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1 Resumen de las ideas clave

En este articulo vamos a estudiar los enzimas mas importantes utilizados en biologia
molecular. Comenzaremos con los enzimas de restriccidon en las técnicas de ADN
recombinante y otros usos, para continuar con la ADN ligas. Por ultimo veremos otros
enzimas muy utilizados como son las quinasa, las fosfatasas, y los que tienen actividad ADN
polimerasa.

2 Obijetivos

Una vez que el estudiante lea con detenimiento este documento, serd capaz de:
= Comprender las técncias de ADN recombinante e ingenieria genética
* Esudiar los enzimas de restriccidn y sus usos mas comunes
»  Estudiar el mecanismo de accién de las ADN ligasas
= Conocer qué son las actividades quinasa y fosfatasa
= Conocer la actividad ADN polimerasa y sus usos

= Comprender las reacciones de A tailing y end repair

3 Introduccion

La biologia molecular tiene multitud de aplicaciones a la biomedicina y la biotecnologia. Un
claro ejemplo de ello es la tecnologia del ADN recombinante, que permite combinar
artificalmente fragmentos de ADN de diferente origen, cortando y uniendo las moléculas de
ADN de interés (imagen 1). El objetivo de estas construcciones de ADN puede ser diverso,
pero como ejemplos puede servir para expresar un gen de un organismo en otro, secuenciar
el fragmento de ADN o realizar screenings (rastreos) genéticos.

La ingenieria genética es la manipulaciéon y modificaciéon de los genes de un organismo
alterando el material genético en su genoma por medio de las diferentes tecnologias de
edicion genética, incluyendo la del ADN recombinante. Las técnicas de ingenieria genética
suelen implicar el aislamiento, la manipulacién y la introduccién de ADN en un ser vivo,
normalmente para expresar un gen que codifica para alguna proteina o enzima de interés. El
objetivo es eliminar o introducir nuevas caracteristicas en un ser vivo para aumentar su
utilidad biotecnoldgica o con fines de investigacion.

Ademas, los enzimas se utilizan en otras aplicaciones de la genética y la gendmica, con el
obejetivo de modificar el ADN para amplificar la cantidad de ADN disponible, transformar el
ARN en ADN, conocer su secuencia, conocer la funcidn de los genes, o estudiar las variantes
genéticas relacionadas con enfermedades o el riesgo de padecerlas.
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Imagen 1. Tecnologia del ADN recombinante. Fuente: Wikimedia Commons

4 Desarrollo

En biologia molecular, concretamente para las utilidades anteriormente mencionadas, se
utilizan multitud de enzimas. A continuacién estudiaremos los mas importantes para usos
biomédicos y biotecnoldgicos.

4.1 Los enzimas de restriccion

Las nucleasas o enzimas de restriccidon cortan ADN de doble cadena en motivos de secuencia
especificos, de forma que dan fragmentos con extremos de secuencia conocida. Cada
enzima reconoce una o un numero pequefio de secuencias blanco y corta el ADN en o cerca
de esas secuencias. Son herramientas imprescindibles en biologia molecular, ingenieria
genética y biotecnologia.

Se aislan a partir de bacterias, y se nombran con tres letras del género y especie de la
bacteria de la que se aislaron originalmente, seguidas a veces otra letra que identifica el
serotipoy, finalmente, por un nimero romano que las identifica dentro de los de esa especie
y serotipo (por ejemplo EcoRl de Escherichia coli). Se descubrieron en los afios 60 y su uso
en biologia molecular empezd en los 70 permitiendo el desarrollo de las tecnologias de ADN
recombinante. Cada enzima se caracteriza por su secuencia diana.

Las enzimas de restriccidn tienen actividad endonucleasa y cortan un enlace fosfodiéster en
cada hebra del ADN bicatenario. Su importancia radica en su gran especificidad para
reconocer una secuencia corta de ADN y cortarla siempre en la misma posicién. Los
fragmentos de DNA resultantes son utiles para aplicaciones posteriores en biologia
molecular, como por ejemplo clonacién, elaboracién de mapas de restriccién o deteccion
de polimorfismos.

Pagina2de?



