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Aunque siempre es buen momento para recordar como se han realizado
los descubrimientos que han marcado la Biologia actual, la celebracion de un
aniversario "redondo" nos proporciona una excusa perfecta. En este 2018 se
cumplen 50 afios desde que se concedi6 el premio Nobel en Fisiologia o Medicina
atresinvestigadores por su interpretacion del codigo genético y su funcion en la
sintesis de proteinas: Marshall Niremberg, Har Gobind Khorana y Robert W.
Holley.

En esta historia también tuvieron un papel decisivo otros muchos cien-
tificos, varios de los cuales habian obtenido el premio Nobel previamente como
Severo Ochoa, James D. Watson y Francis H. C. Crick, o lo obtendrian poste-
riormente como Sydney Brenner.

A lo largo del presente trabajo repasaremos brevemente como se consi-
guio establecer la verdadera relacion que existe entre los genes y las proteinas, la
aportacion del numeroso grupo de investigadores implicados al desciframiento
del codigo, en especial la de los tres premiados en 1968, y por tltimo algunos nue-
vos conocimientos que se han obtenido sobre este tema desde dicho afio.

Larelacion entre genes y proteinas antes de la doble hélice

Desde el nacimiento de la Genética como ciencia en 1900, con el redescu-
brimiento de los trabajos de Mendel por Carl Correns, Hugo de Vries y Erich von
Tschermak, se acept6 que las caracteristicas que presentan los organismos ve-
nian determinadas por unas unidades misteriosas que se denominaron genes. Su
naturaleza fue desconocida durante los 40 afios posteriores, pero no transcurrio
mucho tiempo hasta que se encontr6 una relacion entre los genes y las proteinas.
El primero en aportar datos en este sentido fue el médico inglés Archibald
Garrod en su libro Inborn Errors of Metabolism publicado en 1909. Garrod
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estudi6é determinadas patologias humanas que aparecian de manera recurrente

en algunas familias, como la alcaptonuria, y observo que su aparicion seguia una
herencia mendeliana, de modo que los individuos homocigotos para el alelo re-
cesivo de un gen manifestaban la patologia analizada. Puesto que las personas
con alcaptonuria acumulan acido homogentisico, un producto de la degradacion
delatirosina, Garrod propuso que el problema residia en que las personas homo-
cigotas no presentaban la enzima que metabolizaba dicho 4cido. De este modo se
sugerialarelacion entre genesy enzimas.

La hipotesis de Garrod no fue demos-
trada hastala década delos 40 del siglo pasa-
do por George Beadle y Edward Tatum utili-
zando mutantes nutricionales del hongo
Neurospora, trabajo por el que se les conce-
di6 el premio Nobel en 1958. Neurospora es
un hongo que puede crecer en medios muy
pobres (medio minimo) porque es capaz de
sintetizar por si mismo los aminoacidos, vi-
taminas y demas componentes necesarios.
. Utilizando rayos X para provocar mutacio-

b nes en el material genético (efecto descu-
bierto por Hermann Muller en 1927, premio
Nobel en 1946) que tuvieran efecto sobre las
Figura 1. Archibald Edward  capacidades del hongo, Beadle y Tatum ais-
gg rrod, de {'&r chibald laron una serie de cepas que necesitaban pa-
ward Garrod", Obituary

notices of Fellows of the ra su crecimiento la adicién de diferentes
Royal Society, 1936-1938,

componentes. Asi algunas so6lo crecian se
volume 2, pages 225-228.

anadia al medio una vitamina determinada,
otras requerian la presencia de un aminoacido concreto, etc. Mediante cruza-
mientos entre las cepas mutantes y la cepa normal demostraron que cada cepa
presentaba una mutacién en un inico gen y que existian mutantes que presenta-
ban unas mismas caracteristicas que tenian alterados genes diferentes. Asi un
conjunto de mutantes se mostré incapaz de crecer en un medio que careciera de
un aminoacido concreto, por lo que todas estas mutaciones habrian interrum-
pido la ruta biosintética de este aminoacido, una ruta en la que unos compuestos
se van transformando en otros gracias a la accion de enzimas que catalizan los
diferentes pasos. Sin embargo, cada mutante se comportaba de modo distinto
cuando se afiadian al medio minimo compuestos intermediarios en la sintesis, de
modo que unos crecian normalmente y otros no eran capaces de crecer. Tenien-
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do en cuenta que si se afade un compuesto intermediario anterior a la interrup-
cion de la ruta, no se podria sintetizar el aminoacido, mientras que si el com-
puesto afiadido era posterior a la interrupcion, si se podria, Beadle y Tatum
fueron ordenando los pasos metaboélicos afectados en cada mutante.

Puesto que cada uno de los mutantes carecia de una actividad enzimética
concreta, los resultados indicaban que los genes normales serian los respon-
sables de que aparecieran dichas enzimas en el organismo. Asi Beadle y Tatum
propusieron la hipotesis "un gen - una enzima" que relacionaba la funcién de un
gen con la funcién de una enzima, aportando una idea que resulté fundamental
para conocer laverdadera funcion de los genes.

Figura 2. Beadle (a la izquier-
da) y Tatum a la derecha).
Fotos procedentes del Archivo
dela Fundacion Nobel.

Posteriormente otros autores comprobaron que los genes no sélo estaban
relacionados con enzimas, sino también con otros tipos de proteinas, de modo
que la hipotesis se redefinié a "un gen - un polipéptido", y aunque actualmente
sabemos que no todos los genes estan relacionados con proteinas, ya que algunos
sblo dan lugar a ARNs (ARNSs ribosomales, transferentes, etc.), o que hay genes
relacionados con varias proteinas simultaneamente, la idea de Beadle y Tatum
continta siendo uno de los avances fundamentales en el conocimiento sobre la
funcién génica.

La relacion entre genes y proteinas apoyada por estos experimentos esta-
ba de acuerdo con lo que la mayoria de los cientificos pensaban en aquellos afios:
los genes eran proteinas.

Un cambio radical sucedié cuando Oswald T. Avery, Colin M. MacLeod y
Maclyn McCarty demostraron en 1944 que el material de los genes era ADN.
Aunque este trabajo no fue aceptado de manera general, tuvo como consecuencia
importante el que varios investigadores centraran su atencién en esta molécula,
aportando el conjunto de conocimientos necesarios que desembocarian en la
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propuesta de doble hélice para la estructura del ADN por Watson y Crick, publi-
cadaen Natureen abrilde 1953.

Oswaip Avery in his Hospital laboratory Coun 124;6‘:1'30]] MacLyn McCarty

mid-1930s 1942

Figura 3. Avery, MacLeod y McCarty, Fotos procedentes del
articulo de Steinman y Moberg (1994).

