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TRANSCRIPCION

Presentacion organizada con fines didacticos por
Jose Antonio Pascual Trillo www.japt.es
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Teoria “UN GEN - UNA ENZIMA”

EXPERIMENTOS DE BEADLE Y TATUM (1941).

Beadle y Tatum recibieron el
Premio Nobel en 1958 por sus
trabajos con los mutantes

nutricionales de Neurospora
crassa y por la formulacion de la
Hipétesis "un gen - una enzima’.

George W. Beadle Edward L. Tatum

Neurospora crassa _
moho anaranjado del pan Hif== vegetativas
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Espora de
o los ascos
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Exposicion de Crecimiento, cruza con
esporas "sexo" opuesto, desarrollo

alos Rayos X g los ascos en cuerpos
fructificantes.

“'Base para acidos
Aminoacidos nucléicos
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Pralina Metionina Leucina

Vitaminas
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Triptofano Lizina Arginina Walina

Medio minimo suplementado con
aminoacidos especificos

EXPERIMENTOS DE BEADLE Y TATUM (1941).

Las cepas normales de Neurospora
pueden crecer en medios minimos que
contienen sustancias simples como

azucar, algunas sales y acidos
organicos, una fuente de nitrdgeno
(nitrato y tartrato amonicos) y la

vitamina biotina.

Los mutantes nutricionales o cepas
auxotrofas son incapaces de crecer en
medios minimos. Para poder vivir
necesitan que se afada al medio
minimo determinadas sales, vitaminas,
aminoacidos u otras sustancias.

Los medios minimos a los que se les ha
afiadido alguna sustancia se les
denomina medios suplementados.

Todas las cepas mutantes son capaces
de crecer en medios suplementados
completos que contienen todos los
compuestos necesarios.

Presentacién organizada por José Antonio Pascual Trillo




EXPERIMENTOS DE BEADLE Y TATUM (1941).
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EXPERIMENTOS DE BEADLE Y TATUM (1941).

Crecimiento de las cepas mutantes en repuesta a distintas sustancias

Suplemento: sustancia afiadida al medio minimo

+ = crecimiento, - = no crecimiento

Deduccién de la ruta metabélicay de los genes implicados:

A Cc
Precursor — Ornitina — Citrulina —— Arginina

Precursor Ornitina Citrulina Arginina

Conclusion: los mutantes (cambios en genes) perdian la capacidad de
alimentarse debido a que carecian de enzimas de la ruta metabdlica normal

“UN GEN - UNA ENZIMA”
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Replicacion  ~ ARNI (Sinteais proteica) Propuesta inicial de Crick (1970)
[ ya = Replicacion

— RO —> %_._n__,_,
:39('}“'\‘

Transcripcién  Ribosoma Transcripcion Traduccion

(Sintesis de ARNm) ADN » ARN—Proteina

i
C““__:.’-ADNI

Modificaciones posteriores

Replicacion Replicacion Temin '

Transcripcion Traduccion

ADN 3 >| ARN—> Proteina

Transcripcion
inversa

REPLICACION

TRANSCRIPCION TRADUCCION
ADN AR PROTEINAS
TRANSCRIPCION
REYERSA (RT) VIRUS ARN PRIONES
FACTORES DE

TRANSCRIPCION

TRADUCCION
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EXPRESION GENICA:
TRANSCRIPCION Y TRADUCCION
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TRANSCRIPCION

COMPLEMENTARIDAD

ranscripcion

Hélice estabilizadora [CTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCGTAC |

Helice codificadora [GACGGTAACAGTCTGTACATATGGGGCATS

l, Transcripcion

ARN [CUGCCAUUGUCAGACAUGUAUACCCCGUAC|

z ARN mensajero La secuencia de bases del ARN es complementaria a la

ﬂ ' . ﬂ ﬂ C m 1LY secuencia de la cadena melde o codificadora. La

K secuencia de bases de |la hélice estabilizadora es la
, misma que la del ARN, cambiando T por U.

Solo se lee una cadena de ADN

La de la hebra codificadora de ADN es 3’-5’,
eso quiere decir que las ARN polimerasas sintetizan ARN en sentido
5'P—3'OH,

(La direccidn en la que las ADN polimerasas sintetizan ADN es también la
misma 5'P—3'OH)
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TRANSCRIPCION

Asimetria de la transcripcion:

La asimetria de la transcripcion significa que solamente se transcribe para cada gen una
de las dos hélices de ADN, la hélice que se toma como molde para producir el ADN se la
denomina hélice codificadora o hélice con sentido y la otra hélice de ADN, la que no se
transcribe, se la denomina hélice estabilizadora o hélice sin sentido.