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Los enzimas de restriccién se agrupan en tres familias, de acuerdo con sus propiedades:
Tipos I, Il y lll. Las mas utilizadas como herramientas en biologia molecular son las Tipo Il, ya
que cortan en un punto muy definido dentro de su secuencia diana. Las enzimas de
restriccion de Tipo | y lll reconocen una secuencia especifica, pero cortan a una distancia
variable del sitio de restriccién. Las enzimas de restriccion de Tipo Il reconocen una
secuencia especifica, pero ademas siempre cortan entre los mismos nucledtidos de esta
secuencia, generando siempre los mismos fragmentos de restriccidon. La secuencia diana es
de tamafio variable, la mayoria de 4 y 6 nucledtidos, con frecuencia palindrémica. Algunas
enzimas de restriccion cortan generando extremos llamados romos mientras que otras
cortan generando extremos protuberantesllamados cohesivos (imagen 2). Los extremos
cohesivos pueden utilizarse para ligaciones direccionales (imagen 3) con otros extremos
cohesivos compatibles (secuencias complementarias), mientras que para los extremos
romos la ligacion no es direccional, pudiendo ligarse extremos 5’ con extremos 3’.

Enzima Secuencia de Patrdn de corte Bacteria de origen
reconocimiento y de corte
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Imagen 2. Algunas enzimas de restriccion tipo Il comunes, con sus secuencias de reconocimiento, los
patrones de corte y su origen. Fuente: Biol. Ivan Ledn, Allscience. Adaptado de Klug y col. (2006).

4.2 Las ADN ligasas

La ADN ligasa es una enzima que une ADN. Si dos fragmentos de ADN tienen extremos
cohesivos o romos, la ligasa puede unirlos para formar una molécula tnica de ADN. Un
ejemplo seria la ligacion de los extremos cohesivos del ejemploa anterior (imagen 4). La
ADN ligasa utiliza ATP como fuente de energia para catalizar esta reaccion. Este enzima
cataliza la unidn del grupo fosfato del extremo 5' de una cadena de ADN al grupo hidroxilo
del extremo 3' de la otra cadena.
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Imagen 3. Ligacion direccional utilizando extremos cohesivos compatibles en pldsmido e inserto.
Fuente: Khan Academy. https.//es.khanacademy.org/
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Imagen 4. Ligacion de extremos cohesivos por la ADN ligasa.
Fuente: Khan Academy. https://es.khanacademy.org/

Existe otro tipo de ligacion particular, llamado ligacion TA, que liga A (introducidas por ADN
polimerasas o subunidades de las mismas) con T que contienen los plasmidos o fragmentos
de ADN a ligar. Esta técnica se denomina TA cloning. Para afiadir una secuencia de “A” a un
producto de PCR producido por una polimerasa de alta fidelidad (no Taq) para su uso en la
clonacién de TA, puede incubarse 30’ a 722C. Los productos de amplificacidn con Taq
polimerasa ya tienen una “A” extra que puede usarse con estos fines.
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Imagen 5. Detalle de la reaccion de ligacion por la ADN ligasa.
Fuente: Labster. https://theory.labster.com/es/dna-ligation/

4.3 Otros enzimas importantes en biologia molecular

El ADN fragmentado, ya sea artificialmente, mediante enzimas de restriccion que dna
extremos protuberantes, o parcialmente degradado, suele tener extremos cohesivos, lo que
implica que una de las cadenas es mas larga que la otra. El ADN con extremos cohesivos se
une espontaneamente a otro ADN que tenga extremos cohesivos complementarios. Para
evitar esto, es necesario convertirlo en ADN con extremos romos. Esto puede hacerse
rellenando los huecos (protuberancias) con una ADN polimerasa o solo con la subunidad
Klenow de la ADN polimerasa (carece de actividad exonucleasa 3’-5’, solo actividad 5’-3’)
(imagen 6).

Otros enzimas importantes en biologia molecular son los que afiaden o quitan grupos
fosfato, es decir, las quinasas y fosfatasas, respectivamente. Por ejemplo, recordad que para
poder unir dos fragmento de ADN por la ADN ligasa, esta tiene que estar fosforilada en 5’
(imagen 5). Si por ejemplo queremos ligar en romos porque carecemos de
complementariedad, y tenemos extremos protuberantes, debemos primero rellenar los
huecos con actividad polimerasa y después fosforilar. Esto es lo que se llama “reparacion de
extremos” (end repair). Esto puede ir unido o no al “A” tailing visto anteriormente en el
apartado 4.2 (imagen 7).

En general, los enzimas mas utilizados en biologia molecular, tanto polimerasas como
kinasas o fosfatasas, son los derivados del fago T4.
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Imagen 6. Rellenado de huecos de los extremos cohesivos.
Fuente: Labster. https://theory.labster.com/end-repair-step/
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Imagen 7. End repair unido a A tailing y union de adaptadores para secuenciacion.
Fuente: Cytiva. https://www.cytivalifesciences.com/
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5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos aprendido sobre los diferentes enzimas
utilizados en biologia molecular y sus usos mas frecuentes, centrandonos en las aplicaciones
biomédicas y biotecnolégicas.
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