SESION SOLEMNE DE TOMA DE POSESION
DE ACADEMICO DE HONOR
pDIA 3 DE FEBRERO DE 1987

PRESIDIDA POR SUS MAJESTADES LOS REYES

Laudatio a cargo del académico de numero
Excmo. Sr. D.
PEpRO LAIN ENTRALGO

Discurso de recepcién sobre el
CODIGO GENETICO

Por el Excmo. Sr. D.
SEVERO OCHOA DE ALBORNOZ

y sefores:

Majestades, sefiores académicos, sefioras
El Presidente de la Real Academia de Medicina me ha encomen-
dado Ia honrosa tarea de exponer ante vOSotros las razones por las
cuales nuestra Corporacién ha querido afiadir el nombre de Severo
Ochoa a la breve lista de sus Miembros de honor. Y puesto que otros
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radores de muy diversos paises, entre ellos més de una deccena de
espanoles. Su trabajos atafien a mas de 40 enzimas...

Mas datos podrian afadirse a esta escueta enumeracion. Pero,
como antes apunté, es la calidad de los resultados implicitos en esas
descarnadas cifras, lo que da todo su valor a la cbra de Severo Ochoa.
Con otras palabras, lo que sefieramente la sitia en la historia uni-
versal de los saberes bioldgicos.

Tras los dos afos de estancia junto a Carl y Gerty Cori, ya, por
tanto, en Nueva York, primero como jefe del Departamento de Qui-
mica, Farmacologia y Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
New York University, luego en el Roche Institute of Molecular Bio-
logy, de New Jersey, Ochoa llevara a cabo las investigaciones que
que han inmortalizado su nombre. Tres series de ellas quiero destacar.

La primera tiene como leit-motiv la enzimologia metabdlica: el
estudio de la accién ordenadora y reguladora de los enzimas en el
metabolismo de los principios inmediatos. Tal estudio tuvo su prélogc
en la determinacién del rendimiento energético de la fosforilizacion
oxidativa, y culminé con el descubrimiento de dos enzimas, la citrato
sintetasa y la piruvato deshidrogenasa; lo cual permitié dar conclu-
sién efectiva al conocimiento del ciclo metabdlico de los acidos tri-
carboxilicos, el famoso ciclo del acido citrico o de Krebs. Con toda
justicia podria llamarse «ciclo de Krebs-Cchoa» a este fundamental
proceso de la actividad metabdlica del organismo.

Pero esa importante hazana cientifica iba a palidecer al lado de
otra, la que en 1959 dio lugar a que se concediera a Severo Ochoa
el Premio Nobel: el descubrimiento del enzima polinucleétido fosfo-
rilasa, y tras él la sensacional sintesis del acido ribonucleico, base
de la del acido desoxirribonucleico, lograda poco después por su
discipulo Arthur Kornberg.

Quedaba asi abierto el camino para resolver el problema que el
genial descubrimiento de Watson y Crick, la doble hélice, habia pro-
puesto a los bidlogos moleculares: el desciframiento del cédigo ge-
nético, obra conjunta de los laboratorios de Nieremberg, Ochoa y Kho-
rana.

Iniciada por la sintesis del RNA, la tercera serie de los trabajos
correspondientes a la plena madurez cientifica de Severo Ochoa es
la realizacién de algunas de las varias posibilidades abiertas a la
investigacion por esa fecunda hazafia: el desciframiento del cédigo
genético a que acabo de referirme —de labios del propio Ochoa vais
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Majestades, Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Medi-

cina, Excmo. Sr. D. Pedro Lain Entralgo, Excmos. Sres. Académicos,
Senoras y sefores:

Soy hombre de pocas palabras y quizd no encuentre las mas ade-
cuadas para agradecer el honor que esta Real Academia de Medicina
ha tenido a bien conferirme. Mi agradecimiento es, no obstante, pro-
fundo y extensivo a mi viejo amigo Pedro Lain por la generosidad con
que ha esbozado mi labor, el afecto que en ello ha puesto y la bri-
llantez, bien caracteristica por cierto, de su discurso.

La satisfaccion, que no puedo dejar de sentir en estos momentos,
estd, sin embargo, velada por algo que todos sabéis: la ausencia de
Carmen, la compafiera de mi vida, la mujer que con su inteligencia
y abnegacion promovié e impulsé6 en todo momento mi trayectoria.

Majestades: ;cémo expresaros mi agradecimiento por enaltecer
con Vuestra Real Presencia este acto y por el gran honor con que
tan generosamente me distinguis? Gracias, muchas gracias.

