TRADUCCION

Corresponde al proceso en la
cadena de produccion de una
proteina donde tiene lugar la
lectura de una combinacion de
bases nitrogenadas
provenientes del RNAm.

Por lo tanto, se define como
mecanismo de traduccion a la
determinacion de una secuencia
aminoacidica.

Procariontes = proceso “in
toto”.

Eucariontes = proceso
citoplasmatico.
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CODIGO GENETICO

Severo Ochoa descubre la ARN polimerasa y sintetiza por primera vez
in vitro una molécula de ARN
(Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1959)

Nirenberg y Khorana descifran el coédigo genético
(Premio Nobel de Medicina en 1968)
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CODON MRNA

1 NUCLEQTIDE = 4 POSSIBLE CODONS 3 NUCLEOTIDES = 4 X 4 X 4 POSSIBLE CODONS
2 NUCLEOTIDES = 4 X 4 POSSIBLE CODONS 3 NUCLEOTIDES = 64 codons for 20 amino acids



v'La traduccidn es un proceso RNAmM dirigido
para la biosintesis de polipéptidos.

v'La formacion del enlace peptidico es una
reaccion relativamente sencilla.

v'La complejidad del proceso traduccional, que
Involucra la participacion ordenada de mas de
100 macromoléculas, esta determinada por la
necesidad de unir 20 diferentes aminoacidos en
un orden especifico determinado por un RNAmM.



PROCESOS EN PROCARIONTES Y EUCARIONTES
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Como el DNA codifica lainformacion?

El mensaje genético contiene la secuencia de aminoacidos
de las proteinas. La secuencia de bases en el DNA es el
unico elemento variable en este polimero monoétonamente
repetitivo, de tal suerte que la secuencia de aminoacidos en
una proteina, esta especificada por un segmento de DNA.

Una secuencia de bases en el DNA puede especificar una
secuencia de aminoacidos en muchas maneras.

Con solamente 4 bases para codificar 20 aminoacidos, un
grupo de muchas bases, denominado “coddn”, es necesario
para especificar un solo aminoacido.

Un codigo de tripletes (3 bases por codon), es el
minimamente requerido:



CODIGO GENETICO

Corresponde al conjunto
de reglas gue relacionan
la secuencia de
nucleodtidos , el
correspondiente codon

de mMRNA y la secuencia de
aminoacidos obtenida.
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Tres aminoacidos: Arg, Leu
y Ser, estan especificados
por seis codones, muchos
de los demas estan
especificados por cuatro,
tres o dos codones. Solo
Mety Trp se representan
por un solo codon.
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Inbran
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# de bases por codon

43 =64

bases diferentes combinaciones

Con un codigo de tripletes, existen dos posibilidades:

v Existen 44 codones gue no codifican para aminoacidos.

v'Algunos aminoacidos son codificados por mas de un
codon.

Desde el punto de vista matematico, un codigo como el
descrito en la opcidon b, se denomina como redundante o
Degenerado.



HISTORIA

En 1961, al estudiar las mutaciones inducidas por la proflavina en el
bacteriofago T4, Francis Crick y Sydney Brenner, determinaron el
caracter de tripletes del cddigo genético.

Las conclusiones a las gue llegaron son las siguientes:

1.- El codigo genético es leido de forma secuencial, iniciando en un
punto fijo en el gen. La insercion o supresion de un nucleotido modifica
el marco de lectura en el cual los nucleotidos son leidos como codones
(a estas mutaciones también se les denomina mutaciones de
corrimiento del marco de lectura). Por lo tanto, el codigo no tiene
puntuaciones internas que indiquen el marco de lectura. Esto significa
gue el cédigo genético esta libre de comas (o espacios).

2.- El codigo genético es un codigo de tripletes.

3.- Todos o casi todos los 64 codones codifican para un aminoacido; lo
gue significa que el codigo es redundante.



G v'Charles Yanofsky, a principios

C | Cedoni de los afos 60°s demostro la

:= colinealidad de los genes y los

g Codon 2 polipéptidos.

o=

A | Codon3 v'Sus resultados fueron

§= obtenidos a partir del aislamiento
u Codon 4 de varias mutantes de la

g— triptofano sintasa (268 residuos
G | Codons especificados por el gen trpA) de
o Escherichia coli.

