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Ingeniería GenéticaIngeniería Genética

“Cualquier deliberada manipulación de “Cualquier deliberada manipulación de 
 d t  d   i   t   d t  d   i   t  genes dentro de una especie o entre genes dentro de una especie o entre 

especies con el propósito de análisis especies con el propósito de análisis 
genético o mejoramiento de especies”genético o mejoramiento de especies”
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Genética clásica Genética molecular

DNA recombinanteDNA recombinante
Categoría especializada de Ingeniería Genética Categoría especializada de Ingeniería Genética 
que involucra el reordenamiento que involucra el reordenamiento in vitroin vitro de de qq
material genético, mediante la Manipulación material genético, mediante la Manipulación 
Genética Enzimática.Genética Enzimática.

Enzimas de Restricción y Actividades Enzimas de Restricción y Actividades 
Modificadoras del DNAModificadoras del DNA
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Existen barreras al intercambio de material Existen barreras al intercambio de material 
genético entre especies diversas o genético entre especies diversas o 
diferentes. Cada especie posee un “sistema diferentes. Cada especie posee un “sistema 
inmune” que reconoce y protege su material inmune” que reconoce y protege su material 
genético, pero reconoce el material genético genético, pero reconoce el material genético 
ajeno y lo ataca.ajeno y lo ataca.

¿Cómo romper estas barreras?¿Cómo romper estas barreras?

   l í   l íSurge una nueva Tecnología:Surge una nueva Tecnología:
Manipulación Genética y elManipulación Genética y el

ClonamientoClonamiento
S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile

¿Qué nos permite esta ¿Qué nos permite esta 
Tecnología”Tecnología”

““Introducción y perpetuación Introducción y perpetuación de de Introducción y perpetuación Introducción y perpetuación de de 
fragmentos de DNA extraño o ajeno, fragmentos de DNA extraño o ajeno, 
con un contenido de genes del más con un contenido de genes del más 
diverso origen, en bacterias o más diverso origen, en bacterias o más 
recientemente en células de recientemente en células de 
organismos superiores mantenidas en organismos superiores mantenidas en 
cultivo  lográndose en muchos casos cultivo  lográndose en muchos casos cultivo, lográndose en muchos casos cultivo, lográndose en muchos casos 
el el Funcionamiento o Expresión Funcionamiento o Expresión de de 
este material genético”este material genético”
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¿Qué podemos lograr con esta ¿Qué podemos lograr con esta 
Tecnología?Tecnología?

El material genético ajeno se perpetúa en la El material genético ajeno se perpetúa en la 
otra especie (organismo o célula otra especie (organismo o célula huespedhuesped) ) ot a espec e (o ga s o o cé u aot a espec e (o ga s o o cé u a uespeduesped))
sin variaciones en la progenie de la célula sin variaciones en la progenie de la célula 
receptora, pero dando origen a nuevas receptora, pero dando origen a nuevas 
características.características.

CLON,CLON,
ORGANISMO TRANSGÉNICOORGANISMO TRANSGÉNICO

uu
ORGANISMO ORGANISMO GENETICAMENTEGENETICAMENTE MODIFICADO MODIFICADO 

((GMOGMO).).
S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile

Técnicamente hablando,Técnicamente hablando,
¿Qué necesitamos?¿Qué necesitamos?

Un DNA o Gen de interés:Un DNA o Gen de interés: qué llamaremos extraño, qué llamaremos extraño, Un DNA o Gen de interés:Un DNA o Gen de interés: qué llamaremos extraño, qué llamaremos extraño, 
ajeno o foráneo, que debemos aislar y purificar ajeno o foráneo, que debemos aislar y purificar 
desde el organismo en estudio.desde el organismo en estudio.

Enzimas de Enzimas de RestriciónRestrición y otras actividades y otras actividades 
modificadoras de DNA:modificadoras de DNA: para aislar genes y acotar para aislar genes y acotar 
fragmentos de DNA que denominamos insertos.fragmentos de DNA que denominamos insertos.

Vectores de Vectores de ClonamientoClonamiento:: para transportar el gen para transportar el gen 
de interés, de interés, autoperpetuarloautoperpetuarlo y expresarlo (lleva un y expresarlo (lleva un 
origen (ORI) de Replicación)origen (ORI) de Replicación)
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¿Qué más?¿Qué más?

E i   DNA E i   DNA LiLi  i  l  d  i t é   i  l  d  i t é  Enzima  DNA Enzima  DNA LigasaLigasa:: para unir el gen de interés, para unir el gen de interés, 
fragmento de DNA o inserto al  vector de fragmento de DNA o inserto al  vector de 
clonamientoclonamiento y reparar los daños de la manipulación. y reparar los daños de la manipulación. 

Célula Célula HuespedHuesped adecuada, Procarionte o adecuada, Procarionte o 
Eucarionte (vegetal o animal):Eucarionte (vegetal o animal): donde lograr donde lograr 
perpetuar y expresar el gen de interés. perpetuar y expresar el gen de interés. 