Después de la doble hélice: ideas sobre el codigo genético en la
décadade1950

La doble hélice propuesta por Watson y Crick supuso una auténtica revo-
lucion porque dicha estructura se podia relacionar con las caracteristicas cono-
cidas mas importantes que debia presentar el material hereditario, como su du-
plicacion exacta, lainfinidad de formas distintas que podia presentar y su capaci-
dad de contenerla informacion genética. En todos estos aspectos, el punto critico
reside en las interacciones exactas entre las bases nitrogenadas (adenina -A-
siempre aparea con timina -T-, y guanina -G- con citosina -C-). Las implicaciones
generales de la estructura de la doble hélice fueron recogidas por Watson y Crick
en un segundo articulo que publicaron en Nature en mayo de 1953. En relacion
con el codigo genético, la frase incluida en este trabajo: De ello se deduce que en
una molécula larga (de ADN) son posibles muchas permutaciones diferentes, y
por tanto parece probable que la secuencia concreta de bases sea el codigo que
porta la informacién genética, hace explicita por primera vez la existencia de un
codigo, en el que reside la informacion contenida en los genes, informaciéon a
partir de la cual se podria sintetizar una proteina concreta.

Debido a que la naturaleza de dicho c6digo podia ser extraordinariamente
compleja, Watson y Crick (y otros investigadores) dejaron aparcado el problema
hasta que en julio de 1953 recibieron una carta del fisico George Gamow. Este in-
vestigador era un cientifico muy conocido en su campo por ser uno de los autores
del articulo de 1948 que proponia la teoria del "Big Bang" para explicar el origen
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del universo, pero sus inquietudes eran muy amplias. Entre ellas estaba la divul-

gacion cientifica a través de una serie de libros protagonizados por el personaje
Mr. Tompkins, al que trat6 de incluir como autor en algtin articulo, pero no pasé
la revision de los editores. Su particular sentido del humor también se pone de
manifiesto en el hecho de haber incluido a un fisico amigo suyo, Hans Bethe, co-
mo coautor del articulo de 1948, simplemente para que la cita del mismo fuera
Alpher, Bethe y Gamow (de hecho actualmente se le conoce como el articulo alfa-
beta-gamma).

En su carta, Gamow proponia que el ADN era directamente el molde sobre
el que se irian encajando los aminoacidos dependiendo de la secuencia de bases.
Segun su idea, los pares de bases sucesivos en el ADN formaban cavidades en
forma de rombo, de los que se podrian distinguir 20 tipos distintos, por lo que se
podrian acoplar 20 aminoacidos diferentes. Gamow sugiri6 también un listado
(en parte erroneo) de qué aminoacidos serian.

Yol & m. ol % @ Figura 4. A la izquierda se muestran el
1 2 2 | -3 esquema de las cavidades propuestas por
VAW VAN VAW AW Gamow, (Nature 173:318, 1954). A la
' derecha una fotografia de Gamow

6 9] & vl s s v ti tomada dela referencia Watson (2003).

Watsony Crick detectaron inmediatamente las debilidades de la hipotesis
propuesta, ya que no era probable que las cavidades de Gamow pudieran tener la
especificidad requerida. Ademas, las pruebas indicaban la sintesis de proteinas
tenia lugar en el citoplasma de las células, en el que se podia encontrar con
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Ideas on Protein Synthesis (Oct. 1956) abundancia otro acido nucleico, el

ARN, pero no ADN que esta confi-
nado en el nucleo. Por esta causa,

The Doctrine of the Triad.
The Central Dogma: "Once information has got into a protein it

can't get out again". Information here means tne seauence or INUChOS investigadores, entre los
the amino acid residues, or other sequences related te it. que estaban Watson y CI‘iCk, con-

That is, we may be able to have

L sideraban al ARN como la molé-

e - f———@ rotetn  cula intermediaria que portaria el

Q oy g, U mensaje desde el ADN a las pro-

REMLERER teinas. Esta idea fue desarrollada

e Ru £ ———p.sen  formalmente por Crick en 1956 en

@ lo que primero denominé "la Doc-

Where the arrows show the transfer of information. trina de la Triada" y después en el

Figura 5. Primer esquema de Crick conocido "Dogma Central de la
sobre el Dogma Central de la Biologia Biologia Molecular".

Molecular A pesar de todo, la idea de

(http://profiles.nlm.nih.gov/ps/access/SCBBFT.

Gamow sirvi6 para que Watson y
Crick consideraran la relacion
ADN-proteina como un problema teérico, independientemente de las compleji-
dades bioquimicas que pudieran surgir, y para que comenzaran a recopilar datos
sobre la composicion de aminoacidos en las proteinas.

De las secuencias proteicas conocidas, Watson y Crick observaron que al-
gunos aminoacidos aparecian frecuentemente, mientras que otros s6lo se detec-
taban en casos muy concretos y parecian derivados o modificaciones de los ante-
riores. De esta manera establecieron una lista que incluia 20 aminoacidos protei-
cos, curiosamente el mismo nimero que cavidades de Gamow, y que sorpren-
dentemente haresultado correcta.

pdf)

Como se ha comentado anteriormente, la sintesis de proteinas se realiza
en el citoplasma, lugar en el que abunda el ARN. A diferencia del ADN, el ARN
tiene ribosa en su composicion en lugar de desoxirribosa, suele ser una molécula
de unasola hebra, y presenta la base uracilo (U) en vez de timina (T), aunque am-
bas son capaces de aparear con adenina (A). Estas caracteristicas hacian sencilla
conceptualmente la visualizacion de como la informaciéon contenida en el ADN
podia transmitirse por complementariedad de bases a una hebra de ARN en el
nucleo, y posteriormente el ARN saldria al citoplasma para dirigir la sintesis de
las proteinas. De este modo los esfuerzos cientificos se centraron en descifrar co-
mo una secuencia de cuatro bases (A, G, C, U) se convertia en una secuencia de 20
aminoacidos.

Con objeto de intercambiar ideas de una manera informal y discutir hip6-
tesis, Gamow creo6 el denominado Club dela Corbata de ARN (RNA Tie Club) for-
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mado por 24 componentes, 20 por cada uno de los aminoacidos y 4 miembros
honorificos por cada una de las bases del ARN. El distintivo del Club era una cor-
bata con un dibujo que esquematizaba una molécula de ARN y un alfiler de cor-
bata con las tres letras que identificaban el aminoacido que se les habia asignado,
por ejemplo Crick era tirosina (Tyr) y Watson prolina (Pro). Los miembros de
este club fueron elegidos por el propio Gamow, y en €l se incluyeron no s6lo bio-
logos, sino también fisicos, quimicos o matematicos amigos que estuvieran inte-
resados en el problema de la codificacion genética o en teoria de la informacion.
Elintercambio de ideas entre este grupo se realizaba mediante cartas entre ellos
y a través de una publicacion informal cuyo lema era "Do or die, or don't try"
(Hazlo o muere, onolo intentes).