G Codon 6

ﬁ= v'Encontré qué la posiciéon de las
g Codon 7 mutaciones en el gen

correspondian con los cambios
en la secuencia de aminoacidos
Ribonucleic acid en la proteina.




Marcos de Lectura

s Cada set de tres nucledtidos del RNAmM se
denomina codon.

AUG

Met

Colinealidad

CCA GGC AAA H
Pro Gly Lys “reading frames”

A|lUGC | CAG GCA AA

Cys

AUG

mutacion

Glu Ala

CAG GGC AAA

L/; \ UAG  Stop codon



Tyr
tRNA
C 5 C 9
£ Y
U Cc A anticodon AUG
A G U codon UacC mRNA 3"
2nd base in codon
Phe | Ser Tyr Cys U
U Phe | Ser Tyr Cys c L
s Leu | Ser | STOP |sTOP | A o
a Leu | Ser | STOP | Trp G B
o Leu | Pro His Arg U @
= C Leu Fro His A[g C 5
o Leu | Pro Gln Arg A o
b Leu | Pro Gln Ary G 2
o lle Thr Psn Ser U g
- A lle Thr | Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met | Thr Lys Arg (]
Val Ala | Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
val | Ala | Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

The Genetic Code

v'Cada tRNA contiene
una secuencia
trinucleotidica
denominada anticodoén
que es complementaria
con un codoén en el
MRNA para un
aminoacido especifico.

v'Cada aminoacido es
unido a su tRNA
correspondiente a traves
de la accion de una
enzima especifica que
reconoce ambas
moléculas (el proceso se
denomina "cargado").



CODIGO GENETICO

El cédigo genético esta compuesto por codones
(codon= 3 bases nitrogenadas) que definen el
proceso de traduccion

*61 codones para aminoacidos
\ (existen 20 aminoacidos diferentes)
*3 codones de terminacion
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EL CODIGO GENETICO ES DEGENERADO

v'"Muchos sinénimos ocupan el mismo bloque en la Tabla de codones,
difieren solamente en su tercer nucleatido.

v'Las Unicas excepciones son Arg, Leu y Ser que tienen seis codones
cada uno.

v'Cambios en la primera posicion del coddn tienden a especificar
aminoacidos similares, muchas veces el mismo.

v'Codones en los cuales la segunda posicién es una pirimidina codifican
principalmente para aminoacidos hidrofobicos, aquellos cuya segunda
posicion es una purina codifican principalmente para aminoacidos con
cadenas laterales polares no cargadas o cargadas.

v Aparentemente, esta caracteristica existe para evitar el caracter
deletéreo de las mutaciones.

CONSERVACION




v'Durante muchos afos se penso que el cédigo genético estandar
(mostrado en la Tabla de codones anterior), era universal. Esta
observacion se debid a que muchos genes de diferentes organismos
(por ejemplo los de humano), pueden ser traducidos por Escherichia
coli; este hecho es la base de la Ingenieria Genética.

v'En 1981 se describid que el cédigo genético de ciertas mitocondrias
(en ellas existe la maguinaria para sintetizar entre 10 y 20 proteinas
mitocondriales, el resto proviene de informacion en el nucleo), es una
variante de codigo genético estandar.

v'Por ejemplo en las mitocondrias de mamiferos, AUA asi como AUG
(en el codigo estandar) es el codon iniciacion/Met; UGA especifica Trp
en vez de la senal de terminacion. AGA y AGG son sefales de
terminacion en vez de Arg.

v'De esta manera las mitocondrias simplifican el cédigo estandar
iIncrementando la degeneracion.



