
Herramientas básicas para la síntesis 
de ADN recombinante
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TEMA 4: HERRAMIENTAS BÁSICAS EN LAS TECNOLOGÍAS DEL ADN RECOMBINANTE. 
Nucleasas (exonucleasas y endonucleasas), enzimas modificadoras de extremos, ligasas, 
polimerasas. Generación de ADN recombinante. Fragmentación del ADN. Enzimas de 
restricción: propiedades y aplicaciones. Ligación de extremos cohesivos y extremos 
romos. Ingeniería de extremos. Linkers, adaptadores. Métodos de ensamblaje de 
moléculas de ADN. Vectores de ADN. Tipos de Vectores. Vectores plasmídicos de clonado, 
de expresión y otros Npos de vectores. Clonación de vectores de expresión. Técnicas de 
clonación de secuencias de ADN. Técnicas de transformación, transfección y selección 
celular. 
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Enzimas básicas en la tecnología del 
ADN recombinante:
• Nucleasas
• Ligasas
• Polimerasas
• Otras enzimas
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Nucleasas:
Las nucleasas son enzimas capaces de hidrolizar los enlaces 
fosfodiester que se dan entre los nucleó7dos de los ácidos 
nucleicos.

Pueden clasificarse según diversos criterios:

1) Sustrato sobre el que actúan.
2) Lugar de corte.
3) Dejan fosfato 5’ o fosfato 3’.
4) Especificidad de corte: 

Dependiente de la secuencia de bases nitrogenadas o no
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Clasificación Nucleasas:

1) Sustrato:

Ø ADN: desoxiribonucleasa
• ADN simple cadena
• ADN doble cadena

Ø ARN: ribonucleasa
Ø Hibrído ARN-ADN 

Ej: Ribonucleasa H, elimina ARN de hibridos doble cadena ADN-ARN 
(en la replicación elimina el cebador de ARN sintetizado por la primasa).
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2) Lugar de corte:
Extremo 5’ o 3’ o Interno.

Ej: Fosfodiesterasa I
(veneno de serpiente)

Ej: Fosfodiesterasa II                         Ej: ADNasa I
ARNasa A
Enz. restricción    

Clasificación Nucleasas:
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Exonucleasa
Ej: Fosfodiesterasa I (Phosphodiesterase ,PDE I) rompe los enlaces 
fosfodiester del extremo 3’ (?po a, 5’P).
• También llamada de veneno de serpiente.

Sigma, la vende extraída de crótalo 
adaman?no
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3) Dejan fosfato 5’ o fosfato 3’ (independiente de si son exo o 
endonucleasas)
• TIPO a: 5’ fosforilado.
• TIPO b: 3’ fosforilado.

(Las bolitas negras representan el C de la 
ribosa)

Clasificación Nucleasas:



10

Dependiente de la secuencia de bases nitrogenadas o no.
Ø Sin especificidad: ADNasa I
Ø Especificidad, diferentes grados:

• Detrás de pirimidinas: ARNasa A
• Específica de secuencia: endonucleasas de 

restricción.

4) Especificidad de corte 

Clasificación Nucleasas:
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Nucleasas de interés en biotecnología

• Nucleasas usadas en la diges3ón de ADN o ARN 
(estudiadas en la extracción y purificación de los 
ácidos nucleicos).

• Nucleasas que hacen extremos romos (estudiadas 
más adelante)
ØNucleasa S1.
ØMung bean nuclease.

• Enzimas de restricción.
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Endonucleasas de Restricción

• Enzimas nucleolíticas que catalizan la hidrólisis de 
enlaces fosfodiéster internos en las dos hebras de 
una molécula de dsDNA de forma específica.

• En la naturaleza forman parte del sistema de 
restricción-modificación bacteriano
(abreviadamente sistema R-M), que sirven a las 
bacterias para reconocer y destruir material 
exógeno.
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• Existen varios sistemas de R-M, los de !po II, son los 
más comunes en el mundo bacteriano. 
Ø Tienen las ac<vidades me<lasa y endonuclesa

separadas en diferentes subunidades.
Ø Son los más u<lizados en biología molecular:

o Gran especificidad.
o Estructuralmente sencillas, lo que facilita su 

aislamiento, producción y manejo.