Figura 6. Algunos miembros
del Club de la Corbata de ARN
fotografiados con la corbata
caracteristica del club. De iz-
quierda a derecha: Crick, Rich,
Orgel y Watson. Fotografia
procedente del archivo de
Alexander Rich.

Entre las muchas hipotesis que se lanzaron, algunas fueron superando las
objeciones de los miembros del Club, y sobre todo podrian comprobarse o refu-
tarse experimentalmente, como es esencial en el método cientifico. Por ejemplo
que un aminoacido concreto vendria determinado por la secuencia concreta de
tres bases contiguas en el ARN, triplete al que Sydney Brenner bautizé como co-
don. En un primer momento esta idea surgio del hecho de que es el nimero mini-
mo para que aparezcan suficientes combinaciones de las 4 bases (4 x 4 x 4 = 64)
para poder especificar los 20 aminoacidos. Como podemos ver, el nimero exce-
de en mucho al de combinaciones necesarias, lo que podria indicar que existirian
20 combinaciones que determinan aminoacidos y el resto no (codones sin sen-
tido) o que varios codones pueden especificar el mismo aminoacido, dando lugar
aloque sehadenominado un cédigo genético "degenerado".

También se discuti6 animadamente sobre si se trataba de un cédigo sola-
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pado, es decir una base del ARN participaria en mas de un coddn, o no solapado.
En su forma mas simple se puede suponer que el solapamiento se deberia a que la
lectura de las bases del ARN avanza una posicion en cada paso. Asi una secuencia
AGUCCAUGUAGG....... daria lugar a los siguientes codones AGU, GUC, UCC,
CCA, etc. si el codigo fuera solapante, mientras que en caso contrario la lectura
originaria los tripletes AGU, CCA, UGU, AGG, etc. La consecuencia de un codigo
genético solapado es la aparicion de restricciones entre qué aminoacidos pueden
aparecer contiguos, ya que al compartir dos bases, un codén concreto (por ejem-
plo AGC) s6lo podria estar sucedido por 4 codones (GCA; GCG; GCC; GCU). Sise
encontrara en las proteinas un aminoacido sucedido por 5 aminoacidos diferen-
tes, habria que suponer que presenta al menos dos codones diferentes capaces de
especificarlo, si fueran 9, tendrian que ser al menos tres y asi sucesivamente.
Brenner analiz6 de este modo las secuencias de proteinas conocidas por aquel
entonces, y llegd a la conclusion de que se necesitarian muchas mas combina-
ciones que los 64 tripletes posibles, por lo que un c6digo solapante parecia muy
improbable.

Por otra parte, un c6digo solapante implicaba que una mutacion que afec-
tara aun par de bases se reflejaria en cambios simultaneos en varios aminoacidos
consecutivos, ylo mas frecuente es que el cambio sélo afecte a uno, como se habia
demostrado en el caso de la mutacion en el gen de la hemoglobina que causa la
anemia falciforme.

Otro asunto misterioso consistia en como un codén atrae a un aminoacido
concreto. A este respecto, Crick propuso en 1955 una idea en la que Brenner tam-
bién tuvo un papel decisivo: la hipotesis del adaptador. Segun ésta, existirian 20
adaptadores, uno por aminoacido, que estarian formados por unos pocos nu-
cle6tidos y que mediante acciones enzimaticas muy especificas se unirian al ami-
noacido correspondiente. Estos adaptadores interaccionarian mediante el apa-
reamiento de bases complementarias con el ARN portador de la informacién ge-
nética y situarian a los aminoacidos en sus lugares correctos para que pudieran
unirse dando lugar ala proteina. Es asombroso coémo estaidea ha resultado esen-
cialmente cierta cuando no se tenia ningin otro tipo de prueba experimental, y
aunque el adaptador ha resultado ser de un tamafio mayor (los ARNs de trans-
ferencia tienen mas de 70 nucle6tidos), su papel es justamente el descrito en la
hipotesis de Cricky Brenner.

Mientras se discutian ideas tedricas sobre la naturaleza del codigo gené-
tico en el Club de la Corbata de RNA, cada vez estaba mas clara la necesidad de
una aproximacién experimental. Crick y Brenner volvieron al laboratorio para
realizar experimentos con mutantes de un virus de E. coli, el fago T4, para in-
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tentar demostrar que realmente la unidad que codifica un aminoacido concreto

esta formada por tres bases. Para ello utilizaron mutantes de los genes rII, obte-
nidos mediante la exposicion a una sustancia denominada acridina, cuyo efecto
eralaadicion o eliminacion de un par de bases en el ADN. Siun gen sufre este tipo
de mutaciones en la zona que codifica la proteina, daria lugar a un ARN con un
cambio radical en sus codones y la proteina correspondiente no seria funcional.
El efecto seria similar al que tendria una frase con palabras de tresletras enla que
seintroduce o se elimina unaletra. Supongamos la frase con sentido

por fin ahiveo unaviacon luz
si se elimina una letra, por ejemplo la r de por, y se contintia leyendo en agrupa-
ciones de tres, tendriamos

pofinahiveounaviaconluz
lo mismo ocurriria si introdujéramos una letra en la frase. Sin embargo, si se con-
sigue un doble cambio de distinto signo, especialmente si ocurren en posiciones
cercanas, el significado se recupera en su mayor parte. Por ejemplo, eliminando
lardeporyanadiendounasdespuésdelaf

pofsinahiveounaviaconluz
ademas si en el gen se introducian tres mutaciones del mismo tipo en posiciones
cercanas (tres adiciones o tres eliminaciones), la lectura también seria casi
correcta, permitiendo la formacion de una proteina funcional. Por ejemplo

por finaho unavia con luz o por fix zyn ahiveo unavia con luz
en su razonamiento estaban implicitas varias ideas todavia no demostradas so-
bre el funcionamiento general del c6digo, como que la lectura de los tripletes co-
menzaba en un punto concreto, a partir del cual las bases se irian leyendo suce-
sivamente en grupos de tres, lo que determinaba un tnico modo de lectura de la
informacion. Igualmente suponia que la molécula no presentaba sefales que in-
dicaran qué codones eran los correctos, y no existiria solapamiento entre los
codones.

En los experimentos realizados para comprobar la validez de las ideas de
Crick y Brenner, tuvo un papel fundamental Leslie Barnett, que en un primer
momento fue contratada por Crick como técnico de laboratorio a tiempo parcial,
pero pronto demostro6 su gran capacidad porlo que se la contraté como cientifica.

Cuando se realizaron los experimentos definitivos, Brenner estaba
realizando una estancia en Paris, por lo que Crick, al ver los resultados, le dijo a
Barnett:

iSomos las dos unicas personas que sabemos que es un codigo de
tripletes!
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¥ (]
Figura 7. Leslie Barnett, Francis Crick y Sydney Brenner en 1986.
Fotografia del archivo de Cold Spring Harbor Laboratories.

