a mesma
proteina formase varias veces ao mesmo tempo. Esta estrutura de varios ribosomas unidos a un ARNm
forma un polirribosoma ou polisoma (libres ou asociados a unha membrana)

Posteriormente, haberd unha maduracién da proteina, que consiste na eliminacién normalmente da
metionina, formacién de enlaces disulfuro, adicidon de grupos protéticos (oligosacaridos, lipidos, ...),
modificacion de determinados aa (metilacidéns, fosforilacidns)... e as proteinas adquiren a sua
conformacion final tridimensional.

¥%-8 REGULACION DA EXPRESION XENICA.

Cada ser vivo posue un gran numero de xenes, pero todos estes xenes non se transcriben a vez, se
non que a expresion dos xenes ten que adaptarse as necesidades da célula en cada momento.

As células tefien mecanismos programados para regular a sintese das suas diferentes proteinas, co
gue en cada momento sintetizan as proteinas que necesitan e nas cantidades adecuadas.

Expresion xénica en procariotas
Os organismos procariotas son organismos unicelulares que carecen dun nucleo definido; polo

tanto, o seu ADN flota libremente dentro do citoplasma celular. Para sintetizar unha proteina, os
procesos de transcricion e de traducion ocorren case simultaneamente. Cando a proteina resultante
Xa non é necesaria, a transcricion detense. Polo tanto, nas células procariotas, o control da
expresion xénica é principalmente a nivel transcricional.

0 operon
O proceso de regulacién xénica en procariotas (bacterias) foi estudiado, entre outros, polos
franceses F. Jacob e J. L. Monod, que propuxeron un modelo de regulacidn para procariotas
chamado modelo do operdn.
O operdn é unha unidade xenética formada por un conxunto de xenes que codifican proteinas con
funciéns relacionadas, e as secuencias reguladoras destes xenes.
O operdn esta formado por:
- promotor
- operador, continuo ao promotor, é o lugar de unién das proteinas reguladoras
- xenes estruturais, adxacentes ao operador que codifican proteinas implicadas nunha via
metabdlica.
- xenes reguladores, que sintetizan a(s) proteina(s) reguladora(s) que se unen ao operador
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Imaxe 14.23. Diagrama dos elementos do operdn da lactosa.

Os xenes estruturais transcribense nunha Gnica molécula de ARNm, e a sua transcricion é

regulado por unha proteina represora codificada por xenes reguladores.

Un dos mais estudado é o operdn de lactosa (en Escherichia coli), para abreviar chamado operén lac,

que é un operon inducible, sendo o indutor a lactosa.

A lactosa é o indutor que actia unindose a proteina reguladora que cambia a sta conformacién; e

sepdrase do operador, deixando libre acceso 8 ARN-polimerase. O encima ARN-pol pode entdn unirse a

rexion promotora e transcribir os xenes estruturais.

En consecuencia, a presenza de lactosa fai que se expresen os xenes estruturais do operdn, necesarios

para metabolizalo.

Pola contra, en ausencia do indutor (lactosa),
ARN polimerase se una a rexidon promotora e,

transcriben.
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Imaxe 14.24. Funcionamento do operon lac con e sen inductor.

No hay transcripcion

No hay transcripcion.
El represor impide el acceso de
la ARN-Polimerasa al promotor.

Proteina
represora
activa

Os operons reprensibles son aqueles operdns que en
condiciéns normais si se expresan, pero, en resposta a un
axente represor, inhibese a transcricién dos xenes
estruturais. Exemplos deste tipo son os operdns que
codifican para a sintese de aminodacidos, como operdn
triptdfano, histidina, etc...



Regulacion xénica en eucariotas

Os procesos de regulacion xénica en eucariotas son moitos mdis complexos. Nas células eucariotas, o

ADN esta contido dentro do nucleo de xeito que os procesos de transcricion e traducién estan

fisicamente separados pola membrana nuclear. A regulacidon da expresidn xénica pode ocorrer en todas

as fases do proceso.

Ademais, moitos organismos eucariotas son pluricelulares con células especializadas.

Todas as célula somatica dun organismo contefien o mesmo ADN( con algunhas excepcidons como os

glébulos vermellos..), pero os xenes que se expresan son distintos nas distintas células, por exemplo,
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Epixenética

unha célula da retina non necesita as mesmas
proteinas que as células do figado .

Nos organismos eucariotas ten lugar un proceso de
diferenciacidn celular no que as célula totipotente
transféormanse en células especializada que forma
parte dun tecido. Ainda non se cofiecen os
mecanismos exactos desa transformacién, sabemos
gue cada estirpe celular posue unha parte concreta
do seu xenoma que queda bloqueada despois da
diferenciacion. Sé existe reversibilidade dese
proceso cando se desenvolve un cancro,
enfermidade que consiste precisamente en que
unha célula diferenciada volve a converterse en
totipotente, desbloqueando o seu xenoma.

Nas células eucariotas existen distintos niveis de
control da expresion xénica:

. Control da estrutura da cromatina. Por
exemplo, a cromatina mais aberta ou "relaxada" fai
gue un xene sexa mais dispofiible para a
transcricién.

e Nivel transcricional. Regulacién polos
factores de transcricion

¢ Nivel postranscricional. Maduracién do
ARN e estabilidade do ARN despois da transcricion.