Al reflexionar sobre el tema que elegiria para mi discurso me fue
forzoso descartar el de presentaros los resultados de investigaciones
recientes, ambicién de todo cientifico, ya que a mis afios éstas care-
cen del brillo y la relevancia de lo que yo quisiera presentar ante es-
ta selecta audiencia. Por eso he tenido que mirar hacia atras, hacia
el afio de 1961, cuando, tal vez mucho antes de lo que era de prever,
nuestro laboratorio hizo las contribuciones decisivas que llevaron al
desciframiento del cédigo genético.

EL CODIGO GENETICO

La informacién genética en los seres vivos, o sea, la informacién
necesaria para el mantenimiento y propagacion de las especies, esta
localizada en los cromosomas del ntcleo celular. Estos se componen
de dcido desoxiribonucleico (DNA) y de proteinas en su mayor parte
basicas, las histonas en las células somaticas, las protaminas en las
germinales. Como se sabe desde los cldsicos experimentos de Avery,
McLeod y McCarty, y los ulteriores de Hershey, el portador de la
informacion genética es el DNA. Ciertos organelos citoplasmicos co-
mo las mitocondrias, asiento principal de la generacion de energia
oxidativa en los seres vivos, contienen una cantidad limitada de DNA
con informacién genética que determina parte de su estructura y
funcién.
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El DNA esta formado por largas cadenas de elementos llamados
nucleétidos. Cada nucleétido estd constituido por el enlace de tres
componentes: fosfato, un azicar, la desoxiribosa y una de las cuatro
bases adenina, guanina, timina o citosina, a las que me referiré en
lo sucesivo por sus respectivas iniciales A, G, T y C. Estas bases
poseen una propiedad fundamental que es, en cierto modo, la base
de la genética o, si se quiere, de la vida. Cada dos de las cuatro bases
se asocian especificamente, A con Ty C con G, por medio de enla-
ces no covalentes conocidos como enlaces de hidrégeno. A las bases
que tienden a asociarse de este modo se las denomina complemen-
tarias; por consiguiente, A es complementaria de Ty C de G.

Las cadenas del DNA tienen una determinada polaridad. Cuando
se encuentran dos cadenas complementarias de polaridad opuesta se
asocian mutuamente, formando DNA bicatenario. Por ejemplo (figu-
ra 1, las flechas indican la polaridad): ATTCTGACCA — se asocia
a < TAAGACTGGT, formando:

ATTCTGACCA~> ATTCTGACCA~>

2 —> {1 1A I

<TAAGACTGGT <~TAAGACTGGT

F16. 1.—Diagrama ilustrando la formacién del DNA bicatenario

El DNA de la gran mayoria de los seres vivientes es bicatenario, pero
el material genético de algunos virus es DNA monocatenario.

Watson y Crick propusieron para el DNA bicatenario una estructu-
ra helicoidal (fig. 2). El interior de la hélice estd ocupado por las
bases, cuyos planos, en posicién vertical al eje de la misma, estan
superpuestos longitudinalmente. Las dos bandas son las cadenas de
eslabén repetitivo fosfato-desoxiribosa-phosphato-desoxiribosa, etc. El
DNA es visible al microscopio electrénico. La figura 3, que agradezco
a la cortesia de mi colega Margarita Salas, muestra el cromosoma
unico de un virus, el fago @ 29. La duplicacién del DNA precede a la
divisién celular. Cada célula hija contiene una copia exacta del DNA
de la célula materna.

Pero ;qué es un gen? Los genes no son sino segmentos de las
cadenas del DNA. La expresion de un gen da lugar a la formacién
de una proteina, estructural o enzimética, caracteristica. Los orga-
nismos, incluso los monocelulares mas simples, poseen, pues, milla-
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Fic. 2—Representacién esquematica de un segmento de la doble hélice de DNA (1)

res de genes. La falta o alteracion (mutacién) de alguno o algunos
de ellos resulta en la aparicién de anomalias congénitas, tales como
la oligofrenia fenilpirdvica y miles m&s. La expresién génica no es
directa, sino que se realiza a través de un acido ribonucleico (RNA)
llamado mensajero (MRNA) que sirve a su vez de molde o guién para
la sintesis de las proteinas.

La estructura del RNA es quimicamente idéntica a la del DNA,
excepto que el azicar es la ribosa, en vez de resoxiribosa, y que la
base uracilo (U) reemplaza a la timina. Ademas, el RNA es, en ge-
neral, monocatenario. Asi como en la replicacion del DNA cada banda
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e e ; eter 4 .

