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	5. 1. INTRODUCCIÓN
El descubrimiento,  la caracterización y el aislamiento de los diferentes tipos de enzimas ha facilitado
en la investigación las tareas del estudio de los genomas, así como su expresión, su regulación y su
posterior correlación con el desarrollo de diversas enfermedades. Hoy por hoy es común la aplicación
de técnicas de biología molecular en diversas áreas, y en particular en las ciencias de la salud, ya que
han revolucionado los métodos analíticos generando gran impacto en la investigación básica y la
clínica, especialmente en el diagnóstico de enfermedades.
Las enzimas de restricción son una herramienta primordial para la ejecución de diversos ensayos
útiles en investigación clínica, desde la determinación de polimorfismos de longitud de fragmentos
de restricción (restriction fragment length polymorphism, RFLP), así como en la construcción de
vectores con ADN recombinante y clonación de secuencias de ADN provenientes de humano, virus,
bacterias y demás microorganismos de interés para la generación de conocimiento o para su
aplicación en el área de la medicina. Entre las enzimas que modifican los ácidos nucleicos se
encuentran las nucleasas, es decir, aquellas capaces de cortar los enlaces fosfodiéster que unen los
nucleótidos de una cadena de ácidos nucleicos. Las nucleasas se denominan endonucleasas si son
capaces de cortar el enlace fosfodiéster en nucleótidos localizados dentro de la cadena del ácido
nucleico, y reciben el nombre de exonucleasas si cortan los enlaces fosfodiéster de los nucleótidos en
los extremos de las cadenas. Así, existen 3’exonucleasas las que escinden enlaces en el extremo 3’
de la cadena, y 5’exonucleasas que rompen enlaces fosfodiéster en el extremo 5’ de la cadena.
Las enzimas de restricción presentan actividad endonucleasa, son de origen bacteriano y cortan los
enlaces fosfodiéster del ADN en una secuencia específica denominada secuencia diana. El uso de
estas enzimas como herramienta biotecnológica surgió de la necesidad de cortar las largas cadenas
de ADN genómico para manipularse y analizarse en fragmentos más pequeños. El empleo de las
enzimas de restricción y otras enzimas que modifican ácidos nucleicos, como la ligasa, permitió
desarrollar la metodología del ADN recombinante.
En 1960, Stewart Linny y Werner Arber aislaron, en E. coli, enzimas que metilaban moléculas de
ADN y que ademas cortaban un enlace fosfodiéster del ADN no metilado. Más tarde, en 1970, se
caracterizó la primera nucleasa de restricción por Daniel Nathans Hamilton Smith, aislada
de Haemophilus influenzae, denominada Hind I. En la actualidad, se sabe que todas las especies de
bacterias sintetizan uno o más tipos de endonucleasas capaces de hacer cortes en secuencias
específicas de nucleótidos de una doble cadena de ADN exógeno; generalmente, este ADN “extraño”
es el proveniente de los bacteriófagos, virus con capacidad de infectar a dichas bacterias.
 


	6. 2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo General
-  Realizar el levantamiento de 30 endonucleasas de restricción aleatoriamente.
2.2.Objetivo Específico
- Escoger convenientemente 30 endonucleasas para la elaboración del informe.
- Realizar la ficha técnica de cada endonucleasa para identificar la información.
3. MARCO TEÓRICO
3.1.Nomenclatura
Por acuerdo internacional, la nomenclatura de las enzimas de restricción se asigna según su
origen bacteriano y se define basándose en las siguientes reglas:
- Tres letras en cursiva que corresponden al nombre científico de la bacteria de donde fue
atraída (p. ej., Escherichia coli (Eco); Haemophilus influenzae (Hin), etc.). La primera
letra, en mayúscula, corresponde al género; las otras dos, a la especie.
- La cepa o estirpe, si la hubiese (p. ej., EcoR, aislada de la cepa “RY13” de E. coli).
- En números romanos, un número para distinguir si hay más de una endonucleasa aislada
de esa misma especie (p. ej., EcoRI, EcoRV).
- Todas deberían indicar con una “R” por restricción o una “M” por metilasa, según la
función de la enzima, pero generalmente se omite.
Por ejemplo:
 Hind III:
 H = genero Haemophilus.
 in = especie influenzae.
 d = cepa DSM 11121.
 III = tercera endonucleasa aislada en este organismo
 