¢ Nivel de traducion . Regulacién da sintese
proteica

e Nivel postraducional modificacién da
proteina despois da sintese que modifica a sua
actividade.

E 0 estudo dos cambios na funcién dos xenes, que non afectan & secuencia do ADN, pero poden ser

herdables.

Estes cambios na expresidn dos xenes dependen do medio, tanto do ambiente no que vive a célula

como do medio no que vive o organismo.

Chamanse epixenética porque o son marcas ou modificaciéns que afectan a expresion dos xenes tanto
activandoos como activandoos. A mensaxe epixenética coldcase enriba da mensaxe xenética (epi do
grego, arriba), dos nucledtidos ou as histonas que os acompafian.



Cofiécense varios mecanismos de regulacién epixenética, por exemplo:

o Metilacién de bases de ADN, que os silencia e impide a expresion do xene que contén bases
metiladas, desactivaria o xene.

o Madificacion das histonas, as histonas acetiladas diminten a sua afinidade polo ADN, o que
distende a cromatina e favorece a transcricidn, activando o xene.

Os cambios epixenéticos son reversibles, podendo modificarse ao longo dos anos dependendo do

medio. Sdbese que poden influir no envellecemento e no desenvolvemento de enfermidades como

0 cancro.
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Imaxe 14.25. Marcas epixenéticas que controlan a expresion xénica. Fonte:
Control hormonal
As hormonas regulan a expresion xénica mediante dous mecanismos xerais segundo a natureza da
hormona:

e As hormonas polipeptidicas, interaccionan con receptores de membrana o que provoca a
formacién dun segundo mensaxeiro (normalmente AMPc) que transduce sinais ata o nucleo,
modificandose a transcriciéon de determinados xenes.

* As hormonas liposolubles poden difundir pola membrana plasmatica e Unense a receptores,
(proteinas) O complexo se trasloca ao nucleo, e xa dentro deste, e Unese a determinadas secuencias
do ADN chamadas elementos de resposta hormonal (HRE) , o que activa a transcricion de xenes
especificos . Por exemplo as hormonas anabolizantes activan a producion de proteinas musculares.
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Estabilidade do ARN

Centos de xenes do xenoma codifican pequenas moléculas de ARN os microARN e os ARN de
interferencia: iARN que contefen fragmentos de secuencia de outros xenes. Ditos ARNs poden unirse co
ARNmM e provocar a sua degradacién ou bloquear a sintese de proteinas. A expresidn de ese xene en
particular é silenciada. Esta regulacidn xoga un papel importante no desenvolvemento do organismo e no
control das funcidns celulares.



CUESTIONS E EXERCICIOS

1. Dada a seguinte cadea de ADN: 3'...ATCTGGTAC... 5', escribe o seu complemento. Fai o ARNm do
exercicio anterior.
2.Dada unha cadea (cadea) de ADN 5°...CACAAAGAT... 3’
a) constrle a vertente complementaria que debe acompaiiala
b) construir o ARNm que se formara a partir do complementario e pofier os aminoacidos aos
que daria lugar.
3. Dado o seguinte fragmento de ARNm: 5'... AAU CUA UUC UCU AUU AAA ACC...3'
a) Escribe a molécula de ADN completa que orixinou o fragmento de ARNm inicial.
b) Escribe os aminodcidos traducidos polo fragmento de ARNm.
4. Consulta o cddigo xenético, escribe o nome do polipéptido sintetizado polo seguinte fragmento de
ADN: 3'..TACGGA TTT CCG ATT... 5'
5. A neurohipdfise segrega 2 hormonas que son dous pequenos polipéptidos, a oxitocina e a
vasopresina, que son moi similares.
a secuencia de ADN que codifica a oxitocina é:
TAC ACA ATATAA GTT TTA ACG GGG GAA CAA ACT
Cal é a cadea polipeptidica correspondente? A secuencia de aminoacidos da vasopresina é:
cys - tyr- phe - gIn - asn - cys - pro - arg - gly
cal é a secuencia de ADN correspondente? Se hai mais dunha posibilidade, elixe a mais
adecuada tendo en conta o apartado anterior
6.En xeral, 0 70% do ADN que se transcribe é ARNr, 0 25% ARNt e s6 0 5% restante € ARNm.
Como explicas entdn que a maior parte do ADN que se le é para codificar proteinas?
Fai un esquema dunha secuencia de traducidn proteica onde aparezan os 3 tipos de ARN mencionados
e explica brevemente a funcidn de cada un deles.
7.Se noutro planeta houbese un ADN formado por 6 nucleétidos diferentes, habia 210 aminoacidos
esenciais e o cddigo xenético estivese formado por trillizos, éseria posible que existise un mecanismo de
traducién igual ao da Terra? Razoa a resposta.
8.Cando Watson e Crick (1951) describen por primeira vez o seu modelo de ADN din que "non se perde
para nés que o emparellamento especifico que postulamos (entre as bases) suxire inmediatamente un
posible mecanismo reprodutivo para o material xenético". explica as tuas palabras
9.Respostas curtas
a. Que funcion realiza a aminoacil-ARNt sintetasa?
b. Onde e en que tipo de células ten lugar a maduracién do ARNm?
c. Que é a transcricidn inversa?
. Que funcién realiza a ARN-primasa?
. Que indica o sinal palindrémico na secuencia de nucleétidos?
Que indican as secuencias de nucledtidos TATA?
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