• Existen más de un millar caracterizadas.
Ø Pueden conocer una secuencia específica.
Ø Pueden reconocer varias secuencias.
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Tipos de endonucleasas de restricción.
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Papel Biológico Sistema R-M 
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Metilación Restricción
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Nomenclatura ER:
Eco RI

E = género Escherichia.
co = especie: coli
R = estirpe, cepa RV 13.
I = primera endonucleasa aislada de esta cepa.
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• Las enzimas de restricción son nucleasas de 4po “a”, por lo 
que dejan siempre los P unidos al extremo 5’ y sus extremos 
pueden ser unidos mediante las ligasas.



19

Diana:
• Longitud nucleó0dos variable dependiendo del enzima 

concreto que se estudie.
• Cuanto más pequeña, más probable es que aparezca.
• La probabilidad de que en una secuencia de ADN 

generada al azar se encuentre una determina 
secuencia de 6 pares de bases es de (1/4)6= 1/4096

8 pares de bases es de (1/4)8= 1/65536
(en realidad, las secuencias no son al azar, y difieren de estos 
valores, pero pueden tomarse como referencia).

• Por lo general se tratan de estructuras palindrómicas
(simetría rotacional) pero existen excepciones.
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Secuencia palindrómica

La secuencia palindrómica permite la creación de estructuras en forma de bucle 
en el ADN, mediante asociaciones intracatenarias.

5'GAATTC 3’

3'CTTAAG 5’

Lectura (5’-3’)

Lectura (5’-3’) (en la hebra antiparalela)

EcoRI

OJO: no es que se lean 
igual en la misma hebra, si 
no en la hebra reverso 
complementaria



Puntos de Rotura de la diana:

• Los puntos de rotura son dos enlaces fosfodiester localizados 
uno en cada hebra.

• Según donde se produzcan estos dos cortes las enzimas pueden 
generar extremos:
• 3’ protuberantes 
• 5’ protuberantes
• Romos

• Los cortes en cada una de las hebras se disponen 
simétricamente según el eje de corte, por lo que su 
nomenclatura puede simplificarse.
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Nomenclatura diana:

G’GATCC

A’GATCT

Nomenclatura
Simplificada 

(simetría)

Romos

3’ protuberantes

5’ protuberantes
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Especificidad relajada
La especificad relajada implica que en alguna posición de 
la diana el enzima de restricción puede aceptar más de un 
nucleótido diferente:

AvaI C’YCGRG
SecI CC’NNGG
StyI C’CWWGG

Algunas dianas con especificad relajada pueden reconocer a 
secuencias que no sean perfectamente palindrómicas.

N= A,T,C,G W= Ao T Y=T o C    R= A o G

C’TCGAG C’TCGGG C’CCGAG C’CCGGGAvaI
No palíndromos
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Isosquizómeros

• Enzimas que reconocen la misma secuencia diana.

• Algunos ClaI y BanIII cortan en si3os idén3cos. 

ClaI y BanIII 5’ AT’CGAT 3’

• Algunos como SmaI y XmaI si@os diferentes de corte:
SmaI 5’ CCC’GGG 3’
XmaI 5’ C’CCGGG 3’
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Extremos compa-bles

Los extremos romos son siempre compatibles para volver a pegarse.
Los extremos protuberantes son por lo general incompatibles, salvo 
excepciones:

Frecuentemente al ligar extremos compatibles provenientes de enzimas 
diferentes se pierden las dianas

XbaI NheI

TCTAGC
AGATCG

Tras ligar extremos XbaI, NheI se pierden ambas dianas
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Actividad Estrella

En ciertas condiciones alejadas de las óptimas, algunas 
endonucleasas de restricción pueden cortar un DNA 
por sitios algo distintos a sus dianas específicas, y 
pierde especificad.