Hélice estabilizadora

Hélice codificadora

Hélice estabilizadora = Hélice sin sentido
Hélice codificadora = Hélice con sentido
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TRANSCRIPCION
TRANSCRIPCION EN PROCARIONTES ENZIMAS IMPLICADAS

ARN Polimerasa o transcriptasa de E. coli

ARN polimerasa o Transcriptasa

?%

Nucleo central Factor
de la enzima sigma

BUWIZUSOJOH

Holoenzima

Enzima
activa

* En bacterias, existe una ARN polimerasa capaz de sintetizar todos los tipos de ARN: ARNT,
ARNt y ARNm.

*La ARN polimerasa de E. coli esta formada por varios polipéptidos: el nucleo central del
enzima tiene dos cadenas de tipo o (peso molecular de 40.000), una B (peso molecular de
155.000) otra ' (peso molecular de 165.000).

*Ademas, la enzima completa u holoenzima tiene la subunidad o factor ¢ (peso molecular
95.000) que es necesaria para iniciar la transcripcién. Una vez iniciada la transcripcién se
libera y el nucleo central prosigue con la elongacién del ARN.
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TRANSCRIPCION

En eucariontes hay varias polimerasas encargadas
de sintetizar los distintos tipos de ARN:

»La ARN polimerasa I sintetiza los precursores del
ARN ribosémico (ARN-r).

»La ARN polimerasa II produce ARN heterogéneo
nuclear (ARN-hn) que tras el procesamiento da lugar a
los ARN mensajeros (ARN-m), ademas de otros
pequeiios ARN.

»La ARN polimerasa III transcribe los precursores de
los ARN transferentes (ARN-t), ademas del ARN 5S que
forma parte de la subunidad grande de los ribosomas y
otros pequenios ARN nucleares y citoplasmicos.

ARN polimerasa II
»Las ARN polimerasas IV yV realizan reparaciones. (de levadura)

Las ARN polimerasas eucarioticas son bastante mas complejas que las de E. coli, poseen
subunidades semejantes o correspondientes a las de E. coli y otras que no lo son.
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TRANSCRIPCION
ENZIMAS IMPLICADAS

Comparacién entre las ARN polimerasas de procariotas y eucariotas

ARN Polimerasas de
procariotas

E. coli core RNA polymerase (o,B’'m)

] o@ @

ARN Polimerasas
de eucariotas

ARN pol-II
(levadura)

Eukaryotic RNA polymerases
11

% o (18 (] CR

NCTD
a-like subunits <l> .C] ‘[>

w-like subunit

Common
subunits

Additional
enzyme-specific
subunits

* 2 subunidades grandes similares a  y ’de E. coli

* 2 subunidades similares a a de E. coli

* 5 subunidades comunes entre I, Il y III pero sin homélogas en E. coli
» Subunidades adicionales distintas entre I, II y 111




/;/ARN polymerasa | TRANSCRIPCI()N

Gen de ADN
/ﬁf)\

— A 1 "IN
S< AR A

Promotor Termmador

(@) Iniciacién

Crecimiento
ARN

:' /
/////// S INISIS) T

ARNm 7\
sintetizado . — ( \

— i) il Ol A ARl 7
J ?/& wtsn MADURACION

=4, polimerasa
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| TRANSCRIPCION

INICIACION DE LA TRANSCRIPCION
PROCARIOTAS

factor o esté unido al nucleo central de la ARN polimerasa

Holoenzima Regién promotora

—-
La ARN polimerasa
busca en la doble hélicel

La ARN polimerasa
se une al promotor

secuencias promotoras o regién promotora.