UCU  Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys
ULC  Phe UCC  Ser UAC  Tyr UGC Cys

i MUAA] Al Codones caracteristicos de

Eké LL:uu HE: g:ll: t;[ﬂ: % Iﬁl E'I-']:_pd las mitocondrias humanas
e if. |signif.

cuu Leu CCuU Pro EﬁL_l His CGU Arg codar ::ﬂ:‘da';:?l::m“
CUC Les | CCC Pro | CAC His | CGC Arg drial
CUA Leu | OCA Po | CAA Cln | CCA  Amg UGA | End | Trp
CUGC Leu | CCC P | CAC GCln | CGC  Am UGG | Trp | Trp
ALU e ACU  Thr | AAU  Asn | AGU  Ser AGE Arg E:&
AUC Il | ACC Thr | AAC  Asn | AGC  Ser AGG | Arg | End
AUA e ACA Thr | AAA Lys | AGA Amg "‘-UE"L lle Met
AUG, Mot | ACG  Thr | AAG  Lys | AGG  Arg AUGH | Met | Mal |

GUU Val | GCU Ala | GAU Asp | GBU Gly
GLC Val GCC ﬂlu_ GAC Asp | GGC Gly

GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly
GUG Vil GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly




EVOLUCION DEL CODIGO GENETICO EN ARTROPODOS
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Esta figura fusiona dos reconstrucciones de estados ancestrales: la presencia (transparente) o ausencia (gris claro) del codén AGG, y la traduccion predicha
de AGG como Lys (violeta) o Ser (amarillo). Las especies en las cuales AGG no fue predicho y aquellas en las que fue poco fiable (nodos sin rectangulo) fueron
tratadas como estados ambiguos. El nimero de codones AGG, y los anticodones de ARNt-Lys y ARNt-Ser son indicados seguido del nombre de la especie



AAMGC

3 3
5 5'
tRMA-Lys tRMA-5er
Las moléculas de ARNt-Lys y ARNt-Ser
UUC UCG en artropodos tienen el AAMGC o el
TS TAAn o 5 IMGL

AAG AGU Los anticodones ARNt-Lys y ARNt-Ser
i AGA decodifican AGG como Lys o Ser, asi

como la traduccion predicha de los
IMGC . 3 codones-ARNmM AGN y AAR, son
mostrados. Note que los anticodones

tRMA-Lys tRMA-Ser . . ’ y
son descriptos en el sentido 3’ a 5’, por
ejemplo UUC en ARNt-Lys corresponde
al anticodon CUU en la notacion
estandar
UuS ucy
MRNA = !
5 |AAA AGC| 3
AAG AGU
AGA
AGG




Total TCN AGH AGG

438
1
Total TCN AGH AGG
C
2 2
Total TCN AGH AGG

Uso de los codones TCN y AGN en los genomas mitocondriales de 24 artrépodos que se predijo que traducian AGG como Lys. El uso total de
los codones TCN/AGN (A), y su uso particular en los sitios proteicos donde Ser (B) o Lys (C) estan conservadas més del 80% de los 626
ADNmt metazoarios analizados son mostrados. N=A,C,GoT;,H=A,CoT.



37000

36900

36800

AN

—{— Concordante
—I No concordante
—fr— No predicho

S5<1 S=2 S<3 Se=40
Umbral basado en entropia

Rendimiento del Método de Asignacion de Cododn. El numero
de asignaciones concordantes (diamantes) y no concordantes
(cuadrados) con registros de GenBank, asi como el nUmero de
codones que fueron dejados sin predecir (porque no habia
observaciones para ellos; triangulos) son mostrados en
diferentes umbrales de entropia.

Frecuencia de aminoacidos



Funcion y Estructura de
Ribosomas

v'Los ribosomas se observaron por primera vez la década de los
30’s por Albert Claude en homogenizados celulares utilizando
microscopia de campo oscuro.Claude los denomino
"microsomas".

v'Fue hasta la década de los 50°s cuando George Palade los
observo por microscopia electronica, pero penso que eran
artefactos de la técnica.

v'El nombre de ribosomas deriva de que en Escherichia coli, estan
formados por aproximadamente 2/3 partes de RNA y 1/3 de
proteina (los microsomas son en realidad las vesiculas formadas
por el reticulo endoplasmico, son ricos en ribosomas y es posible
aislarlos por centrifugacion diferencial).