EcoRI Actividad normal G’ATTTC
EcoRI Actividad estrella N’AATTN
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Protocolo digestión enzimática
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Comercialización de enzimas

• Existen un cientos de enzimas disponibles 
comercialmente (NEB, Promega, Fermentas, etc).

• Aunque se aislaron de bacterias diferentes, para su 
generación se han clonado y producen en E. coli, esto 
ha conseguido disminuir el precio de las enzimas.
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La actividad de las enzimas de restricción se 
mide en unidades:
1 Unidad: La cantidad de enzima necesaria para 
digerir totalmente  1 µg de ADN del fago  λ en 1 
hora a 37°C en un volumen total de 50 µl.

El precio de las 
enzimas es muy 
variable

x40

x1
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Es habitual que dos enzimas 
funcionen con diferente eficacia en un 
mismo tampón. Para realizar 
diges=ones dobles se u=lizan 
tampones universales a fin de 
acomodar ac=vidades aceptables. 

• Algunas enzimas de restricción pueden inactivarse mediante calor, otras 
se deben eliminar mediante purificación.

• Algunas enzimas son más rápido que otras: BamHI es capaz de digerir 
1ug de ADN en 10 minutos.
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Digestión Parcial
Si el ADN no corta el 100% de las moléculas (no hay suficiente 
enzima, se incuba poco @empo, o las condiciones son subóp@mas) 
se crea una diges@ón parcial que complica la interpretación de los 
resultados.

500 2500       30001
3000
2500
2000

500

Sin digerir Total       Parcial
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Diges&ón Parcial 
y Total
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Aplicaciones ER

I) Creación de ADN recombinante y clonación molecular 
de ADN.

II) Identificación de secuencias de ADN: 
Ø Plásmidos: Mapas de restricción (prácticas).
Ø Genotipado: 

Determinación de secuencia genómica de 
polimorfismos. 

PCR-RFLP (restriction fragment length 
polymorphism).
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Creación de ADN 
recombinante y 
clonación molecular 
de ADN
(Estudiado en detalle más adelante)

Aplicaciones de 
enzimas de 
restricción: 
formación de 
moléculas de 
DNA 
recombinantes 

11 Tema 9 

OJO: ADN recombinante, no debe confundirse 
con recombinación genéAca.



35

Mapas de restricción.
* Para “mapear” o “comparar” secuencias de ADN en base al patrón de 
bandas generado cuando la digestión se resuelve en un gel de agarosa.

CCCGGG
GGGCCC

CCCGGG
GGGCCC

CCCGGG
GGGCCC

Marcador   Digestión A  Digestión B

A B
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RFLP = restriction fragment length 
polymorphism.

• RFLP (del inglés Restric3on Fragment Length Polymorphism)
técnica que se u3liza para diferenciar secuencias de ADN en
virtud de que tengan cortes diferenciales con enzimas de
restricción.

• Suele combinarse con PCR o Southerblot.

• Ha perdido importancia debido a la secuenciación, que es
mucho más informa3va, pero llegó a ser de los primeros en el
geno3pado masivo de muestras.
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Aplicaciones: ¿Reparan igual las diferentes formas de proteínas reparadoras del 
ADN? ¿Se asocian algunas de estas variaciones polimórficas con el cáncer?



GTGTGTGAATAAGAAGGTCCCCGTACTGCTGTCTCGGGGCATGGCTCGCCTGGTGGTCATCGACTCGGTGGCAGCCCCATTCCGCTGTGAATTTGAC
AGCCAGGCCTCCGCCCCCAGGGCCAGGCATCTGCAGTCCCTGGGGGCCATGCTGCGTGAGCTGAGCAGTGCCTTCCAGAGCCCTGTGCTGTG 
CATCAACCAG GTGAGCACCA AGGCAGGGTT GCACCCCTGAGCTCGTATTT TTAGCCAGGA TGCG