La ARN polimerasa

abre la doble hélice
Nucleo central

& 3’
Se inicia la transcripcion
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INICIACION DE LA TRANSCRIPCION

PROCARIOTAS

SECUENCIAS CONSENSO PROMOTORAS

-90
Caja de GC

tyr tRNA
rrn D1

ren X1

ren (DXE)y
rrn E1

rrn A1

rrn A2

A PR

APL

BACTERIAS

-35

TATAAT

-10 4
Caja de Pribnow 1* base transcrita

EUCARIONTES

-25
Caja de Hogness 1" base transcrita

-75
Caja de CAT

PiPiCAPIPIPiF
)

Caja de TATA

Secuencias de diferentes promotores de E. colf
TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG *CGTCATTTGATATGATGC - GCCCCGCTTCCCGATAAGGG

GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA -
ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA
CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA -
CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG-
TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG -
GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG-

TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA

-C

* TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGT TGAGACGACAACG
*GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
*GAGGAAAGCGTAATATAC - GCCACCTCGCGACAGTGAGC
*GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
«AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA

CGGGAAGGCGTATTATGC - ACACCCCGCGCCGCTGAGAA
CTCTGGCGGTGATAATGG . » TTGCATGTACTAAGGAGGT

TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA+CCACTGGCGGTGATACTGA « « GCACATCAGCAGGACGCAC

Regidén promotora

| TRANSCRIPCION

Pribnow

Pribnow (1975) aislé y secuencio las
regiones de ADN que quedaban
protegidas por la ARN polimerasa
después de someterlas a digestioén
con ADNasa pancreatica. Siguiendo
este método se secuenciaron los
primeros promotores de fagos como
el T7 y 1, y del promotor del operén
lactosa. Pribnow observé una
secuencia de unos 7 pares de bases
que se encontraba 10 bases antes de
la primera que se transcribe y que

aparecia en la mayoria de los
fragmentos protegidos por la ARN

T7 A3
T7 A1
T7 A2
fdvin

GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA-AGTAAACACGGTACGATGT -ACCACATGAAACGACAGTGA
TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT +CTAACCTATAGGATACTTA « CAGCCATCGAGAGGGACACG
ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC - AAATCGCTAGGTAACACTAG
GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT»+ TCGCGCTTGGTATAATCG CTGGGGGTCAAAGATGAGTG

-35

-10 +1

—

Secuencia consenso de los promotores

—35 region

15—-17 bp

=10 region

polimerasa. Esta secuencia se la
denominé Caja de Pribnow o TATA
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: . TRANSCRIPCION
INICIACION DE LA TRANSCRIPCION

El factor sigma es el
responsable de que la ARN

polimerasa reconozca las

secuencias promotoras y
se una a ellas.

La holoenzima recorre el
ADN hasta encontrar las
regiones -10 y -35
(secuencias promotoras) y
se une a ellas,
posteriormente comienza a
separar las dos hélices por
la regién -10 (rica en pares
AT). Cuando la holoenzima
ha reconocido y separado
las dos hélices se forma lo
que se denomina
"complejo abierto con el
promotor".

PROCARIOTAS

", Holoenzima Regi6én promotora

<
La ARN polimerasa La ARN polimerasa
busca en la doble hélice

se une al promotor

La ARN polimerasa
abre la doble hélice

9’ 3’
Se inicia la transcripcion
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INICIACION DE LA TRANSCRIPCION TRANSCRIPCION
EUCARIOTAS

element  element ——  TATAAA
DN N, E— NAVLNN LY —————APATTT
Pre-rRNA promoter DNA

Upstream activating
(~ factor (UAF)

y

N\ NN LNV N

Core factor (CF), TPB,
4 and other factors

Preinitiation
complex

Initiation complex

2 _Trppsg:ription-
En eucariontes la iniciacién de la transcripcidn es mas / @ ol
compleja que la de E. coli y depende de la presencia de NTPs\J,,-m
factores proteicos de transcripcion (TF). & ADP

’ . T Elongati
La mayoria de las secuencias promotoras eucaridticas se D s B Pol n":;i.)',‘f
. . e M ] phosphorylated
encuentran antes de la primera base transcrita (aunque except TBP (gl % \cm
~ G4

algunos promotores de la ARN Pol III se localizan
después.)
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| TRANSCRIPCION

PROCARIOTAS

Burbuja de transcripcion

o RNA /\<
olimerasa /j 3

[ }‘\:;

Re-enrollamiento

7

5'

DNA 3@\@ > AN\
Hélice hibrida , Q\ ' \

BNA-DNA Punto
de elongacion
RNA / RNA-DNA Sitio activo
5" Hibrido, 8 bp

——

Direccion de la transcripcion

Hebra molde

La elongacién de la transcripcién no necesita del factor c.

Una vez iniciada la transcripcion, el factor sigma se libera y el nucleo central de la ARN
polimerasa comienza a sinterizar el ARN en la direccién 5' P — 3'OH a partir de
ribonucledsidos trifosfato libres que sirven de sustrato al enzima.