LOCALIZACION DE LA SINTESIS PROTEICA

v'La correlacion entre la cantidad de RNA en la
célula y la velocidad a la cual se sintetizan las
proteinas, llevd a la sospecha de que los ribosomas
eran el sitio de la sintesis de proteinas.

v’ Esta hipotesis fue confirmada en 1955 por Paul
Zamecnik, quien demostro que aminoacidos
marcados con *C permanecen algun tiempo
asociados a los ribosomas antes de aparecer en las
proteinas libres.

v El analisis de la sintesis de proteinas muestra que
consiste de tres fases: iniciacion, elongacion y
terminacion.
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v El RNAr 16S que fue secuenciado por Harry Noller, y
consiste de 1542 nucleodtidos. Una busqueda
computarizada de esta secuencia, sefala que
presenta una estructura de doble héelice, la
comparacion de las secuencias del RNAr 16S de varios
procariontes, suponiendo gue son evolutivamente
conservados, ha permitido proponer a la estructura
tridimensional que los conforma.

v'Esta estructura forma cuatro dominios.

v'La subunidad grande también ha sido secuenciada y
presenta al igual que la 16S, estructura secundaria.



ib al proteins, oy:
ribglsoinsg{nﬂwir(?gwf}] Ribosomes

Rough endoplasmic reticulum

Los ribosomas, no pueden
reconocer directamente a
los aminoacidos, reconocen
diversas moléculas de tRNA
que cada una de ellas
carga un aminoacido
especifico.

Durante la traduccion, el
MRNA pasa a través del
ribosoma, de tal forma que
cada codon se une
especificamente a su tRNA
correspondiente



Las proteinas ribosomales son dificiles de separar por que ellas
son insolubles en agua. Por convencion las proteinas de la
subunidad grande se denominan L y las de la pequena S (de
Large y Small), seguido de un numero que indica su posicion de
arriba a la izquierda hacia abajo a la derecha en una
electroforesis en gel de doble dimension




Las subunidades ribosomales se forman, bajo las
condiciones apropiadas a partir de mezclas de
numerosos componentes macromoleculares, son
entidades autoensamblables.

Esta observacion la hizo Masayasu Nomura a traveés
de experimentos de reconstitucion parcial. Si un
componente macromolecular falta en una mezcla de
proteinas y RNA, los componentes que no puedan
unirse a la subunidad parcialmente ensamblada,
probablemente, interactuan con el componente
omitido.

De tal forma que en la actualidad, se cuenta con el
mapa de la subunidad pequena.



Estructura Ribosomal

Procarionte Eucarionte
Peso (Kda) 2.500.000 4.200.000
Subunidades 50S y 30S 60S y 40S

Peso de cada

50S = 1.600.000

60S = 2.800.000

subunidad 30S = 900.000 40S = 1.400.000
Nucleotidos 50S = 3000 60S > 4900

30S = 1540 40S = 1900
Proteinas 50S = 34 prot. 60S = 49 prot.

30S = 21 prot.

40S = 33 prot.




COMPOMEMNTES BE LOS RIBOSOMAS

Ribosoma bacteriano
™S M 27x 16#

M, 18 = 10
rRMA 58

(120 nucledticdos)
rRMA 2835

(3,200 nucledtidoa)
46 proteinns

M, 0.9 % 10°

rRNA 165
11,540 nucleanidag |
21 protoeinng
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Ribosoma euearidotieo
BOS M 42 x 10°
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ritMA 55
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ritNA 255
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ESTRUCTURA PLEGADA DE LOS rRNAS
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Comparacion de Ribosomas

Ambos son similares en diseno y funcion.

En ambos ribosomas, la subunidad menor
une al tRNA y al mRNA.

En ambos casos la subunidad mayor
corresponde a la entidad catalitica del
complejo (enlace peptidico).

> del 60% del peso del ribosoma es RNAr.

El RNAr es uno de los mas conservados en
la naturaleza.



Comparacion Transcripcion vs Traduccion

Transcripcion

Traduccion

RNAM Molde del DNA Caodigo especifico para
aa.

Unidades 4 nucleotidos 20 aminoacidos

Enzimas RNA polimerasa Aminoacil-tRNA,

peptidil-tRNA y
enzimas de activacion.

