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Introduccion:

Endonucleasas de restriccion (restrictasas)

Descubiertas simultaneamente
entre 1968 y 1970 por Werner
\a Arber y Hamilton Smith.

1" ith

Las endonucleasas de restriccion son un mecanismo de
defensa de las bacterias frente a la entrada de ADN
foraneo.

« Degradan el ADN extrano
* No degradan el ADN propio de la bacteria

Arber & Linn, 1969



Tipo I: Cortan en sitios cercanos al de reconocimiento.

Tipo Il: Cortan justo en el sitio de reconocimiento.

e, T S

Las endonucleasas de
restriccion supusieron un
enorme avance en el campo de
la ingenieria geneética.

El uso de las enzimas
restrictasas con estos fines fue
propuesto y desarrollado por
Nathans y Danna en 1971.



Las endonucleasas de restriccion cortan dentro de la secuencia
de ADN, dejando extremos que pueden ser:

1. Cohesivos (protuberantes)

En 5, 5’w3!
3’*5’

ATCGGT TTCTGC EcoR1 ?T???T? AATT?T??
BUNNNY | | | ‘
TAGCCACTTAALACG TAGCCACTTAA GACG

S’W 3’
3’# 5

ATCGGTGGTA TGC ?T???T?GTAC ?T??
LLLL ‘
TAGCCA CATGGACG TAGCCAC CATGGACG




Las endonucleasas de restriccion cortan dentro de la secuencia
de ADN, dejando extremos que pueden ser:

: 3
2. Romos T v RS

3’*5’

ATCGGTGATATCTGC EcoRV ?T???T??T PixTCI:T(iT:(ll‘
LT
TAGCCACTATAGACG TAGCCACTA TAGACG

Roberts, 1976



Nucleasas

T

Endonucleasas Exonucleasas
\/ \J/
ADN ADN
| Cortes internos Cortes externos
\% WV

Modificado de Roberts, 1976



cofactor
Mg2+

Tipo |
MHIIOIW‘

S

Sitio de
reconocimiento,
diferente al sitio
de corte

Modificado de Pray, 2008



Endonucleasas de tipo ll: Son enzimas endonucleasas,
gue cortan internamente el ADN de doble cadena, en sitios
de reconocimiento especifico (dianas de restriccion).

La mayoria de las
secuencias diana son
simétricas en ambas

hebras del ADN
(dianas palindromicas)

ST T T T R <
e

GAAT TC

oo ooaon
| O3 (33300

EcoRl, restriction endonuclease
L AATTC

5

G‘S'
T 1gaoan

1 U

CTTAA G

Lewin B. Genes IX (2009)



Mg2+

. 93% de

T|po || Sitio de_ | todas las
reconoc'lmlen'.cc?, enzimas
en el mismo sitio conocidas

de corte

BamHI Hindlll

Modificado de Pray, 2008



Metilasas
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grupo metilo
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citosina 5-metil-citosina

Las metilasas (o0 metil-transferasas)
modifican el ADN bacteriano, anadiendo
un grupo metilo a las bases A 6 C del
ADN recien sintetizado

La metilacion en los sitios diana de las
enzimas endonucleasas de restriccion
bloquean la accion de las mismas sobre
el ADN propio

Permite a las bacterias defenderse
contra el ataque de los bacteriofagos y
hacen de barrera frente al ADN foraneo.



Tipo Il

&

S

L

=z
| ~ 20 b,o
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Ay, .
% Sitio de
e reconocimiento,
@"\J\\":‘:o"_
ConStgt - diferente al sitio
o de corte
EcoPlI

Mod de Pray, 2008



* [soesquizomeros: tienen la misma secuencia de reconocimiento y el
mismo sitio de corte.

Sphl -> CGTA/C
Bbul -> CGTA/C

* Neoesquizomeros: tienen el mismo sitio de reconocmiento, pero
cortan el ADN en diferente lugar.