MM

Polimorfismo 243M/M para gen XRCC3

GTGTGTGAATAAGAAGGTCCCCGTACTGCTGTCTCGGGGCATG

GCTCGCCTGGTGGTCATCGACTCGGTGGCAGCCCCATTCCGCTGTGAATTTGACAGCCAGGCCTCCGCCCCCAGGGCCAGGCATCTGCAGTCCCTGGGGGCCATG

CTGCGTGAGCTGAGCAGTGCCTTCCAGAGCCCTGTGCTGTG CATCAACCAG GTGAGCACCA AGGCAGGGTT GCACCCCTGAGCTCGTATTT TTAGCCAGGA TGCG

43pb
105pb
105pb

Hsp92 II 

GTGTGTGAATAAGAAGGTCCCCGTACTGCTGTCTCGGGGCATGGCTCGCCTGGTGGTCATCGACTCGGTGGCAGCCCCATTCCGCTGTGAATTTGAC
AGCCAGGCCTCCGCCCCCAGGGCCAGGCATCTGCAGTCCCTGGGGGCCATGCTGCGTGAGCTGAGCAGTGCCTTCCAGAGCCCTGTGCTGTG 
CATCAACCAG GTGAGCACCA AGGCAGGGTT GCACCCCTGAGCTCGTATTT TTAGCCAGGA TGCG

PCR

Gel Agarosa 2%

38

Diseño 
experimental



TT

GTGTGTGAATAAGAAGGTCCCCGTACTGCTGTCTCGGGGCATGGCTCGCCTGGTGGTCATCGACTCGGTGGCAGCCCCATTCCGCTGTGAATTTGAC
AGCCAGGCCTCCGCCCCCAGGGCCAGGCATCTGCAGTCCCTGGGGGCCACGCTGCGTGAGCTGAGCAGTGCCTTCCAGAGCCCTGTGCTGTG 
CATCAACCAG GTGAGCACCA AGGCAGGGTT GCACCCCTGAGCTCGTATTT TTAGCCAGGA TGCG

GTGTGTGAATAAGAAGGTCCCCGTACTGCTGTCTCGGGGCATG

GCTCGCCTGGTGGTCATCGACTCGGTGGCAGCCCCATTCCGCTGTGAATTTGACAGCCAGGCCTCCGCCCCCAGGGCCAGGCATCTGCAGTCCCTGGGGG
CCACGCTGCGTGAGCTGAGCAGTGCCTTCCAGAGCCCTGTGCTGTG CATCAACCAG GTGAGCACCA AGGCAGGGTT GCACCCCTGAGCTCGTATTT
TTAGCCAGGA TGCG

45pb
210pb

Hsp92 II 

Polimorfismo 243T/T para gen XRCC3
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Genotipado de XRCC3 para la posición 243 
de la cadena polipeptídica

210bp

105pb 
105pb + 

43bp

TTTT MMMM TM
40
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XRCC3

NBS1

BRCA1
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Enzimas básicas en la tecnología del 
ADN recombinante:
• Nucleasas
• Ligasas
• Polimerasas
• Otras enzimas



• Enzima que se utiliza para ligar covalentemente fragmentos de ADN. 
• Catalizan la formación de un enlace fosfodiéster entre el 5’ fosfato de 

una hebra de ADN y el 3’ hidroxilo de otra hebra.

Ligasas
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Humanas:
• ADN Ligasa I: Liga los fragmentos de okazaki de la hebra retrasada.
• ADN Ligasa II: forma alternativa de la ADN Ligasa III encontrada en células 

que no se dividen.
• ADN Ligasa III: participa en los procesos de reparación por escisión de 

nucleótidos
• ADN Ligasa IV: participa en los procesos de reparación de doble de ADN 

cadena por unión de extremos sin homología.

ADN Ligasas

Utilizadas en Biología Molecular:
• ADN Ligasa del fago T4.
• ADN Ligasa del fago T7.
• ADN Ligasa del E.coli.



Ligación

3’

• Los fragmentos cortados 
por las ER y demás 
nucleasas tipo “a”, que 
dejan extremos 5’ P 
pueden ser sustrato 
directo de la Ligasa. 



• Las de Fagos (T4 y T7) requieren como cofactor ATP.
• Las de E. coli y la mayoría de las bacterianas u?lizan como cofactor NAD

(nico?namide adenine dinucleo?de) 



La ligasa T4 es la más 
polivalente ya que es capaz 
de unir extremos romos (ni 
la T7 ni la de E. coli pueden 
hacerlo.)