F16. 3.—Micrografia electrénica del DNA del fago ¢ 29 (cortesia de la doctora Mar-
garita Salas).

sirve de guidn para la sintesis de una banda complementaria de DNA
filial, el DNA mensajero es una cadena complementaria a una de las
dos del DNA e idéntica a la otra, excepto en la sustitucién de T por U.

En ambos casos la sintesis estad regida por la ley de complemen-
taridad.

Puede decirse que el DNA contiene un mensaje cifrado en una
clave o cédigo, el cédigo genético, con instrucciones para la sintesis
de proteinas especificas (2). Hacia el final de los afios 50, ingeniosos
experimentos de Brenner llevaron a la conclusién que una determi-
nada secuencia de tres nucleétidos contiguos especificaria a cada
uno de los aminoécidos. El cédigo genético seria, pues, un cédigo de
tripletes. Una proteina puede estar formada por centenares de ami-
noacidos, de los que hay 20 distintos. La informacién contenida en el
DNA es mas que suficiente para especificar 20 aminoacidos, ya que
el nimero de permutaciones de cuatro bases distintas, tomadas de
tres en tres, asciende a 4% o sea, a 64.

Recapitulando, la informacién genética contenida en el DNA se
transmite al sistema celular de sintesis proteica, de modo que una
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cierta secuencia de bases dirige la formacién de una proteina con
una secuencia Gnica de aminoacidos. EIl RNA participa como men-
sajero entre el DNA y la proteina. El DNA dirige la sintesis del RNA
mensajero, y éste, a su vez, la de las proteinas. En la primera etapa
se habla de una transcripcién del DNA a RNA; en la segunda, de una
traduccion del lenguaje de cuatro letras de los acidos nucleicos al
de veinte letras de las proteinas. Ciertos tripletes que no codifican
ningin aminoacido funcionan como sefales de comienzo o termina-
cion de la lectura. La figura 4 representa diagramaticamente lo que
acabo de exponer. Las flechas horizontales sefialan la polaridad de
las cadenas nucleotidicas, mientras que las verticales marcan las eta-
pas de transcripcién y traduccion. Véase que a un determinado triplete
de la cadena codificante del DNA corresponde uno idéntico (salvo
la sustitucion de U por T) del mensajero y un determinado aminoacido
de la cadena proteica.

Este diagrama da una version muy simplificada del problema. El
mRNA posee, en realidad, una informacion mucho mas compleja. Co-
mienza con una secuencia, la secuencia directriz, en la que las uni-
dades de asemblaje de las proteinas, los ribosomas, buscan tantean-
do una posicién para unirse al mRNA. Conseguido esto, se desplazan
a lo largo del mismo hasta que encuentran una secuencia de bases.
el llamado promotor, al que se fijan con méas firmeza, comenzando
entonces la traduccion en un triplete iniciador, AUG, que codifica a
la metionina, aminoécido con que comienza siempre |a sintesis pro-
teica. A continuacion los ribosomas se desplazan a lo largo del men-
sajero y la cadena polipeptidica crece hasta que encuentran un tri-
plete que sefala la terminacion de la lectura.

(a) AAG AAA GTT GAG ATT TIC GCG TAT AGT TTT GTC CCC—

o P TR SR A N A R A R R R
(b) <TIC TIT CTT CTC TAA AAGl CGC ATA TCA AAA CAG GGG

| Transcripcién
mRNA AAG AAA GUU GAG AUU UUC GCG UAU AGU UUU GUC CCC—
| Traduccién

Proteina Lys Lys Val Glu lle Phe Ala Tyr Ser Phe Val Pro—

Fi6. 4—Expresién de la informacién genética en los seres vivos. (a) y (b) represen-
tan, respectivamente, las cadenas codificante y complementaria del DNA. La se-
cuencia del mRNA es idéntica a la de la cadena codificante, excepto en la sustitu-
cién de U por T. U, como T, es base complementaria de A (véase la referencia 2).
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;Pero cémo reconocen los aminoécidos a los tripletes, o codones,
correspondientes? Aqui encontramos de nuevo la ley de complemen-
taridad. Los aminoéacidos se asocian previamente a un RNA relativa-
mente pequeiio especifico para cada uno de ellos, al que se conoce
con el nombre de RNA de transferencia o tRNA. El tRNA esta reple-
gado sobre si mismo, formando una estructura que bidimensional-
mente semeja a un trébol, en una de cuyas hojas hay un triplete, el
llamado anticodon, complementario al codén de ese aminoacido. Es,
pues, un aminoacil t-RNA el que se coloca, gracias a su anticodon,
junto al codén del mRNA correspondiente al aminoacido que porta.