Métodos de Introducción del Material Genético a Métodos de Introducción del Material Genético a 
la Célula la Célula HuespedHuesped:: llamados llamados Métodos de Métodos de 
Transformación.Transformación.
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HerramientasHerramientas utilizadasutilizadas en en 
ingenieríaingeniería genéticagenética

EnzimasEnzimas
VectoresVectores de de clonamientoclonamiento y/o y/o 

expresiónexpresión
E i tE i tEnzimasEnzimas

EnzimasEnzimas de de restricciónrestricción
DNA DNA polimerasaspolimerasas
RNA RNA polimerasaspolimerasas
NucleasasNucleasas
DNA DNA ligasasligasas
PolinucleótidoPolinucleótido quinasaquinasa

En procariontesEn procariontes::
PlasmidiosPlasmidios bacterianosbacterianos
BacteriófagosBacteriófagos
CosmidiosCosmidios
BACsBACs

En eucariontesEn eucariontes
levaduraslevaduras

derivados del derivados del plasmidioplasmidio 22μμ, , 
FosfatasasFosfatasas YACsYACs

eucariontes superioreseucariontes superiores
virusvirus
RetrovirusRetrovirus
virusvirus--plasmidioplasmidio
plasmidiosplasmidios
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Aislamiento de DNA

Protocolos manualesProtocolos manuales

Muestras sangre o células

Kits o sistemas comercialesKits o sistemas comerciales

http://www.protocolhttp://www.protocol--
online.net/molbio/DNA/dna_quantitation.htmonline.net/molbio/DNA/dna_quantitation.htm

Muestras sangre o células

tejidos

semen, leche, pelos..
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Cuantificación de DNA

Espectrofotometría en el espectro UV

λ 260 nm
280 nm

Ratios

1 OD = 50 µg/ml

Ratios

260/280
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Abs 260 nm/Abs 280 nm

UVC
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Espectro de Absorción UV de DNA y proteínas bajo concentraciones similares
Las proteínas absorben mejor las radiaciones UVB (280-320 nm) que las UVA 
(320-400 nm), pero siempre menos que el DNA 

% nucleic acid % protein 260:280 ratio

Quantification of nucleic acids

100 0 2.00

95 5 1.99

90 10 1.98

70 30 1.94
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SISTEMA DE MODIFICACIÓNSISTEMA DE MODIFICACIÓN--RESTRICCIÓNRESTRICCIÓN

Compuesto por:Compuesto por:

MetilasasMetilasas o o metiltransferasasmetiltransferasas::
Sistema Sistema DamDam (N(N--6 6 metilmetil adeninaadenina en GATC)en GATC)

E d lE d l dd d id i ib lib l ddEndonucleasasEndonucleasas o o endoendo--desoxidesoxi--ribonucleasasribonucleasas de de 
restricción (restricción (ER’sER’s de Tipos I, II o III)de Tipos I, II o III)
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¿Cómo trabaja el sistema de modificación-restricción?

Arber y Dussoix (1960)
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Sistemas de modificaciónSistemas de modificación-- restricción: restricción: 
mecanismo de defensa de las bacterias mecanismo de defensa de las bacterias 

contra DNA invasorcontra DNA invasor
Par Par 
endonucleasaendonucleasa ++ metilasametilasaendonucleasaendonucleasa + + metilasametilasa

de la misma de la misma 
especificidad (reconocen especificidad (reconocen 
la misma secuencia)la misma secuencia)

Especificidad de las ER es importante a dos niveles:

1) ER debe cortar la secuencia que contiene el sitio de restricción y 
no en secuencias que no lo contienen. 

2) ER no deben romper el DNA del huésped



11

1970: SISTEMA MODIFICACIÓN – RESTRICCIÓN está asociado 
con Metilasas y Endonucleasas.
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N6 metil-adenina
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Sistema de modificaciónSistema de modificación--restricción restricción 
EcoEcoRI (en RI (en E. coliE. coli))

HidrHidróólisislisis del del Enlace Enlace FosfodiésterFosfodiéster
PorPor E. de E. de RestricciRestriccióónn

3

5’5’

3

53’
3’
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Tres sistemas de sistemas de modificación restricciónTres sistemas de sistemas de modificación restricción
TIPO II TIPO I TIPO III

endonucleasa y  
metilasa son 
proteínas 
separadas

Enzima Bifuncional 
de 3 subunidades, 
R, M y S (2:2:1)

Enzima Bifuncional de 
2 subunidades MS y 
Rp

sitio de recon. 
Palíndrome corto de 
4-8 pb, la misma 
sec para R y M

Sitio de Recon. 
bipartito, asimétrico 
secuencia = 5-7 pb 

Sitio de Recon. 
secuencia 
asimétrico = 5-7 pb

Rompe en el sitio de 
reconoc. Produce 
extremos romos o 
cohesivos dentro

Rompe DNA a ~100-
1000 bases de 
distancia del sitio 

Rompe 24-26 pb río 
abajo del sitio de 
reconoc. Corte 
escalonado 2 4cohesivos, dentro 

del sitio de recon. de reconoc, al azar. escalonado 2-4 
bases apart.