Smal -> CCC/GGG
Xmal -> C/CCGGG

Chandrasegaran, 2001



Tipos de cortes

e Cortes “pegajosos”



Tipos de cortes

* Cortes “romos”

5/866%%3:
5’@@%585

500 6663
316G CCCS



Mecanismo de accion

* Un solo corte en cada una de las cadenas de azucar-fosfato de la
doble helice, hidrolizando el enlace fosfodiester

Chandrasegaran, S. 2001



Ejemplos de endonucleasas de restriccion comerciales y sus
secuencias de reconocimiento

. . GVG AT C C 0

Bacillus amyloliquefaciens CCTAGLSG 9
[

. . . GVA AT TC Q

EcoRl Escherichia coli CTTAAG S
(&

i i AVAGICTT 8
Haemophilus influenzae TTCGAQR =
o

. . . CTG:CAVG ">'<'
Providencia stuartii G1A CiGTC L
. . . T G GC CA (7))
Brevibacterium albidum ACCGGT g
i o

. CCC'GGG e
Serratia marcescens GGGCCC L

Lewin B. Genes IX (2009)



Uso en el laboratorio

 Estudiar las diferencias entre la longitud de los fragmentos de
diferentes individuos (RFLP)

* Clonacion de genes
e Construccion de librerias de ADNc

* Secuenciacion



RFLP

* Distinguir individuos homocigotos y heterocigotos
* Deteccion de enfermedades
* Estudios de diversidad

Normal Disease Normal Disease
Normal

Mstl Restriction Sites

Digest, separate

Disease

Mutation destroys
one restriction site

!

Probed Region Gel electrophoresis Southern blot

Pray, L. (2008)



_Foreign DNA

.« 7
C | O n a C I O n gene for e\ region of interest

antibiotic
resistance

EcoRI

/ \ P Sticky ends™

Hybridization
+ DINA ligase

Recombinant
DNA

DNA insertion

L S N —

«
Bacteria Bacterial Bactena platted on medium
cell -chromosome + antibiotic
Cloning | =S I
Only balctena containing

recombinant DNA grow

u :: Culeure
Clone DNA
purification
—

Cloning into a plasmid

Chandrasegaran, S. 2001



Librerias gendmicas

Pray, L. (2008)



Actividad de las enzimas de restriccion

* Se expresa en términos de unidades

* Unidad: cantidad de enzima que se unira a todos sitios especificos en
1 micrograms de ADN muestraen 1 ha 37 2C

AD/\/’—‘ A15 /uj//nz
/'}molm= X500 Vﬂ/&/aa/zs /m[

0927[/732 Cor/m/ 5/\{7 0(’ /470/\/ Con /ﬂ (/hw/da/lf gé

onumy
Stephenson, 2016



275 pq DVA /’”ng [= % g 014
,C,Vf - /Mﬁ/t//1 /u /'

= 500 yyonk =J§.Z2 pl on
/Z?S’/Iﬂ@NA Lontrenen 5'/1/j

Stephenson, 2016



Cantidad de Hindlll

2590 snlnoks _ | nl ph= 10
ml /090 yot s

/0,000 UM/M/U = §/ /u/ Ao entima

2500y 1Oades ,
’ Contrene [0 J/I(aéyc/\' 5

Stephenson, 2016



Se pretende digerir
virtualmente el plasmido

Digestion in silico
pGEM — 32

Ssp |
Xmn | 1937 2142 Aatll

Scal 1818

1 start

EcoR | 5
Sac | 15
Kpn | 21
Ava l 21
Xma | 21
pGEM®-3Z Smal |23

BamH |
Vector Xba |

(2,743bp) Sal |
Acc |
Hinc ||
Pst |
Sph |
Hind Il




Se puede buscar el vector en NEBcutter, con

el codigo de GenBank

% :\;l:'lt‘ ENGLAND
BioLabs.. NEBcutter V2.0 Progm | (55

[NEB homepage]

Comments |

This tool will take a DNA sequence and find the large, non-overlapping open reading frames using the E.coli genetic code and the sites for all Type II and commercially available Type III restriction enzymes
that cut the sequence just once. By default, only enzymes available from NEB are used, but other sets may be chosen. Just enter your sequence and "submit". Further options will appear with the output. The
maximum size of the input file is 1 MByte, and the maximum sequence length is 300 KBases.