• Los extremos romos se ligan mucho menos eficientemente, requieren más 
enzima y sustrato y se suele añadir polietilien glicol (PEG) que secuestra 
molecular de agua concentrando los sustratos.
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Enzimas básicas en la tecnología del 
ADN recombinante:
• Nucleasas
• Ligasas
• Polimerasas
• Otras enzimas



Polimerasas

Las más utilizadas en biotecnología son las ADN polimerasas, de las 
que hablaremos a continuación:

Existen diferentes tipos atendiendo a la plantilla que utilicen como molde:
Ø Polimerización de ADN utilizando ADN como plantilla. 
Ø Polimerización de ADN utilizando ARN como plantilla. 
Ø Polimerización de ADN sin plantilla.
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DNA-Polimerasas
Ø Polimerización de ADN utilizando ADN como plantilla.

Clasificadas según características: 
Ø Termoestable: Taq, Pfu, Tth

No termostable: DNA pol I de E. coli.

Ø Sin corrección de errores: Taq
Con corrección de errores: Pfu

Las enzimas con correcciones de errores suelen ser menos procesivas que las 
enzimas sin corrección errores, por lo que habitualmente se usan más estas 
últimas en el día a día, salvo para tareas que necesiten un alta fidelidad.

Su principal aplicación es la generación de grandes cantidades de 
fragmentos de ADN idénticos mediante PCR.
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• Kary Mullis la concibe en 1983 cuando 
trabajaba como biotecnólogo en Cetus
(primer Nobel a un investigador que 
trabajaba en una empresa).

• Cetus otorga un bono de 10,000$ a Mullis
por su descubrimiento.

• En 1991 Cetus vende los derechos de la 
patente a Roche por 330 millones de USD.

• Se calcula que Roche ha recibido más de 
2000 millones de USD de regalías por 
posesión de tales patentes.

Historia de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR)



BIOTECNOLOGÍA>NADIE DABA UN DURO POR PHI-29

Margarita Salas, una de las más destacadas investigadoras en bioquímica y biología molecular, fue nombrada hace unos días ‘Senadora honoraria’ de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Zaragoza. La investigadora que introdujo la bioquímica molecular en España impartió la conferencia ‘La biomedicina del siglo XXI’. Salas fue
la primera mujer en ingresar (en 1988) en la Real Academia de Ciencias Exactas Físicas y Naturales y, también, la primera en presidir el Instituto de España. MAITE SANTONJA

07TM MARTES 29.OCT.2013 HERALDO DE ARAGÓN

LA CIENCIA PATENTA

DESDE LA BASE En ocasio-
nes, una investigación
básica, cuyo objetivo es

comprenderel funcionamientode
algo, sin un fin o aplicación direc-
ta, deriva en el descubrimiento de
aplicaciones biotecnológicas de
extraordinariarelevancia.Asíocu-
rrióconelestudiodelvirusPhi-29.

En su aventura americana en el
laboratorio de Severo Ochoa,
Margarita Salas descubre hitos de
la biología que hoy se encuentran
en los libros de texto. Su papel fue
clave para determinar cómo se le-
en los genes en nuestro ADN y
cómo se sintetizan proteínas a
partir de ellos.

Pero decide volver y montar en
España un laboratorio de biología
molecular junto a su marido, el
también bioquímico Eladio Vi-
ñuela. No van a seguir haciendo
lo mismo que con Severo Ochoa.
No van, ni pueden, competir des-
de España con la ciencia que se
hace en su laboratorio. Y eligen
un nuevo tema, el estudio de un
virus que infecta bacterias: el fa-

go Phi-29. Es un fago pequeño y
asequible a nivel molecular. Un
sistema manejable en el desierto
científico español de 1967.

UN VIRUS MANEJABLE Phi-29 infecta
a un tipo de bacterias que se llama
Bacillus subtilis. Salas y Viñuela lo
emplearon como modelo para es-
tudiar los mecanismos de copia
del ADN (replicación) y conocer
su funcionamiento a nivel mole-
cular, como ciencia básica, como
ciencia pura.