R y M actúan por 
separado

R y M pueden 
competir o ser 
exclusivos 

R y M ocurren 
simultáneamente y 
pueden competir. 

No se requiere ATP 
para la restricción

Se requiere ATP para 
la restricción

Se requiere ATP para 
la restricción
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IUPAC IUPAC CodeCode MeaningMeaning ComplementComplement

A A T
C C G

IUPAC IUPAC ambiguityambiguity codescodes
International Union of Pure and Applied ChemistryInternational Union of Pure and Applied Chemistry

G G C
T/U T A
M A or C K
R A or G Y
W A or T W
S C or G S
Y C or T R
K G T MK G or T M
V A or C or G B
H A or C or T D
D A or G or T H
B C or G or T V

N G or A or T or C N

Enzimas de Restricción del Tipo II

S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile
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Enzima tipo II Secuencia
reconocida Comercial Isosquizómero Metilación Compatible con:

Enzimas de Restricción del Tipo II

S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile

Isoschizomers

Restriction endonucleases that recognize the same 
sequence.

The first example discovered is called a prototype and all subsequent enzymes that 
recognize the same sequence are isoschizomers of the prototype.

All recognition sequences are written 5´ to 3´ using the single letter code nomenclature with 
the point of cleavage indicated by a "/". 

Numbers in parentheses indicate point of cleavage for non-palindromic enzymes. For 
example, GGTCTC(1/5) indicates cleavage at:

5´ ...GGTCTCN/...3´
3´ ...CCAGAGNNNNN/...5´

S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile

Neoschizomers are a subset of isoschizomers that recognize the same 
sequence, but cleave at different positions from the prototype. 

AatII (recognition sequence: GACGT↓C) and ZraI (recognition sequence: GAC↓GTC) are 
neoschizomers of one another, while HpaII (recognition sequence: C↓CGG) and MspI

(recognition sequence: C↓CGG) are isoschizomers. 
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Enzimas de Restricción del Tipo II
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Star Activity (relaxed or altered specifity)
• Under non-standard reaction conditions, some 
restriction enzymes are capable of cleaving sequences 
which are similar but not identical to their defined 
recognition sequence This altered specificity has beenrecognition sequence. This altered specificity has been 
termed “star activity".

•It has been suggested that star activity is a general 
property of restriction endonucleases and that any 
restriction endonuclease will cleave noncanonical sites 
under certain extreme conditions

S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile

under certain extreme conditions. 

• If an enzyme has been reported to exhibit star activity, 
it will be indicated in the product entry found in the 
catalog.
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Conditions that Contribute to Star 
Activity

Steps that can be Taken to Inhibit Star 
Activity

High glycerol concentration (> 5% v/v)

Restriction enzymes are stored in 50% glycerol, 
therefore the amount of enzyme added should not 
exceed 10% of the total reaction volume. Use the 

standard 50 µl reaction volume to reduce evaporation 
during incubation.

High concentration of enzyme/µg of DNA ratio (varies Use the fewest units possible to achieve digestion. High concentration of enzyme/µg of DNA ratio (varies 
with each enzyme, usually 100 units/µg) This avoids overdigestion and reduces the final 

glycerol concentration in the reaction.

Non optimal buffer
Whenever possible, set up reactions in the 

recommended buffer. Buffers with differing ionic 
strength and pH may contribute to star activity.

Prolonged reaction time
Use the minimum reaction time required for complete 

digestion. Prolonged incubation may result in 
increased star activity as well as evaporation
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increased star activity, as well as evaporation.

Presence of organic solvents [DMSO, ethanol 
(4), ethylene glycol, dimethylacetamide, 

dimethylformamide, sulphalane (5)]

Make sure the reaction is free of any organic 
solvents, such as alcohols, which might be present in 

the DNA preparation.

Substitution of Mg2+ with other divalent 
cations (Mn2+, Cu2+, Co2+, Zn2+)

Use Mg2+ as the divalent cation. Other divalent 
cations may not fit correctly into the active site of the 
restriction enzyme, possibly interfering with proper 

recognition.

Endonucleasas de restricción Tipo II
Tipos de cortes

Romos / enfrentados

extremos compatibles

5’ protuberantes 
con extremos cohesivos 
pegajosos (sticky ends)

Extremos
Incompatibles

(no complementarios)

S Lobos C S Lobos C -- U de ChileU de Chile

3’ protuberantes
con extremos cohesivos 

o pegajosos (sticky
ends)
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Enzimas de Restricción del Tipo II
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Enzimas de Restricción del Tipo II
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Enzimas de Restricción del Tipo II
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NotI 5’…GCGGCCGC…3’

Sitios de restricción anidados

HaeIII 5’…GGCC… 3’

Terminales compatibles

Sau3A1 5’ …NGATCN.. 3’

BamHI 5’ …GGATCC… 3’
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… detrás de cada enzima de restricción del Tipo II existe 
un metilasa de restricción (sistema Inmune bacteriano)
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