Proteinas Estructurales | Ninguna Ribosomas

Otros RNAs tRNA, rRNA RNAM

tRNA Ninguno Union a los aa.

rRNA Ninguno Estructura ribosomal
Energia ATP, GTP, CTP y UTP ATP y GTP




Sitio A: es donde se sitdan
todos los aminoacil-tRMNAS
entrantes, excepto el de

iniciacidn

Sitie P: es el lugor donde se
sitda el pepfidil-tRMNA en
formacian y el metionil-tRNA
de iniciacidn

Sitie E: es el lugar donde se
sitla el tRMA descargado
antes de abandenar el
ribosema

sitio de union
del mRNA

sitio A

subunidad
ribosomica
grande

subunidad
ribosomica
pequena



RESUMEN DE CONCEPTOS: PARTE 1

EL CODIGO GENETICO ES
DEGENERADO




second position

ucu
uce
er
UCA
UCG
cuu cCcu CAU - CGU
. 15
— cuc CcCcC CAC CGC
-l C . Leu Pro ~ Arg
s CUA CCA CAA CGA
e cuG cce cag °n cGG
S
e AUU ACU AAU AGU
=3 : Asn Ser
B AUC  lle ACGC . AAG AGC
. o r -
¥ AUA ACA AAA ) AGA .
: I
AUGH Met ACG e ° o
GUU Gcu GAU i GGU
GuC Gce eac P | eec
o Ve | Aa . : Gly
GUG GCG eae ©M GGG

* Chain-terminating or “nonsense” codons
t Also used in bacteria to specify the initiator formyl-Met-tRNA™Mét
Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings
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Muchos aminoacidos
son especificados por
mas de un codon
(degeneracion)

Los codones que
especifican para un
mismo aminoacido se
denominan sinonimos



Codificacion 1

. Frecuentemente, cuando los primeros dos nucleotidos
son idénticos, el tercer nucleotido es C o U y no genera
cambios en el codigo.

. La transicion en la tercera posicion de un codon
especifica para un mismo aminoacido. La transversion
en esta posicion cambia el aminoacido




Codon-anticodon
apareamiento de dos tRNA para Leu



La degeneracion del codigo explica como
podemos encontrar mayores variaciones en
las relaciones AT/GC_en el DNA de varios
organismaos, sin grandes cambios en la
proporcion de aminoacidos en sus proteinas




Para qué existe este aparente orden en el
codigo genetico?




Codificacion 2

1.La segunda posicion del codon:
= Pirimidina-aminoacido hidrofdébico
= Purina-aminoacido polar

2.5l las dos primeras posiciones estan
ocupadas por G o C, cada uno de los cuatro
nucledtidos en la tercera posicion
especificaran para el mismo aminoacido




“Pivoteo” en el Anticodon

Pregunta: Existe un tRNA especifico para cada codon? (si
esto fuera verdad, deberian existir al menos 61

tRNAs diferentes)

La respuesta es NO
» Algunos tRNA reconocen codones diferentes

» Lainosina esta presente en el “loop” del anticodon
COMOo una quinta base




Inosina
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Inosina

La inosina aparece por una modificacion

adenina

enzimatica de la adenina




Concepto “Wobble”

En 1966, Francis Crick predijo el concepto
“wobble” . Este estado donde la base en 5’ del
anticodon no esta espacialmente confinada
como las otras dos, formando puentes de
hidrogeno con mas de una base localizada al
final del codonen 3’




Combinaciones de apaeramiento con el
concepto “Wobble”

Base en 5’ Anticodon Base en 3’ Codon

G UoC
C G
A U
U A0G
|

A U oC



Reglas para efecto“Wobble”

= LOS apareamientos permitidos son
aguellos dados por las distancias
rilbosa-ribosa cerca de las

combinaciones estandar A:U o G:C
m Las distancias ribosa-ribosa:

» Purina-purina: larga

» Pirimidina-pirimidina: corta
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Pensamiento critico

El concepto “wobble” predice que al
menos existen tres tRNAs para los
seis codones del aminoacido serina
(UCU, UCC, UCA, UCG, AGU y AGC).
Por qué?



Por qué este efecto “wobble” se da
en el 5’ anticodon ?
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anticodon stem
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La base adyacente, siempre corresponde
a un residuo de purina modificado

L 1

anticodon loop —_ %

Estructura del tRNA(Phe): levaduras