La velocidad de transcripcién en E. coli a 37° C es de 2500 ribonucledtidos por minuto
(aproximadamente 42 ribonucleétidos por segundo).
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TRANSCRIPCION

PROCARIOTAS

La elongacién de la transcripcidén en procariotas esta acoplada con la traduccidn, lo que acelera
el proceso conjunto

Polipéptido en
crecimiento
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e Abst S TRANSCRIPCION

inidacién l PROCARIOTAS

La terminacién de la transcripcion en E. coli puede
tener lugar por dos mecanismos distintos:

Yy
4 - y /,—\'
ri4n

= A) Secuencias terminadoras (terminacién

’ , independiente de rho)
Elongadén ) .
B) Terminacién dependiente del factor proteico p

(rho)

—~2 EUCARIOTAS

Terminaddnl
La terminacion de la transcripcion en eucaripotas es
parecida, pero mas compleja




TRANSCRIPCION

a) Por secuencias terminadoras

Secuencia que sirve de .
sefal para terminar la @
transcripcion en E. coli _

Lazo en

Emparejamiento entre *
horquilla

bases complementarias

//‘
/

| oS —— i - —
-\lG-C—fich region in stem |

0000 -8 Y o000

Transcrito de ARN 6 a 8 uracilos

4 .
“luuuu R' Single-stranded U-run |

Las secuencias terminadoras tiene dos caracteristicas:

* Una horquilla producida en la estructura secundaria por emparejamiento de bases
* Una secuencia de unos 6 o mas Uracilos en el extremo final.

Las secuencias de terminacién antes indicadas inducen la terminacién espontanea de la transcripcién
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* Una secuencia de unos 6 o mas Uracilos en el extremo final.

Las secuencias terminadoras tiene dos caracteristicas
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TRANSCRIPCION

b) Por factor proteico P (rho)

ARN polimerasa

NI
Terminacién dependiente de la L
actuacion del factor proteico rho SINIININONL e NN

(p) que es un hexamero formado por
6 subunidades.

.
SINONNNINININN_SOSN
El factor rho (p) debe reconocer una

nci ifi 1 ARN . —
secuencia especiiica de , VINNINYN/NNYN/ N AW/

denominada sitio ruf y se une ahi f/\)gég
ATP para posteriormente tirar del ARN y

soltarlo de la ARN polimerasa. =
ADP+Pi VNN NN SN/

Las secuencias ruft suelen estar un o

poco antes del lugar en el que la
ARN polimerasa termina la .
transcripcion. o ~——

0 i
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TRANSCRIPCION
PROCARIOTAS

Transcripcion y Traduccién
simultaneas en E. coli

ADN

ARN polimerasa

™ Ribosomas

.

-~ Los polipéptidos y el i
ARN-t no son visibles

Los ARN recién sintetizados suelen sufrir un procesamiento posterior en los ARN precursores de ARN
ribosémico (ARN-r) y de ARN transferentes (ARN-t), siendo de mayor tamafio: hay un acortamiento posterior
(maduracion).

Sin embargo, el ARN que se va a traducir a proteinas no sufre procesamiento alguno en bacterias: tal y como
se sintetiza comienza a traducirse. De hecho, en bacterias la transcripcion y la traduccién son simultaneas: aun
no ha terminado de transcribirse un ARN mensajero y ya se le han unido ribosomas que estan traduciéndolo.
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TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES TRANSCRIPCION
En eucariontes sufren procesamientos posteriores a la transcripcion, tanto los
ARN funcionales (que dan ARN-r y ARN-t) como los ARN informacionales

(ARNm) que van a ser traducidos a polipéptidos.
Este procesamiento del “transcrito primario” consta de varios pasos y tiene como

principal consecuencia la dlsmllnu.cwn del tamafo del ARN-hn (h.eterogeneo Comienzo EXONES INTRONES  Final (Stop)
nuclear) recién transcrito por pérdida de varios segmentos del interior. V AT —1

OH
3

Los principales pasos del procesamiento del ARN-hn (“heterogéneo nuclear”) Elasmitie b 5'1
son los siguientes: ms-m OH

1 Poliadenilacian

1. Adicion de una caperuza o casquete de proteccion ("capping" o

abreviadamente tapdn o "cap®; un residuo de 7-metilguanosina) en el c:MF_m:-:-:InAﬁ..ﬂé;—GH
extremo 5'P del ARN-hn que lo protege de su degradacion por dicho extremo. 7 700 nuclestidos Cola de poli-A