	7. 3.2.Clasificación de enzimas  de restricción
De acuerdo a su función las enzimas de restricción se han clasificado en tipo I, II, III
3.2.1. Tipo I
Las enzimas que pertenecen a este grupo reconocen una secuencia específica de nucleótidos
y hacen un corte aleatorio en la doble cadena en cualquier secuencia del ADN y a una
distancia aproximada de 1000 pb del sitio de corte; además tienen la función de metilar su
propio genoma. Estas enzimas necesitan adenosín trifosfato (ATP) para moverse a lo largo
de la molécula de ADN desde el lugar de reconocimiento hasta el sitio de corte.
3.2.2. Tipo II
Son enzimas que reconocen secuencias específicas y hacen el corte de la doble cadena de
ADN en el mismo sitio de reconocimiento. Estas enzimas sólo tienen actividad de restricción
no de metilación y son las utilizadas en ingeniería genética, ya que cortan el ADN en
secuencias específicas reconocidas. Requieren Mg2+
como cofactor y no requieren de ADN.
Las secuencias de reconocimiento de estas enzimas son palindrómicas, es decir, son
secuencias que se leen igual en las dos cadenas de ADN.
3.2.3. Tipo III
Estas enzimas reconocen una secuencia específica y cortan el ADN de doble cadena fuera de
la secuencia diana (aproximadamente de 25 a 27 pares de bases corriente abajo del sitio de
reconocimiento). Tienen, al igual de las de tipo I, actividad de metilasa y requieren de ATP
para desplazarse a lo largo de la molécula de ADN. Las características de los diferentes tipos
de enzimas.
 


	8. 4. MATERIALES Y  MÉTODOS
4.1.Materiales y programas
- New England Biolabs / https://international.neb.com/
- Laptop
4.2.Métodos
- Ingresamos a la página de BioLabs
Ilustración 1: Página principal de BioLabs
- Levantamiento de endonucleasas de restricción
Ilustración 2: Pestaña con relación de Endonucleasas de restricción
 


	9. 5. RESULTADOS
N° Endonucleasa  Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
1 AatII Acetobacter aceti
5’… GACGTC… 3’
3’… CTGCAG… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
2 AfII E. Coli
5’… CTTAAG… 3’
3’… GAATTC… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 μg de ADN de
ΦX174 RF I en 1 hora a 37 °C en un volumen
de reacción total de 50 μl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
 


	10. N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de  reconocimiento
Resultado del corte
3 AlwNI E. Coli
5’… CAGNNNCTG… 3’
3’… GTCNNNGAC… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
4 ApaI E. Coli
5’… GGGCCC… 3’
3’… CCCGGG… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : Bloqueada
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN de
pXba en 1 hora a 25 °C en un volumen de
reacción total de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : Bloqueada
Metilación de CpG: Bloqueada
 


	11. N° Endonucleasa Origen
bacteriano
Secuencia  de reconocimiento Resultado del corte
5 AseI E. Coli
5’… ATTAAT… 3’
3’… TAATTA… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
6 BaeGI E. Coli
5’… GKGCMC… 3’
3’… CMCGKG… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : Bloqueada
Metilación de CpG: Bloqueada
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
 


	12. N° Endonucleasa Origen  bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
7 BamHI E.Coli
5’… GGATCC… 3’
3’… CCTAGG… 5’
N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de
reconocimiento
Resultado del corte
8 BbsI E. Coli
5’… GAAGAC(N)… 3’
3’… CTTCTG(N)… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
No
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
 


	13. N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de  reconocimiento Resultado del corte
9 BseRI E. Coli
5’… GAGGAG(N)… 3’
3’… CTCCTC(N)… 5’
N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
10 BspQI E. Coli
5’… GCTCTTC(N)… 3’
3’… CGAGAAG(N) 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 50°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
 