La importancia y repercusion que tuvieron estos experimentos esta fuera
de duda, aunque realmente no demostraran inequivocamente las hipétesis en las
que se basaba. Un codigo en el que los codones estuvieran formados por multi-
plos de tres bases también seria compatible con los resultados obtenidos, aunque
se consider6 que esta idea era demasiado improbable como para ser tenida en
cuenta seriamente.

Crick siempre se mostro critico con laimportancia otorgada a este trabajo,
ya que segun €l "si bien apoyaba la codificacion en tripletes, esta idea ya estaba
tan arraigada por aquel entonces en la comunidad cientifica que el verdadero
descubrimiento hubiera sido que los codones estuvieran formados por cuadri-
pletes". Claramente el resto de los cientificos no lo consideré asi, como lo de-
muestra el elevado nimero de citas del articulo publicado en Nature en 1961 con
el titulo de General nature of the genetic code for proteinsy el valor de 13.145 £
que alcanz6 en 2004 el manuscrito original en una subasta.

Durante este tiempo, también otros investigadores estaban poniendo las
bases experimentales que llevarian al desciframiento del codigo genético. Entre
ellos hay que destacar al grupo de Severo Ochoa que en 1955 consiguio purificar
por primera vez una enzima capaz de sintetizar una molécula de ARN in vitro: la
poli(rribo)nucleétido fosforilasa. La trascendencia de este logro fue reconocida
con la concesion del premio Nobel de Fisiologia o Medicina de 1959.

Para que se formara una molécula de ARN, la enzima necesitaba de ribo-
nucledsidos di-fosfato, que iba uniendo entre si al azar y liberando un grupo fos-
fato en cada reaccion. De este modo si en la reaccion solo se anadia ADP, el ARN
que se obtenia era un polimero que tinicamente presentaba esta base (poli-A); si
se anadian dos ribonucle6sidos di-fosfato diferentes, por ejemplo ADPy UDP, el
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ARNrresultante presentaba una secuencia aleatoria en la que aparecian Ay U.

Este trabajo lo realiz6 fundamentalmente Marianne Grunberg-Manago,
una cientifica francesa nacida en San Petersburgo, bajo la direccion de Ochoa. En
un principio, tanto Grunberg-Manago como Ochoa pensaron que la enzima seria
la responsable de sintetizar las moléculas de ARN en el proceso de transcripcion.
Pronto comprendieron, aunque a Ochoa le llevé un poco méas de tiempo conven-
cerse, que las caracteristicas que presentaba la enzima hacian muy poco proba-
ble dicho papel. La capacidad de sintetizar ARNs con secuencias aleatorias, sin
necesidad de copiar moléculas de ADN, no es lo que se espera de una enzima que
tenga que transferir la informacion contenida en el ADN a otra de ARN, y de he-
cho el papel real en la célula de la polinucleétido fosforilasa es el contrario del
descrito: romper las moléculas de ARN en nucledsidos difosfato. Aunque un po-
co decepcionados, Grunberg-Manago y Ochoa reconocieron la gran utilidad que
podria tener la enzima, aunque debian demostrar que las moléculas que se obte-
nian en el laboratorio tenian las mismas caracteristicas que los ARNs celulares.
Con este objetivo, Ochoa se puso en contacto con Leon Heppel, el maximo exper-
to de Estados Unidos en el analisis la composicion de los dcidos nucleicos me-
diante cromatografia y electroforesis. Heppel y Maxine Singer, una estudiante
que estaba finalizando su tesis por aquel entonces, comprobaron que los ARNs
sintéticos eran indistinguibles de los ARNSs celulares, y como subproducto de sus
experimentos fueron acumulando un conjunto de ARNs sintéticos que se habian
sintetizado a partir de diferentes composiciones de bases, coleccidon que se hizo
disponible parala comunidad cientifica en 1960.

Figura 8. Marianne Grunberg-Manago y Severo Ochoa. Fotogra-
fias procedentes de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia
Molecular (M. Grunberg-Manago) y del archivo de El Pais,
Associated Press (S. Ochoa).
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Figura 9. Maxine Singer. Fotografia
de Dick Darcey procedente del
archivo de la Biblioteca del Congreso
de Estados Unidos (Maxine Singer
Papers).

Otro avance fundamental durante este periodo fue el desarrollo de un
sistema acelular de traduccion in vitro. Muchos investigadores, como Paul
Zamecnik, Alfred Tissiéres y Francois Gros, aportaron ideas y mejoras técnicas
que finalmente permitieron hacia 1960 sintetizar proteinas en un tubo de ensayo
utilizando ribosomas de la bacteria Escherichia coli.

Preparados, listos, iya!: la carrera para descifrar el codigo
genético

Mientras la élite de los biblogos moleculares iba realizando pequetios ade-
lantos en la comprension del codigo genético, dos desconocidos realizaban un
experimento fundamental que aceleraria frenéticamente el ritmo de los descu-
brimientos: Marshall Warren Nirenbergy J. Heinrich Matthaei.

Figura 10. Heinrich Matthaei
(izquierda) y Marshall Nirenberg
(derecha). Fotografia procedente de
los archivo de Marshall W. Nirenberg.
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Nirenberg defendi6 su tesis doctoral en bioquimica en 1957, y posterior-
mente obtuvo una beca de dos afios de duracion en el Instituto de Artritis y Enfer-
medades Metabodlicas, una seccion del Instituto Nacional de la Salud de Estados
Unidos (NIH). Cuando en 1959 obtuvo un puesto como investigador, consider6
que los trabajos sobre regulacion genética publicados por Monod y Jacob, y los
relacionados con la sintesis in vitro de las proteinas eran los que ofrecian campos
mas prometedores, y aunque carecia de experiencia en los mismos, decidi6 dedi-
carse a algiin tema relacionado con ellos. Mas concretamente, su objetivo inme-
diato fue determinar si la sintesis de proteinas in vitro se incrementaba cuando
se afiadia ARN o ADN. La idea final era demostrar si realmente existia un ARN
especial que sirviera de intermediario entre el ADN y las proteinas, y que hoy en
dia conocemos como ARN mensajero (ARNm). Para ello se centro en la sintesis
de una enzima inducible en la bacteria Bacillus cereus, la penicilinasa. Utilizan-
do el sistema in vitro descrito previamente por Zamecnik determinaba si se in-
ducia la sintesis de penicilinasa cuando se afiadia ADN o ARN procedente de ri-
bosomas de E. coli o de B. cereus, ya que se pensaba por entonces que los ribo-
somas contenian el ARNm. S6lo cuando el ARN procedia de cultivos de B. cereus
que expresaban la penicilinasa se detectaba un incremento en la sintesis in vitro
de esta proteina, aunque la respuesta era muy reducida, por lo que Nirenberg
concluyé que necesitaba un método mucho maés sensible que el que estaba
utilizando.