Secuencias de los intrones
eliminadas por escisién

residuos de adenina) : Una endonucleasa corta el ARN y después una Poli A mARN Transcrito

polimerasa afade la cola de Poli A. La funcién de la cola de PoliAes la de

evitar la degradacion del ARN por ese extremo e intervenir en el transporte del casquete 5 T AAA —OH
n

ARN hacia el citoplasma. 1,872 —
nucleodtidos

Adicion por el extremo 3'OH de una cola de Poli-A (entre 150 y 200 l

3. Eliminacién y empalme (“Splicing”) de segmentos interiores (intrones) del

ARN-hn. Los genes en eucariontes estan fragmentados, con: Al citoplasma donde
o se traduce
* Exones 0 zonas que se traducen a aminoacidos; e

Proteina sintetizada
« Intrones o regiones que no se traducen. (Ovoalbimina)
. , , HzN - COOH
ElI ARN-hn recién transcrito contiene exones e Intrones, pero durante el

procesamiento posterior (maduracion) se van a eliminar los Intrones o regiones
que no se traducen a amino&cidos. (de forma que el ARN m ya no los tiene)
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TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES | TRANSCRIPCION |

Maduracion del transcrito primario (ARN hn, precursor del ARNm)

(a) Secuencia de

. Palyadenilacidn
Sitio de incio e Codéndefinde ",
de |a transcripcin Sitio de inicio traduccion AGA, e
de la traduccidn UAA, UAG erminacion de

la transcripcion
GU A AG GU A AG f

] .

Secuencia lider Intron 1 Intron 2
0 5' notraducida

Trailero
Secuencia 3' no

traducida
(b) l

Adicion B
del Cap

Corte del
ARNM en T T

extrerno 3' ‘
Poly(A
Adicion de y(A)

Cola Paly (&)

‘ Poly(A)

Remocitn de intrones (.~ him funcional
0 maduro
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TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES | TRANSCRIPCION |

Splicing: eliminacion y empalme de segmentos interiores (INTRONES) del ARN-hn.

5~ — |
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TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES | TRANSCRIPCION |

Splicing: eliminacién y empalme de segmentos interiores (INTRONES) del ARN-hn.

GEN (DNA) Intrén 1
[ .00

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
Promotor ] Intron1 1 Intron2 [ Intron3 J

A — — —— — s— "l Intrén 1

‘ Transcripcion
Transcrito primario (RHA)

—_— .  e——,een — —

l Splicing

Transcrito maduro (RHAM) s P <«——— ARN nuclear

pequeiio

l Sintesis proteica

Proteina P v a6 Y v Ribonucleoproteina

“Espliceosoma”
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TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES | TRANSCRIPCION |

Maduracién de ARN ribosdémicos

P ADN-r T Esp P ADN-r T Esp P ADN-r T

Precursor ARN 458

Liderf 188 fEspf.’:.Bstspf 28S

P = Promotor
T = Terminador
Esp = Espaciador
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TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES | TRANSCRIPCION |

Imagen en ME




TRANSCRIPCION
, INVERSA
RETROTRANSCRIPCION 5

Howard Temin y
David Baltimore

Obtuvieron el premio Nobel por el descubrimiento de la enzima transcriptasa
inversa o retrotranscriptasa, que cambio la idea de que el flujo genético sélo viajaba
desde el ADN al ARN y desde éste a las proteinas (“dogma”).

Gracias a este enzima, todos los retrovirus (virus con ARN), pueden sintetizar ADN.

Algunos de estos virus pueden producir células cancerosas (como el virus del
sarcoma de Rous o el virus del SIDA), ya que cuando el ARN virico entra en una
célula, lleva consigo su retrotranscriptasa.

La enzima sintetiza una doble hélice de ADN-ARN, que posteriormente es convertida
enzimaticamente en una doble hélice de ADN-ADN que se integra en el cromosoma
huésped.

Finalmente, el ADN es transcrito en copias de ARN virico, las cuales son traducidas y
empaquetadas en particulas viricas que seran liberadas al exterior celular, y asi el
ciclo se repite.
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TRANSCRIPCION

RETROTRANSCRIPCION INVERSA
VIH]1: retrovirus del SIDA

Linfocita T

1
ACOPLAMIE

Y FUSIOH D
LA MEMERGHA

2

TRAHECRIPCION '
IHVERSA wirion ARN
HDMN de
daoble cadena
N\ »
7

SALIDA
DE VIRIOHES
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