What's new in V2.0 Citing NEBcutter

Local sequence file: = Choose File | no file selected Standard sequences:
GenBank number: X65307 [Browse GenBank] # Plasmid vectors i)
or paste in your DNA sequence: (plain or FASTA format) # Viral + phage |
Submit
5 NEB enzymes
All commercially available specificities

More options

Linear Enzymes to use: All specificities
9 Circular y 1 All + defined oligonucleotide sequences
Only defined oligonucleotide sequences

[define oligos]

The sequence is:
Set colors

Minimum ORF length to display: 100  a.a.

Name of sequence: (optional)
Earlier projects:

Note: Your earlier projects will be deleted 2 days after they were last accessed.
You need to have cookies enabled in your browser for this feature to work. Delete projects
Disable NEBcutter cookies




[Back to main display]

Display: - NEB double cutter restriction enzymes
- Main non-overlapping, min. 100 aa ORFs

GC=50%, AT=50%

Banll

*BsmBI
¥Bsn

Main options
New DNA
View sequence
ORF summary

Translate GB file Minimum ORF length to display:

Save project
Print

Cleavage code Enzyme name code
7 | blunt end cut Available from NEB
H other supplier
.| 57 extension Mot commercially available
¥: cleavage affected by CpG meth.
#: cleavage affected by other meth.
Y | cuts 1 strand (enz.name): ambiguous site

2| 37 extension

BmrI Pyull

ORFs: BanIl 1¢i]

a: bla WL |

*BsrFI

BmrI

Availability
All commercial
All

! Bsaxl

Obtenemos un mapa de
las enzimas con las que
podemos abrir el vector

Acul

Display List
1 cutters 0 cutters
3 cutters 2 cutters
Linear All sites

Save all sites

100 aa. OK




Z%olabs Enzymes for Custom Digest [Help | [Comments

X65307

[Back to main display]

Pick your enzyme or enter a name in the box. Only the enzymes that cut the sequence and match your selection of availability (NEB enzymes) are shown. Non-NEB neoschizomers are not listed, but you can
enter any enzyme name in the "Pick this enzyme" box and its prototype will be selected.

[All enzymes] - [Enzymes with compatible buffers] - [Enzymes producing blunt ends] - [Enzymes producing 5' overhangs] - [Enzymes producing 3' overhangs] - [Enzymes with a particular site length] -
[Enzymes cutting N times] - [Non-palindromic enzymes]

- Enzyme Specificity Cuts % activity in
all 11 |21 [31 | CS
Aatll G_ACGT™C 1 10 | 50* | 50 | 100
Acc651 G'GTAC C 1 10 [ 75*% | 100 | 25
Accl GT"MK AC 1 50 | 50 | 10 | 100
Acil c’cec 39 | 10 | 25 | 100 | 100
Acll ARTCG,TT 2 10 | 10 | 10 | 100
Acul CTGAAG(N) 14 NN” 2 | 50 (100 | 50 | 100
AT ATCRYG,T 1 10 | 50 | 100 | 50
AhdI GACNN N'NNGTC 1 25 | 25 10 | 100
Alul AGICT 19 | 25 | 100 | 50 | 100
Alwl GGATCNNNN'N 10 | 50 | 50 | 10 | 100
AlwNI CAG NNN'CTG 1 10 | 100 | 50 | 100
ApaLl GTGCA C 3 |100 [ 100 | 10 | 100
ApeKI G7CWG,C 13 | 25 | 50 [100 | 10
Apol RAATT Y 3 10 [ 75 | 100 | 75
Asel AT TA AT 3 10 | 50* | 100 | 10
Aval CTYCGR G 1 10 | 100 | 25 | 100
Avall G7eWe C 2 |50 |75 | 10 | 100
BaeGI G KGCM™C 3 |75 |75 [100 | 25
BamHI G"GATC C 1 | 75*% [100* | 100 |100*
Banl G'GYRC C 4 10 | 25 | 10 | 100
BanlII G_RGCY™C 2 | 100 | 100 | 50 | 100