Durante afio y medio, Nirenberg no realiz6 avances significativos en la
metodologia, pero la incorporacion de Matthaei cambi6 radicalmente la situa-
cion. Heinrich Matthaei era un cientifico aleman que estaba de estancia postdoc-
toral en el NIH y deseoso de trabajar en el campo de la sintesis de proteinas in
vitro. Segun el propio Nirenberg, Matthaei lleg6 al NIH pensando que al ser una
institucion con un gran nimero de cientificos, habria varios equipos trabajando
dicho campo, pero la realidad es que en aquel momento sdélo él estaba relaciona-
do con el tema, por lo que fue asignado a su laboratorio. Por suerte Matthaei tam-
bién era muy experto y meticuloso en el trabajo de laboratorio, y entre ambos de-
sarrollaron rapidamente una técnica de sintesis acelular de proteinas in vitro
mucho mas sencilla, eficiente y sensible utilizando fracciones obtenidas de E.
coli.

Con los nuevos avances técnicos, Nirenberg y Matthei demostraron defi-
nitivamente que sbélo el ARN obtenido a partir de los ribosomas de cepas induci-
das de B. cereus incrementaba la sintesis de penicilinasa en el tubo de ensayo,
mientras que el ADN, el ARN de cepas sin inducir o el ARN de E. coli no tenia
ningn efecto. Ademas fraccionando el ARN de los ribosomas comprobaron que
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no se necesitaba todo el ribosoma, sino s6lo una pequeiia fraccion: por fin se ha-
bia demostrado la existencia del ARNm.

El siguiente paso en sus experimentos fue comprobar si los ARNs artifi-
ciales también eran capaces de dirigir la sintesis de proteinas. Esto fue posible
porque Leon Heppel, que tenia su laboratorio justo al lado, les proporcion6 pe-
quenas cantidades de algunos de los ARNs sintéticos que tenia en su coleccion.
En estos experimentos utilizaron un aminoacido marcado radiactivamente dife-
rente en cada tubo de ensayo, mientras que los otros 19 no presentaban ningiin
tipo de marcaje, de modo que el efecto de cada ARN era analizado en 20 casos. El
27 de mayo de 1961 marca una fecha clave, ya que cuando anadieron al sistema in
vitro un ARN que s6lo presentaba uracilos (poli-U) se sintetiz6 una proteina en
cuya composicion sdlo aparecia fenilalanina radiactiva. El primer codén se habia
descifrado: UUU codifica fenilalanina.

Nirenberg presento este resultado en una pequena charla de 10 minutos el
V Congreso Internacional de Bioquimica que se celebr6é en Moscu en agosto de
1961. Segln las cronicas, en la sala no habria mas de 30 personas, quizas porque
el titulo de la ponencia no reflejaba realmente su revolucionario contenido: The
dependence of cell-free protein synthesis in E. coli upon naturally occurring or
synthetic template RNA. Entre la escasa audiencia interesada se encontraba
Matthew Meselson, cientifico que en 1957 demostro junto con Franklin Stahl que
la replicacién del ADN es semiconservativa. Meselson inform6 a Crick, entre
otros, de la importancia de la comunicacion de Nirenberg, e inmediatamente
Crickleinvito a repetir su charla al dia siguiente, para una audiencia ahora multi-
tudinariay entusiasta.

La idea de utilizar ARNs sintéticos para descifrar el codigo también la
habian tenido en el grupo de Ochoa, aunque no habian tenido éxito utilizando
poli-A. Los detalles, ya publicos, de la metodologia permitieron al grupo de
Ochoa replicar el resultado de Nirenberg y Matthei con poli-U, y comenzar el
analisis de otros ARNs sintéticos. En septiembre de 1961, Nirenberg tuvo cono-
cimiento de que el grupo de Ochoa habia realizado enormes avances en sdlo seis
semanas, utilizando ARNSs artificiales de secuencia aleatoria sintetizados con dos
bases diferentes. Asi utilizando poli(UC) se incorporaban a las proteinas los
aminoacidos fenilalanina, serina y leucina, mientras que poli(UA) dirigia la
incorporacion de fenilalanina y tirosina.

La utilizacion de dos bases diferentes para sintetizar un ARN de manera
aleatoria suponia la formacién de ocho codones diferentes. Por ejemplo con Uy
C, pueden aparecer en la secuencia los tripletes UUU, UUC, UCU, CUU, UCC,
CUC, CCUyCCC,lo que dificulta la relacion entre triplete y aminoacido. Sin em-
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bargo, en funcién de las concentraciones en las que se ahaden las bases al sistema

se pueden deducir las caracteristicas que tendrian los tripletes de un aminoacido
concreto.

Por ejemplo en la Fig. 11, las lineas discontinuas representan la frecuen-
cia conla que aparecerian diferentes tripletes en funcion del porcentaje de Cen el
experimento, y los tripletes sélo indican el contenido de cada base, pero no su
orden. Asi AAC corresponderia a los codones con dos Ay una C (AAC, ACA, CAA)
yACCalosdeunaAydosC(ACC,CAC,CCA).
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Figura 11. Figura procedente

0
IR e0 S EG S S0 T 0090 10D de la referencia Nirenberg
PERCENT C IN POLY AC (2004)

Comparando en la Fig. 111a aparicion de distintos aminoécidos con las de
las curvas teoricas de los codones, se puede deducir que histidina vendria codifi-
cada por un triplete que presenta una Ay dos C, o que treonina estaria codificada
por un triplete con dos A y una Cy por otro con una A y dos C, aunque el triplete
concreto no se pudiera determinar en este tipo de experimentos. Estos datos de-
mostraron también que un aminoacido podia estar codificado por méas de un co-
don, de modo que se trataria de un codigo degenerado o redundante, y que los co-
dones estaban formados por tres bases contiguas.

El conocimiento de los avances de Ochoa y su grupo preocup6 a
Nirenberg, porque tenemos que recordar que Ochoa ya habia recibido el premio
Nobel en aquel momento y era un cientifico respetado y con un grupo soélido.
Aunque Nirenberg traté de buscar una cooperacion entre ambos, esta no fue
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posible, por lo que se decidié a contratar a nuevos investigadores como Bob
Martiny Bill Jones, que le permitieran acelerar los experimentos.

La competencia entre el grupo de Ochoa y el de Nirenberg produjo un
enorme numero de trabajos en muy poco tiempo. Como ejemplo podemos decir
que el grupo de Ochoa public6 una serie de 9 articulos relacionados con el desci-
framiento del c6digo y los primeros 5 trabajos fueron terminados en s6lo 18 se-
manas. A principios de 1962, ya se conocian las caracteristicas de los tripletes
para cada uno de los aminoacidos, si bien faltaba por determinar su secuencia
exacta.

