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Introducción:

Endonucleasas de restricción (restrictasas)

Descubiertas simultáneamente 
entre 1968 y 1970 por Werner 
Arber y Hamilton Smith.

W. Arber

H. Smith

Las endonucleasas de restricción son un mecanismo de 
defensa de las bacterias frente a la entrada de ADN 
foráneo.

• Degradan el ADN extraño
• No degradan el ADN propio de la bacteria

Arber	&	Linn,	1969



Tipo I: Cortan en sitios cercanos al de reconocimiento.
Tipo II: Cortan justo en el sitio de reconocimiento.

Las endonucleasas de 
restricción supusieron un 
enorme avance en el campo de 
la ingeniería genética. 
El uso de las enzimas 
restrictasas con estos fines fue 
propuesto y desarrollado por 
Nathans y Danna en 1971.

D. Nathans

K. Danna



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

1. Cohesivos (protuberantes)
En 5’

En 3’

ATCGGTGGTACCTGC    KpnI    ATCGGTGGTAC    CTGC
|||||||||||||||            |||||||        ||||
TAGCCACCATGGACG            TAGCCAC    CATGGACG

ATCGGTGAATTCTGC    EcoRI   ATCGGTG    AATTCTGC
|||||||||||||||            |||||||        ||||
TAGCCACTTAAGACG            TAGCCACTTAA    GACG
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Las endonucleasas de restricción cortan dentro de la secuencia
de ADN, dejando extremos que pueden ser:

2. Romos

ATCGGTGATATCTGC    EcoRV   ATCGGTGAT    ATCTGC
|||||||||||||||            |||||||||    ||||||
TAGCCACTATAGACG            TAGCCACTA    TAGACG
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Roberts,	1976



Nucleasas

Endonucleasas Exonucleasas

Modificado de	Roberts,	1976

Cortes	internos Cortes	externos

ADN ADN



Tipo	I Mg2+

EcoKI
Modificado de	Pray,	2008

cofactor

Sitio	de	
reconocimiento,	
diferente al	sitio	
de	corte



Endonucleasas de tipo II: Son enzimas endonucleasas, 
que cortan internamente el ADN de doble cadena, en sitios 
de reconocimiento específico (dianas de restricción).

La mayoría de las 
secuencias diana son 
simétricas en ambas 

hebras del ADN
(dianas palindrómicas)

Lewin	B.	Genes	IX	(2009)



Tipo	II
Mg2+

93%	de	
todas las	
enzimas
conocidas

EcoRI BamHI HindIII

Modificado de	Pray,	2008

Sitio	de	
reconocimiento,	
en el	mismo sitio	
de	corte



Las metilasas (o metil-transferasas) 
modifican el ADN bacteriano, añadiendo 
un grupo metilo a las bases A ó C del 
ADN recién sintetizado

La metilación en los sitios diana de las 
enzimas endonucleasas de restricción 
bloquean la acción de las mismas sobre 
el ADN propio

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

Metilasas

citosina 5-metil-citosina

grupo metilo



Tipo	III

EcoPIMod	de	Pray,	2008

Sitio	de	
reconocimiento,	
diferente al	sitio	
de	corte



• Isoesquizomeros:	tienen la	misma secuencia de	reconocimiento y	el	
mismo sitio de	corte.

SphI ->	CGTA/C
Bbul ->	CGTA/C

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

SmaI ->	CCC/GGG
XmaI ->	C/CCGGG

Chandrasegaran,	2001



Tipos	de	cortes

• Cortes	“pegajosos”



Tipos	de	cortes

• Cortes	“romos”



Mecanismo de	acción

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

Chandrasegaran,	S.	2001



Enzima Fuente Sitio de restricción

BamHI Bacillus amyloliquefaciens 
G G A T C C 
C C T A G G

EcoRI Escherichia coli 
G A A T T C
C T T A A G

HindIII Haemophilus influenzae
A A G C T T
T T C G A A

PstI Providencia stuartii
C T G C A G
G A C G T C

BalI Brevibacterium albidum
T G G C C A
A C C G G T

SmaI Serratia marcescens
C C C G G G
G G G C C C

Ejemplos de endonucleasas de restricción comerciales y sus 
secuencias de reconocimiento
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Lewin	B.	Genes	IX	(2009)



Uso	en	el	laboratorio

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

• Clonación	de	genes
• Construcción	de	librerías	de	ADNc
• Secuenciación



RFLP
• Distinguir individuos homocigotos y	heterocigotos
• Deteccion de	enfermedades
• Estudios de	diversidad

Pray, L. (2008)



Clonación

Chandrasegaran,	S.	2001



Librerías genómicas

Pray, L. (2008)



Actividad	de	las	enzimas	de	restricción

• Se	expresa	en	términos	de	unidades
• Unidad:	cantidad	de	enzima	que	se	unirá	a	todos	sitios	específicos	en	
1	micrograms	de	ADN	muestra	en	1	h	a	37	ºC

Stephenson,	2016



Stephenson,	2016



Cantidad	de	HindIII

Stephenson,	2016



Digestion	in	silico
Se	pretende digerir
virtualmente el	plasmido
pGEM – 3Z



Se	puede buscar el	vector	en NEBcutter,	con	
el	codigo de	GenBank



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







Incluso podemos realizar una
electroforesis in	silico	y	ver
como se	veria el	vector	digerido
con	las	enzimas elegidas



Digestión in	vitro

• Leer	especificaciones de	la	enzima



Digestión	in	vitro



Receta	de	digestión

Incubar:	37◦C	
x	1-16	horas



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%)



Ligación

• 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.

Pray, L. (2008)



Resumen

• Conforman un	“sistema inmune”	primitivo en procariotas

• Clasificacion
• Sitios de	anclaje
• Sitio de	corte
• Tipos de	corte

• Importancia biotecnologica

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