Al presentarles en la figura anterior una parte del cédigo gené-
tico me he adelantado a mi historia, pues lo que deseo describir es
la manera en que el cédigo se descifr6. La clave la suministré un
enzima, la polinucleétido fosforilasa, descubierto por nosotros en
1954 (3). Por eso digo en ocasiones que este enzima es «la piedra
de Rosetta» del cdédigo genético, ya que esa piedra suministré a
Champolion la clave que le permitié descifrar los jeroglificos egipcios.
Con la polinucleétido fosforilasa es posible sintetizar una gran va-
riedad de poliribonucleétidos, cuya estructura quimica es basicamente
idéntica a la del RNA natural, aunque pueden diferir del mismo en
muchos aspectos (4). Por ejemplo, los polinucleétidos sintéticos pue-
den ser cadenas de un solo tipo de nucleétido (poli A, poli G, poli U,
poli C) o de dos, tres o0 mas nucleétidos distintos (poli UC, poli AUC,
poli AGUC, etc.) en proporciones variables (5). Otra notable dife-
rencia es que, en estos polimeros, los nucleétidos estan eslabonados,
no especificamente como en el mRNA, sino al azar. Afortunadamente,
los sistemas acelulares bacterianos capaces de traducir mRNA sin-
tetizando proteinas especificas resultaron también capaces de tra-
ducir los polinucleétidos sintéticos formando polipéptidos, cuya com-
posicién de aminoacidos depende de la composicion de bases de
los mismos (2). De este modo demostré Nirenberg en 1961 que los
sistemas bacterianos traducen poli U con formacién de polifenilalani-
na, descubriendo asi el primer triplete (UUU) del cédigo genético. Es-
to significa que UUU es un codén de fenilalanina. Poco después de-
mostramos nosotros (6) que polinucleétidos tales como poli AU esti-
mulan la sintesis de polipéptidos que contienen fenilalanina, isoleuci-
na, leucina y tirosina, mientras que el poli UG estimula la de polipép-
tidos que contienen fenilalanina, cisteina, leucina, valina, glicina, trip-
téfano y otros. Ejemplos de estos y otros experimentos pueden verse
en la figura 5 (2). Puede correlacionarse la abundancia de ciertos tri-
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Tripletes Aminodcidos
Polinucledtidos que deben hallarse en en los polipéptidos

mensajeros los mismos resultantes
Poli A . ... ... ... ... AAA exclusivamente. Lys (sintesis de polilisina).
Poli C . ... ... ... ... CCC exclusivamente. Pro (sintesis de poliprolina).
Poli U . ... ... ... ... UUU exclusivamente. Phe (sintesis de polifenil-alani-

na).

Poli UG ... ... ... ... UUG, GUU, GUG, UUU, UGU, Cys, Gly, Phe, Val, Leu, etc.
Poli ACG . ... ... ... AGG, CAG, AAG, AAA, GAG, Ser, Ala, Glu, Lys, Gly, etc.

Fi1c. 5.—Aminoacidos encontrados en los polipéptidos formados en un sistema ace-
lular bacteriano de sintesis proteica utilizando diversos polinucle6tidos sintéticos
como mensajeros (2).

Abundancia Incorporacion
relativa de cada relativa
Polinucledtido Tripletes triplete de aminodcidos
Pcli UG (5:1) ... ... 101010 100 Phe, 100
UUG, UGU, GUU 20 Cys, 20; Val, 20
UGG, GUG, GGU 4 Gly, 4; Try, 5
GGG 08 :
BoliVACH(5: 1) AAA 100 Lys, 100
AAC, ACA, CAA 20 Asn, 30; Thr, 23; Glu, 44
ACC, CAC, CCA 4 Pro, 5
CCC 038
Poli CG (5:1) ... ... CCC 100 Pro, 100
CCG, CGC, GCC 20 Ala, 22; Arg, 19
CGG, GCG, GGC 4 Gly, 5
GGG 0,8

F16. 6—Correlacién de la abundancia relativa de ciertos tripletes con la incorpora-

ciéon de aminoacidos causada por algunos polinucle6tidos sintéticos (7). La propor-

cién de nucleétidos en los mismos era 5de Ua 1de G,5de AaldeCy5deC
a 1 de G en el poli UG, poli AC y poli CG, respectivamente.