Después de toda esta avalancha de datos, llegd un periodo de decepcion
puesto que realmente sélo se conocia con certeza la relacion entre tres codones y
sus aminoacidos (UUU - fenilalanina; CCC - prolina; AAA - lisina; el ARN sinté-
tico poli-G no habia funcionado in vitro). Eran necesarias nuevas técnicas que se
basaran en la sintesis de ARNs de secuencias conocidas.

En la resolucion de este problema, el laboratorio de Nirenberg desarrollo
nuevas tecnologias, mientras que el de Ochoa se qued6 atascado y en su lugar
aparecio el de un nuevo cientifico, Har Gobind Khorana.

En 1963 se public6 un articulo que demostraba la capacidad que tenian los
ARNSs sintéticos de atraer hacia los ribosomas a los complejos que formaban los
aminoacidos unidos a sus adaptadores (complejo aminoacil-ARNt). Este dato le
proporcion6 a Nirenberg la idea de probar si un ARN de sdlo tres bases seria
capaz de atraer al complejo adecuado marcado radiactivamente al ribosoma, de
modo que la estructura formada y por tanto la radiactividad, quedara retenida en
un filtro. Utilizando ARNs de dos, tres, cuatro, cinco y seis bases iguales (uracilos
o adeninas), demostraron que los tripletes UUU y AAA atraian al ribosoma a los
complejos fenilalanina-ARNt y lisina-ARNt, respectivamente, mientras que los
ARNSs de dos bases no tenian ningtn efecto. Adicionalmente comprobaron que la
cantidad de radiactividad retenida dependia de multiplos de 3 (los ARNs de tres,
cuatroy cinco bases retenian la misma cantidad de radiactividad, y el ARN de seis
bases, el doble), justo lo que cabia esperar de una interaccion entre los complejos
ylostripletes.

Por tanto la resolucion completa del codigo quedaba supeditada a la dis-
ponibilidad de los 64 tripletes posibles, lo que en aquel momento no era posible.
Con la ayuda de Maxine Singer, Marianne Grunberg-Manago, Leon Heppel, Phil
Leder, Mert Bernfield y Richard Brimacombe, el grupo de Nirenberg desarrollo
dos técnicas enzimaticas basadas en la polinucleétido fosforilasay en la RNasa A,
que partiendo de dinucle6tidos y afiadiendo una base daban lugar a
trinucle6tidos de secuencia conocida, tal como se muestra en la Fig. 12.
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POLYNUCLEOTIDE

PHOSPHORYLASE
Mg’ +
{1}ApG-+UDP ApGPU + ApQpU)+ P Figura 12. Métodos para
obtener trinuclebtidos de
o e DT RNase A secuencia conocida (figura
T S s L — .
CYCLIC PHOSPHATE +———— UPAPG + (UPhARG gg%cf)dente de Nirenberg,

De este modo el grupo de Nirenberg logré sintetizar en un afio los 64
codonesy descifrar el significado de 54.

Khorana también fue capaz de sintetizar ARNSs y tripletes con secuencias
concretas, aunque su metodologia fue diferente. Este investigador de origen hin-
di naci6 en Raipur (actualmente Pakistan), y después de varias estancias en dis-
tintos laboratorios de la India y de Reino Unido, se traslad6 a la Universidad de
Wisconsin en 1960.

Figura 13. Har Gobind Khorana (fotografia procedente del archi-
vo de Associated Press).

Siendo un experto en la sintesis de acidos nucleicos, eralogico que se inte-
resara en la obtencién de ARNs que permitieran el desciframiento del coédigo ge-
nético. Debido a que la sintesis de ADNs sintéticos estaba un poco mas avanzada
en aquella época, lo que permitia sintetizar moléculas de 10-15 nucleétidos de
longitud con secuencias concretas, su idea fue utilizarlas como molde para que la
ARN polimerasa sintetizara el ARN complementario. Sin embargo, indepen-
dientemente de la longitud del ADN utilizado, las moléculas de ARN obtenidas
siempre presentaban una longitud mucho mayor. Este resultado extrano, fue in-
vestigado y se comprob6 que se debia a un "deslizamiento" o "tartamudeo" de la
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enzima, de modo que el ARN presentaba repeticiones de la secuencia original del
ADN. Durante una visita al laboratorio de Kornberg, Khorana comprobé que lo
mismo ocurria si se utilizaba una ADN polimerasa, con la diferencia de que lo que
se obtenia eran moléculaslargas de ADN.

Utilizando esta estrategia consiguié moléculas de ADN con secuencias co-
nocidas en las que se repetia constantemente una pequena secuencia. Por ejem-
plo, aiadiendo al tubo de ensayo la ADN polimerasa, los 4 desoxirribonucle6-
tidos y dos hebras de ADN consistentes en 5'-TTCTTCTTCTTC-3' y 5'-
GAAGAAGAA-3', conseguia sintetizar un ADN de doble cadena y de gran
longitud en el que se repetia constantemente la unidad

5-(TTC)-3'

3'-(AAG)-5'

Mediante la utilizacion de la ARN polimerasa y los ADNs sintetizados, se
obtuvieron un gran nimero de ARNs de secuencia simple y repetitiva que se
utilizaron para la sintesis de proteinas, ayudando a delimitar el significado
algunos tripletes. Por ejemplo, al utilizar un ARN con secuencia
...UCUCUCUCUCUCUCUCUCUC..., se producia una polipéptido ...Ser-Leu-
Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-..., de modo que los codones UCU y CUC codificarian seri-
nay leucina, aunque seguia sin completarse la asignacion concreta. A pesar de
estas limitaciones, la importancia de estos experimentos radica en que fue la pri-
mera vez que se demostro de manera experimental y directa que la secuencia del
ADN determina la secuencia de las proteinas utilizando un ARN como
intermediario.

Para finalizar la asignacion de los codones, el equipo de Khorana también
recurrio a la idea de Nirenberg de utilizar la capacidad de los trinucle6tidos para
retener los complejos aminoacido-ARNt. Para ello mejoraron las técnicas de sin-
tesisy caracterizacion de pequenios ARNs, consiguiendo finalmente los 64 triple-
tes posibles, y confirmaron y corrigieron algunos errores en las asignaciones que
se habian realizado previamente.

Basicamente el c6digo genético ya se habia descifrado, pero quedaban al-
gunos detalles que era necesario investigar. Entre ellos, el papel de tres codones
que no tenian asignado ningin aminoacido (UAG, UAA, UGA). Utilizando mu-
tantes del fago T4 que producian una proteina mas corta de lo normal, Brenner
determiné en 1964 que el triplete UAG era una sefal para que se produjera el fin
de la sintesis de la proteina. El mismo significado tenian los otros dos codones, si
bien para UGA no se pudo demostrar hasta 1967 en un trabajo conjunto de
Brennery Crick. Con el desciframiento de este Gltimo codén, se puede considerar
que termino el desciframiento del codigo genético.
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Es asombroso que este proceso, que cambié completamente nuestra com-
prension de como funcionan los organismos se llevara a cabo en s6lo seis afios, de
1961a1967.