	14. N° Endonucleasa Origen  bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
11 BtsCI E. Coli
5’… GGATGNN… 3’
3’… CCTACNN… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
12 DpnI E. Coli
5’… GATC… 3’
3’… CTAG… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 50°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 50°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
 


	15. N° Endonucleasa Origen  bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
13 EcoRV E. Coli
5’… GATATC… 3’
3’… CTATAG… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
14 LpnPI E. Coli
5’… CCDG(N)… 3’
3’… GGHC(N)… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Deteriorada
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN de
pBR322 (dcm + ) en 1 hora a 37°C en un
volumen de reacción total de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Deteriorada
 


	16. N° Endonucleasa Origen  bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
15 MboII E. Coli
5’… GAAGA(N)… 3’
3’… CTTCT(N)… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
16 MscI E. Coli
5’… TGGCCA… 3’
3’… ACCGGT… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ
(dam-) en 1 hora a 37°C en un volumen de
reacción total de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : Bloqueada
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : Bloqueada
Metilación de CpG: No sensible
 


	17. N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de  reconocimiento Resultado del corte
17 MSLI E. Coli
5’… GAYNNNNRTG… 3’
3’… GTRNNNNYAC… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
18 NarI E. Coli
5’… GGCGCC… 3’
3’… CCGCGG… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37°C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
 


	18. N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de  reconocimiento Resultado del corte
19 PacI P. alcaligenes
5’… TTAATTAA… 3’
3’… AATTAATT… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
20 PmII E. Coli
5’… CACGTG… 3’
3’… GTGCAC… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para digerir 1 µg de ADN de
pNEB193 en 1 hora a 37°C en un volumen de
reacción total de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ
(digerido con HindIII) en 1 hora a 37 °C en un
volumen de reacción total de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
 


	19. N° Endonucleasa Origen  bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
21 SFCI E. Coli
5’… CTRYAG… 3’
3’… GAYRTC… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
22 TseI E.Coli
5’… GCWGC… 3’
3’… CGWCG… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 65 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
No
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
 


	20. N° Endonucleasa Origen  bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
23 ZraI E. Coli
5’… GACGTC… 3’
3’… CTGCAG… 5’
N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
24 XmnI E. Coli
5’… GAANNNNTTC… 3’
3’… CTTNNNNAAG… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
80°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
 


	21. N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de
reconocimiento
Resultado  del corte
25 BpuEI E. Coli
5’… CTTGAG(N)… 3’
3’… GAACTC(N)… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
26 BstBI E. Coli
5’… TTCGAA… 3’
3’… AAGCTT… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 65 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
No
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
 


	22. N° Endonucleasa Origen  bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
27 Dral E. Coli
5’… TTTAAA… 3’
3’… AAATTT… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
28 MnII E. Coli
5’… CCTC(N)… 3’
3’… GGAG(N)… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
 


	23. N° Endonucleasa
Origen
bacteriano
Secuencia de  reconocimiento Resultado del corte
29 PacI P. alcaligenes
5’… TTAATTAA… 3’
3’… AATTAATT… 5’
N° Endonucleasa Origen bacteriano Secuencia de reconocimiento Resultado del corte
30 SacII
Streptomyces
lividans
5’… CCGCGG… 3’
3’… GGCGCC… 5’
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN λ en
1 hora a 37 °C en un volumen de reacción total
de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: No sensible
Definición de unidad
Una unidad se define como la cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN de
pXba en 1 hora a 37 °C en un volumen de
reacción total de 50 µl.
Inactivación de calor
65°C durante 20 minutos
Sensibilidad a la metilación
Metilación de dam : No sensible
Metilación de dcm : No sensible
Metilación de CpG: Bloqueada
 


	24. 6. CONCLUSIONES
- El  uso de páginas con usos de biología molecular, es muy importante en la actualidad
debido a la demostración del avance científico y tecnológico que se ha podido avanzar.
Es por ello que, el manejo de estas es de suma importancia con respecto a la
investigación.
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