Custom Digest Help | [Comments

Circular Sequence: X65307

igested with: Sall

Main options
New custom digest

Circular Enzymes & sites

Display List

Print Linear Fragments




g%olabs Custom Digest print ] (_Close
[NEBcutier | X65307 - digested with: Sall [Help ,ml
Gel Type: Marker: DNA Type:
1% agarose | < 1 kb DNA Ladder | < Unmethylated | <]
L=102 mm OK # Ends |Coordinates | Length (bp)
narker unneth. CpG 1 |Sall-Sall |  39-38 3197
w0y T Incluso podemos realizar una
o — electroforesis in silico y ver
como se veria el vector digerido
con las enzimas elegidas

The virtual gel was generated by interpolating
experimental data. See details.




Digestion in vitro

* Leer especificaciones de la enzima

RECOMMENDATIONS
1X Buffer 0 (for 100%
50 mM Tris-HCI (pH
0.1 mg/mL BSA
PRODUCT INFORMATION Incubation temperature

Sa II Unit Definition
One unit is defined as the amount of Sall required to
#ER0641 1500 U digest 1 pg DNA-Eco81l fragments in 1 hour at 37°C in
. 50 pL of recommended reaction buffer
Lot: _ Expiry Date: Dilution
Dilute with the Dilution Buffer (#B819): 10 mM Tris-HCl
(pH 7.4 at 25°C), 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT
0.2 mg/mL BSA and 50% glycerol

5.GT C G A C..3
3..CA G C T1G..s5

Double Digests
Thermo Scientifi

Concentration 0
Supplied with 1 mL of 10X Buffer O
1 mL of 10X Buffer Tango
Store at -20°C
iy
0] 37 [C6] 7es (@4 LO
Tango Buffer: 33mM Tr e (pH7.9 at 37°C),
10mMr esium acetate, 66 mM potassium acetate,
0.1 mg/mL BSA
Storage Buffer
Sall is supplied in: 10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C),
100 mM KCI, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.2 mg/mL BSA

www.thermoscientific.com/onebio e £ -
and 509 jcerol

Recommended Protocol for Digestion
e Add
nuclease-free water 16 pl
10X Buffer O 2l
DNA (0.5-1 pg/pL) 1l
Sall 0.5-2 p*
o Mix gently and spin down for a few seconds
e Incubate at 37°C for 1-16 hours*.

lhe digestion reaction may be scaled either up or down




Digestion in vitro

ADN = 258 /xg/ML
SalL= )500 0nla/aa/zs/m1,

&(A/m[/'l/&-' (’0*”7ZOIV //UZ a/e AbN con /0 U/)/0{at¢/lf

de tnuma




Receta de digestion

e 7 47
Incubar: 37°C
/DX Au/fef A X 1-16 horas
AON 3 .9F
SalT A

TOTA L 20 do ph



Actividad “estrella”

* La enzima se une a sitios similares pero no identicos al sitio de
reconocimiento correspondiente.

* Bajo condiciones extremas
* Temperatura incorrecta
* pH elevado
* Baja fuerza ionica
 Altas concentraciones de glicerol (>5%)



Ligacion

 Si el ADN de interés y el vector son cortados con la misma enzima, y
esta crea cortes “pegajosos”, se puede incubar con una ADN ligasa.

 Molécula de ADN recombinante.

Plasmid

Plasmid
DNA

DNA Ligase

A 1 ( ll I (
Recombinant DNA

Pray, L. (2008)



Resumen

e Conforman un “sistema inmune” primitivo en procariotas

* Clasificacion

* Sitios de anclaje
* Sitio de corte
* Tipos de corte

e Importancia biotecnologica

* Es imprescindible conocer las especificaciones de la enzima que se
esta utilizando
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