pletes en los polinucleétidos usados como mensajeros artificiales con
la proporcién de diversos aminoacidos en los polipéptidos resultantes.
Ejemplos de esta correlacion se muestran en la figura 6 (7). Usando
una gran variedad de polinucleétidos logramos en pocos meses asig-
nar tripletes a todos los aminoacidos, como indica la figura 7 (8).
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Aminodcido Tripletes codificantes Doblete comiin
Alaninga ... ... ... oo cee cer eee oo wee oee oo CUG, "CAG; "CCG CeG
Arginina ... ... ... ... ... ... eet cee oee ... ... GUC, GAA, GCC GeC
Esparraguina ... ... ... ... ... ... ... ... ... UAA, CUA, CAA CeA
Acido aspartico ... ... ... ... ... ... ... ... GUA, GCA GeA
Cistina ... ... ... ... «oi cot vt ver e we ... UGU
Acido glutadmico ... ... ... ... ... ... ... ... AUG, AAG AeG
GIUEAMIINA ... ov0 s soid 5es wos atsr e sonnst | UAC ARG eAC
Glicina ... ... ... ... ... .. cet wet wee ... ... CUG, GAG, GCG GeC
Histidina ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... AUC, ACC AeC
Isoleucina ... ... ... ... ... .e. oo ... ... ... UUA, AAU, CAU oAU
LEUCINA ... civ wee con sod ove ess sna wo weel oos | UUC; JECUMUGUAUA UeU
LASIOI® o o soe sun wuw ke onb s i wplbont Noe pATTAYSHAIA AeA
Metionina ... .. .cr ove sos waiwen ovs shes e AUG
Fenilalanina ... ... «os et ose son sss wov i UOU, UCHU UeU
Prolifa ..c cic vie oo son ans ses 555 ans aon wes LCUC NCAC NECE CeC
SErINA ... coi iee oo woe The vie b wee ke CULRWAGE, SUCE
Treonina ... ... ... .e. «v wer oee . ... ... UCA, ACA, CCA oCA
TrIDTOEATIO! 55 vov sws som isbs won sus sinimne v UGG
TITOSIIA ... .o cos s sion-ave wns mess oe oot AU SACH AeU
b4 7 7Y (R A S S £ 1

F16. 7.—Tripletes del cédigo genético en 1963 (8). Con excepcién de AAA, GGG, CCC,

UUU y algin otro, el orden de las bases en los tripletes era aiun desconocido y su

orden en esta tabla es, pues, arbitrario. Sin embargo, ya era seguro que la mayoria

de los tripletes distintos que codifican a un mismo aminoacido poseen un doblete
comun.

Nirenberg y colaboradores obtuvieron simultanea e independientemen-
te los mismos resultados.

Nétese que el método que acabo de exponer suministraba la com-
‘posicion, pero no la secuencia de bases de los tripletes. Es decir,
sabiamos que un triplete tenia, por ejemplo, dos Us y una C, pero
ignorabamos si se trataba de UUC, UCU o CUU. Nirenberg y Khorana,
separadamente, determinaron ulteriormente las secuencias utilizando
ingeniosos métodos. Bien determinando la fijacion ribosémica de ami-
noacil t-RNAs, estimulada especificamente por trinucleétidos de se-
cuencia conocida o haciendo al sistema acelular bacteriano traducir
‘poliribonucleétidos, obtenidos por sintesis quimica, con secuencia al-
‘ternante de nucleétidos, lo que daba lugar a la sintesis de polipéptidos
con secuencia alternante de determinados aminoacidos (9).

La figura 8 (1) muestra el cédigo genético en la forma en que méas
comunmente se presenta en la actualidad, propuesta por Francis Crick.
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5-OH MIDDLE BASE 3-OH
Terminal Terminal
Base U (o A G Base
U Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Term Term A
Leu Ser Term Trp G
C Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
A Ile Thr Asn Ser U
Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met* Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val* Ala Glu Gly G

* Sometimes used as initiator codons.

Fic. 8.—El cédigo genético en la presentaciéon de Francis CRICK (1)

Si tomamos, por ejemplo, como base inicial U, como media G y co-
mo terminal U o C, vemos que UGU y UGC son codones de cisteina,
y asi sucesivamente. Como puede verse, el cédigo es redundante,
es decir, que varios codones corresponden a un mismo aminoéacido.
A esto puede anadirse que, con pocas excepciones, el cédigo gené-
tico es universal, el mismo para todos los seres vivientes.

Para concluir quiero expresar mi agradecimiento a Peter Lengyel,
Joe Speyer y Carlos Basilio, sin cuya inteligente y entusiasta cola-
boraciéon no hubiera sido posible el trabajo que acabo de exponer.

SEVERO OCHOA
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