Table 6. The genetic code as established for E. coli

The generally accepted convention is used in showing trinucleotide sequences. Thus in the trinucleotide codons
for phenylalanine, UUU and UUC, the first letter is at the left (the 5'-hydroxyl end) and U or C are the third letters
at the 3’-hydroxyl end. C.I. stands for chain initiation; abbreviations for amino acids are standard.

Genetic code
Second A \

First letter  letter... ... U c A G Third letter
U : Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Cya c
U Leu Ser ‘Nonsense’ ‘Nonsense’ A
U Leu Ser ‘Nonsense’ Trp G
C Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg (o]
C Leu Pro Gin Arg A
C Leu Pro Gln Arg G
A Ile Thr Asn Ser U
A Ile Thr Asn Ser (o]
A Ile Thr Lys Arg A
A Met. (C.L) Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U
G Vsl Ala Asp Gly C
G Val Ala Glu Gly A
G Val (C.L) Ala Glu Gly G

Figura 14. El codigo genético. Imagen tomada de la referencia
Khorana (1968a).

Algunos detalles adicionales

Un aspecto importante en la sintesis de proteinas era conocer en qué di-
reccion se leia la molécula del ARNm. Los polinucleo6tidos, sean de ADN o de
ARN, presentan dos extremos diferentes que se denominan 5'y 3', yla lectura de
los codones podria ir en cualquier sentido. Las proteinas también presentan dos
extremos distintos denominados amino (NH2-) y carboxilo (-COOH), y todas las
pruebas de la época indicaban que la sintesis ocurria desde el extremo amino al
carboxilo.

En la resolucion de esta incognita volvi6 a jugar un papel fundamental el
equipo de Ochoa, especialmente Margarita Salas, al disenar una serie de experi-
mentos publicados en 1965 en los que a un ARN poli-A se le afiadia una C en uno
de los extremos. De este modo, la mayoria del mensaje estaria formado por codo-
nes AAA (codifica lisina), mientras que en un extremo apareceria un codon AAC
(codifica asparagina). De los analisis de los péptidos sintetizados in vitro, se de-
ducia que la asparagina aparecia en el comienzo (extremo amino) cuando la C se
anadia al extremo 5' del ARN, y en el final (extremo carboxilo) cuando se anadia
al extremo 3', lo que demostraba una direccién de lectura de la informacion
desdes'asg'.
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B

Figura 15. Severo Ochoa y Margarita Salas. Fotografia David
Castro (Agencia EFE) procedente de El Pais.

Otro asunto a resolver residia en determinar como se escoge el marco de
lectura de los codones en las células. Ya Crick y Brenner habian demostrado en
sus experimentos con mutantes de los genes rII que la lectura de los codones co-
mienza en un punto concreto a partir del cual se leen las bases de tres en tres.
Mientras que en los experimentos in vitro, debido a las condiciones artificiales
utilizadas, lalectura puede comenzar en cualquier punto del ARN y utilizar todos
los posibles marcos, en las células solo se utiliza uno de ellos, el que es capaz de
producir la proteina correcta. En 1964, Marcker y Sanger descubrieron E. coli un
ARNt especial que se unia al aminoacido metionina y que era necesario para que
comenzara la sintesis de proteinas en condiciones fisiologicas. Adicionalmente
la metionina presentaba una modificacion, su grupo amino estaba formilado. En
1966 Clark y Marcker demostraron que el ARNt especial reconocia el codén de
metionina (AUG) y en ocasiones el codon GUG (codifica valina), y este primer tri-
plete era el que marcaba el resto delalectura.

La tltima incognita erala mas transcendental. El codigo genético se habia
descifrado a partir de la maquinaria celular de una bacteria, E. coli, ¢pero qué
ocurriria con el resto de los organismos? ¢seguirian el mismo lenguaje y por
tanto se trataria de un codigo genético universal? ¢o habria miltiples codigos?

La universalidad del codigo se habia asumido desde que comenzaron las
discusiones teoricas en el Club de la Corbata de ARN, pero no existian pruebas
experimentales concluyentes. Para abordar este problema, dos investigadores
postdoctorales del laboratorio de Nirenberg, Thomas Caskey y Richard Marshall
obtuvieron extractos celulares de un anfibio, Xenopus laevis, y de un mamifero,
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el hamster, decididos a analizar el significado de los codones. En ambos casos la

relacion entre tripletes y aminoacidos era idéntica a la encontrada en E. coli, re-
sultado que ponia de manifiesto la unidad de todas las formas de vida que existen
en el planeta.

Robert W. Holley ylos ARNSs transferentes

Llegados a este punto, seguro que echamos en falta al tercer galardonado
con el premio Nobel en 1968: Robert W. Holley. Su papel en esta historia se rela-
ciona con el anéalisis dela molécula adaptadora propuesta por Crick, que eslares-
ponsable de relacionar el lenguaje de cuatro bases con el de 20 aminoacidos.

d .
= ; "

Figura 16. Robert W. Holley (a la izquierda) y su equipo (fotogra-
fia de Sol Goldberg).

El relato comienza a mediados de la década de 1950 en el laboratorio de
Paul Zamecnik, un cientifico que frente a las especulaciones teéricas del Club de
la Corbata, preferia las demostraciones experimentales, aunque entre ambos
grupos hubo un intercambio de opiniones muy fluido, especialmente con Crick.
Junto con los datos de otros investigadores, Zamecnik habia demostrado que la
incorporacion de los aminoacidos a las proteinas necesitaba una activaciéon pre-
via, consistente en su unién a AMP (adenosina-5'-monofosfato) y a una enzima
que era especifica para cada aminoacido. Parecia bastante probable que este es-
tado fuera necesario para que posteriormente el aminoacido se uniera a la
molécula adaptadora propuesta por Crick. Utilizando aminoicidos marcados
radiactivamente, el grupo de Zamecnik, y de manera independiente Ogata y
Nohara, publicaron la unién delos aminoacidos a un ARN de pequefio tamano, al
que denominaron ARN soluble y que hoy conocemos como ARN de transferencia
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(ARNt), que aunque mas grande de lo propuesto, cumplia los requisitos de la
molécula adaptadora de Crick. Adicionalmente, los anélisis indicaban que los
aminoacidos no competian por los mismos ARNs, de modo que cada uno debia
contar con una o mas moléculas adaptadoras especificas.