Cuando comienzan los descu-
brimientos, encuentran una pro-
teína unida a los extremos del
ADN. Hallan un mecanismo de
copia del ADN muy peculiar, iné-
dito en ese momento (1971) pero
que posteriormente será extrapo-
lable a virus de interés sanitario
como el adenovirus, el poliovirus,

UNA PATENTE PARA AMPLIFICAR ADN
UN MILLÓN AL AÑO En 1989,
Luis Blanco, Antonio Ber-
nad, José María Lázaro y
Margarita Salas patentan la
ADN polimerasa de Phi-29
y el CSIC concede a la em-
presa Amersham Bioscien-
ces la licencia de explota-
ción.En2001–lacienciare-
quiere sus tiempos para
poder aplicarse y ser lucra-
tiva–, se desarrolla un kit
para amplificar ADN cir-
cularydespuésparaampli-
ficarADNgenómico lineal
basado en la ADN polime-
rasa de Phi-29. Al CSIC, su
propietario, esta patente le ha dado impresionantes
regalías. Mientras está activa la patente y se comer-
cializan estos kits (2001-2009), se calcula que en tor-
no al 50% de las regalías que recibe el CSIC proce-
den de la patente de la ADN polimerasa de Phi-29:
más de un millón de euros al año en concepto de de-
rechos.

UN LABORATORIO PIONERO EN
ESPAÑA Y UNA GRAN ESCUELA

El laboratorio de Margarita Salas en el
Consejo Superior de Investigaciones
Científicas (CSIC) siempre ha ido in-
corporando la tecnología disponible
en cada momento. Se introducen las
novedades tecnológicas y se forma a
los responsables de extender estas in-
novaciones en España. Un ejemplo: la
primera secuenciación de un fragmen-
to de ADN o la primera digestión de
ADN con enzimas de restricción reali-
zadas en España se hacen aquí. Nu-
merosísimos estudiantes se han for-
mado en su laboratorio con las máxi-
mas del rigor y el trabajo bien hecho.
Entre sus discípulos se encuentran lí-
deres en el campo de la biología mole-
cular, la oncología, el envejecimiento o
la neurobiología.

Pocos creían que el virus Phi-
29 tendría una aplicación
práctica cuando Margarita
Salas comenzó a estudiarlo.
Era investigación puramente
básica para conocer los meca-
nismos de replicación y de
control de la transcripción del
material genético, de la morfo-
génesis, etc. Sin embargo, con-
dujo a aplicaciones biotecnoló-
gicas con interés comercial
que patentó el CSIC

Esta patente expira en
2009, pero su grupo ha pro-
ducido mediante ingeniería
genética una versión mejo-
rada de la polimerasa de
Phi-29, explotada comer-
cialmentepor lamultinacio-
nal Quiagen con el nombre
de Quali Phi, cuyas propie-
dades bioquímicas la hacen
especialmente óptima para
la amplificación isotérmica
(nuevo método de amplifi-
car ADN más rápido, fácil y
eficiente especialmente útil
para el diagnóstico de pató-
genos), sustituyendo a la

tradicional amplificación de ADN por PCR.
El grupo de Margarita Salas ha desarrollado

otras patentes, todas con claras aplicaciones bio-
tecnológicas. Destaca una basada en un nuevo sis-
tema de amplificación de ADN utilizando la pro-
teína terminal, y otra centrada en la señal de loca-
lización nuclear de la proteína terminal de Phi-29.

Templi Phi, uno de los kits del virus Phi-29.

el virus de la hepatitis B y C, el
virus de la fiebre aftosa o el de la
encefalomiocarditis, así como vi-
rus que causan pérdidas econó-
micas en plantas de interés co-
mercial.