La purificacion y analisis de los ARNt se convirtio en un objetivo para va-
rios laboratorios, entre ellos el de Holley, localizado en la Universidad de Cornell
y dependiente del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA). Los
problemas técnicos para aislar los ARNt fueron importantes, pero partiendo del
ARN soluble de levadura que podian obtener en grandes cantidades, el grupo de
Holley consigui6 identificar las fracciones en las que aparecian los ARNt espe-
cificos de alanina, tirosina, histidina y valina. Como se puede observar en la Fig.
17 las fracciones para los ARNt de valina e histidina aparecen solapadas en parte
de surango, mientras que la de tirosina se obtiene en las fracciones finales. Esto
les condujo a trabajar principalmente en la purificacion del ARNt de alanina para
su posterior analisis. La disponibilidad de material purificado siempre consti-
tuyo un limitante, de modo que los experimentos realizados se hacian con canti-
dades del orden de miligramos. Holley estima que durante los tres anos que les
llevé realizar todos los analisis, utilizarian como mucho 1 gramo de ARNt de
alanina, para lo que necesitaron 200 g de ARNt total que fueron capaces de
obtener a partir de 140 kg de levadura.
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La obtencion del ARNt purificado s6lo representaba el primer reto, ya que
su tamano, de unos 80 ribonucleo6tidos, constituia un nuevo obstaculo para su
completa caracterizacion. Los métodos de la época no permitian conocer la se-
cuencia de un ARN si superaba unos pocos nucleotidos, por eso era necesario
romperlo en fragmentos pequenos, individualizarlos, secuenciarlos y posterior-
mente resolver el rompecabezas. La utilizacién de la enzima ribonucleasa T1 per-
mitia conocer la secuencia de un dinucleétido, pero afortunadamente métodos
basados en nuevas enzimas como la fosfodiesterasa de veneno de serpiente am-

90 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON




AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

pliaron esta capacidad hasta unos seis. Después de dos afios y medio, el grupo de

Holley fue capaz de secuenciar todo el ARNt, y una de las primeras sorpresas fue
la deteccién de muchas bases inusuales en la molécula, como la pseudouridina
(W), el dihidrouracilo (DHU), la inosina (I) o la timina (T), entre otras, y que
posteriormente se comprobd que se debian a modificaciones posteriores a la
formacion del ARN.

Conocidala secuencia, el objetivo de Holley pas6 a ser la determinacion de
la posible estructura secundaria que presentaria el ARNt. Claramente su interés
residia en localizar la situacion de las tres bases que reconocen el codon, el
anticodon.

Partiendo de zonas de la secuencia que presentaban complementariedad
de bases, y del andlisis de zonas especialmente sensibles a la accion de las
ARNasas, sugirieron la famosa estructura en trébol que todos tenemos en mente
cuando hablamos delos ARN de transferencia.
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S s cia Holley (1968).

Todos los ARNt que secuenciaron desde 1965 eran capaces de presentar el
mismo tipo de estructura, y siempre las tres bases que constituian el anticodon
aparecian en el lazo intermedio. Aunque por sus estudios estaba claro que esta
estructura, se plegaria de un modo mas complejo, fueron necesarias nuevas téc-
nicas para poder determinar la auténtica estructura tridimensional de los ARNt.

El gran esfuerzo realizado por todos los investigadores del grupo de
Holley, necesité un periodo posterior de tranquilidad en forma de ano sabatico, y
como el propio Holley manifest6 en su conferencia de aceptaciéon del premio
Nobel "I strongly recommend sabbatical leaves".
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Consideraciones finales

El enorme logro que supuso el desciframiento del cédigo genético ha de-
terminado el modo en que hoy en dia comprendemos co6mo la informacién que
contiene el ADN en su secuencia de bases da lugar a las proteinas de nuestras cé-
lulas, y en altimo término a las caracteristicas que nos definen como organismos.
Evidentemente quedaban nuevos descubrimientos relacionados con la codifi-
cacion de la informacion, pero podemos considerarlos como particularidades o
refinamientos del codigo principal.

De todos ellos, quizas el mas importante fue el descubrimiento de que el
c6digo universal tenia excepciones. En 1979, Barrell, Bankier y Drouin, compa-
rando la secuencia de la subunidad IT de la proteina citocromo oxidasa con la del
gen mitocondrial que la codifica llegaron a la conclusion de que el codon UGA co-
difica tript6fano, en lugar de actuar como un codén de fin de la sintesis de la pro-
teina. Otras diferencias puntuales se fueron descubriendo a lo largo de los afios a
medida que la secuenciacion de ADN y de proteinas se convertia en algo ruti-
nario. En general las excepciones se encuentran en el codigo de bacterias concre-
tas, mitocondrias de organismos eucariotas y en los codigos nucleares de
eucariotas unicelulares, y suelen afectar a alguno de los codones de fin que pasan
a codificar algiin aminoacido. En la pagina web del NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/index.cgi?chapter=c
gencodes) se describen a dia de hoy 30 c6digos con sus peculiaridades puntuales
quelos diferencian del codigo genético universal.

También se descubri6 posteriormente que, ademas de los 20 aminoacidos
usuales, algunas proteinas concretas pueden contener dos aminoacidos diferen-
tes que no se deben a modificaciones posteriores, sino que son capaces de incor-
porarse directamente durante el proceso de la sintesis. Estos aminoacidos -
selenocisteina que es codificado por algunos genes concretos de eucariotas,
bacterias y arqueas, y pirrolisina, detectado so6lo en algunas arqueas y bacterias -
utilizan codones de fin para su incorporacion y ARNt propios, pero para su deco-
dificacion es necesario que los codones de fin se encuentren cercanos a secuen-
cias concretas por las que el ARNm adquiere una estructura secundaria carac-
teristica, si bien en el caso de la pirrolisina todavia se discute la sefial que inter-
viene en su codificacion.

Estos hallazgos han abierto el camino hacia la recodificacion in vitro, enla
que un codon adquiera otro significado, de modo que se puedan obtener
proteinas que incorporen aminodacidos artificiales, dotdndolas de caracteristicas
nuevas.

Para finalizar s6lo comentar que desde que se descifroé el codigo genético,
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se abrieron multiples campos de investigacion que intentaban comprender las

razones de que la codificacion tuviera las relaciones encontradas y no otras di-
ferentes. El origen y la evolucion del codigo representan un reto que todavia esta
por resolver.

Seguramente los nuevos descubrimientos que se hagan en el futuro segui-
ran sorprendiéndonos, pero el impacto que tuvieron los descubrimientos reali-
zados enlas décadas de 1950y 1960 parece dificil de superar.

Figura 19. Los galardonados con el Premio Nobel en 1968. De
izquierda a derecha H. Gobind Khorana, Robert W. Holley, Luis
W. Alvarez (Fisica), Marshall W. Nirenberg, Lars Onsager
(Quimica) y Yasunari Kawabata (Literatura). Fotografia
procedente del Archivo Bettmann.
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