Avanzan los años y a su labora-
toriose incorporanlasúltimastec-
nologías de ingeniería genética y
cristalografía, y los descubrimien-
tos siguen llegando. Hoy, tras casi
cincodécadasdescifrandolosmis-
terios de Phi-29, realizando gran-
des avances y aplicaciones biotec-
nológicas, a Margarita Salas toda-
vía le queda trabajo por hacer. Co-
mo declara a menudo: «Moriré

con la bata puesta, pues yo creo
que moriré con el fago Phi-29».

UNA ‘COPIONA’ MUY ÚTIL Los resulta-
dos obtenidos con la polimerasa
(una enzima que copia ADN) de
este virus son un claro ejemplo de
investigación básica que termina
aplicándose.

La ADN polimerasa de Phi-29
que logran caracterizar es, en pa-
labras de Salas «más pequeña que
otras polimerasas, pero, a pesar de
ello, ha encontrado el modo de
abrir la doble hélice por sí misma
ydesermáseficazquelasdemás».
Es una polimerasa que copia lar-

gos fragmentos de ADN (de hasta
70Kb)sinpararsenidisociarse.Es
capazdeabrir lascadenasdeADN
ydecorregirerrores.Unaspropie-
dades que la hacen muy adecuada
para su uso en biotecnología, para
amplificar ADN. Esto es realmen-
te importante cuando hay poca
cantidad de ADN en una muestra
y es necesario amplificarlo, es de-
cir,hacermuchascopias,comopa-
so previo a la secuenciación.

A menudo, la cantidad de ADN
que se puede obtener de una
muestra humana es mínima y es
necesariohacermuchascopiasan-
tes de proceder a analizarlo. Esto

ocurre con numerosas pruebas
diagnósticas de enfermedades así
como en la medicina forense y en
la paleogenómica. Por eso, la poli-
merasa del Phi-29 ha sido y será
una polimerasa muy importante
para amplificar ADN como paso
previoa lasecuenciacióndegeno-
mas. Además, se ha convertido en
una herramienta importantísima
en los laboratorios de ingeniería
genética y biología molecular.

ALBERTO J. SCHUHMACHER CIENTÍFICO DEL CEN-
TRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES ONCOLÓGI-
CAS ENRIQUE VIGUERA PROFESOR DE LA UNIVER-
SIDAD DE MÁLAGA

MARGARITA SALAS
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Reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR)

• Proceso de síntesis in vitro y en mediante una reacción en cadena 
de grandes cantidades de fragmentos específicos de ADN 
delimitados por dos cebadores de secuencia conocida.

• Llevado a cabo por DNA-polimerasas utilizando ciclos de cambios 
de temperatura:
Ø Fusión DNA (94ºC).
Ø Anillamiento de cebadores (55-65ºC).
Ø Elongación (72ºC).
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DNA-Polimerasas

Ø Polimerización de ADN utilizando ARN como plantilla: 

• Retrotranscriptasa: ADN polimerasa dependiente de ARN.
Las más utilizadas, aisladas de virus: 

Ø Avian Myeloblastosis Virus (AMV) Reverse Transcriptase
Ø Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT).
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DNA-Polimerasas

Ø Polimerización de ADN sin plantilla.
• Dexoxinucleotidil transferasa terminal (dNTT).
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Cataliza la unión de dNTPs al 3’OH de un extremo de ADN  
(preferentemente protuberante, pero también retraído y romo). 



Aplicaciones DNA-Polimerasas

• Creación de elementos de ADN para elaboración de 
plásmidos.

• Modificación de secuencias de ADN:
o Mutagénesis dirigida de secuencias de ADN.
o Ingeniería de extremos:

Ø DNA Polimerasa klenow
Ø DNA Polimerasa T4
Ø DexoxinucleoEdil transferasa terminal (dNTT).

• Determinación de expresión génica (retrotranscriptasas).
• Secuenciación de ADN.
etc, etc.
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Enzimas básicas en la tecnología del 
ADN recombinante:
• Nucleasas
• Ligasas
• Polimerasas
• Otras enzimas



Otras enzimas

Fosforilasas que añaden fosfatos a extremos de ADN.
• Polinucleótido-kinasa (PNK).

Fosfatasas que eliminan fosfatos a extremos de ADN.
• Fosfatasas alcalinas
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