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« Biotecnologia clasica Seleccion artificial
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« Biotecnologia moderna
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Actividad: Enzimas de Restriccion en Biotecnologia ﬁﬁ:%l%

Acabas de empezar a trabajar en una empresa biotecnologica que ofrece
servicios analiticos a la carta. Uno de los puntos fuertes de tu empresa es
la rapidez, grado de detalle y calidad de los informes que elaborais con
relacion a las peticiones que recibis por parte de los clientes.

Nada mas llegar a tu puesto de trabajo, enciendes el ordenador y tienes un
email en la bandeja de entrada que dice lo siguiente:




Actividad: Enzimas de Restriccion en Biotecnologia ﬁ%‘?&'!
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Buenos dias,

Soy Ramoén Salcedo, investigador en el Centro de Biologia Molecular de Valencia, un
centro de investigacion de reciente creacion. La semana pasada trasladamos los
aparatos de nuestro antiguo laboratorio a este nuevo centro. Durante el traslado se
estroped nuestra fuente de corriente para realizar electroforesis, lo que nos impide
poder analizar el resultado de unas muestras que nos urge tener cuanto antes.

Le pongo en contexto. En nuestro laboratorio hemos logrado aislar y purificar dos
enzimas de restriccion, a las que hemos llamado EcoRl y Pstl. Actualmente estamos
comprobando su funcionalidad tras el proceso de purificacion para verificar Si
realmente mantienen su actividad. Hemos digerido con estas enzimas el ADN del fago
lambda y el plasmido comercial pBR322, pero sin poder realizar electroforesis no
podemos comprobar el resultado. Ademas, tambieén hemos hecho la digestion del ADN
del fago lambda con el enzima de restriccion Hindlll para utilizarla como estandar. Esta
manana a primera hora os he enviado las muestras, por lo que deberian de llegaros a
lo largo de la manana de hoy. Agradeceria si me pudieseis enviar los resultados de la
electroforesis cuanto antes. Muchas gracias.

Saludos,

Ramon.
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Enzimas de Restriccion
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Se pretende digerir una molécula de ADN con dos enzimas de restriccion: EcoRI, que
reconoce el sitio de restriccion A; y Pstl, que reconoce el sitio de restriccion B. Responde a
la siguientes preguntas teniendo en cuenta el diagrama:

A AB B A

a) ¢ Cuantos fragmentos resultaran de la digestion del ADN con EcoRI?
b) ¢Cuantos fragmentos resultaran de la digestion con Pstl?

c) ¢Cuantos fragmentos obtendremos al digerir con ambas enzimas de restriccion?
Numera los fragmentos resultantes y ordénalos de mayor a menor.



Enzimas de Restriccion: Cuestion 1 ﬂaIA'NIGspEE"a
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a) ¢ Cuantos fragmentos resultaran de la digestion del ADN con EcoRI?

Fuente: https://zh.wikipedia.org/wiki/File:PDB_1esg EBI.jpg
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b) ¢Cuantos fragmentos resultaran de la digestion con Pstl?

Fuente: https://zh.wikipedia.org/wiki/File:PDB_1esg EBI.jpg
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Enzimas de Restriccion: Cuestion 1 ﬂaIA'NIGspEE"a
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c) ¢Cuantos fragmentos obtendremos al digerir con ambas enzimas de restriccion?
Numera los fragmentos resultantes y ordénalos de mayor a menor.

6>2>5>1>4>3

Fuente: https://zh.wikipedia.org/wiki/File:PDB_1esg EBI.jpg
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Superenrollamien

ADN bacteriano

Fuentes: https://es.wikipedia.org/wiki/PI%C3%A1smido / https://biomodel.uah.es/an/super/3naturaleza.htm
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DNA plasmidico

El plasmido pBR322 es un plasmido
para clonacion en E. coli. Contiene
los siguientes genes:

- ori: origen de replicacion del
plasmido natural de E. coli

- rop: gen que codifica una proteina
gue regula la replicacion del
plasmido y mantiene su numero
de copias en unas 20 por célula

- ApR: gen de resistencia a la
ampicilina

. gen de resistencia a la
tetraciclina
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Se pretende digerir el ADN del bacteriéfago lambda (48000 pares de bases) con un
enzima de restriccion. En el siguiente diagrama se indica la posicion de los sitios de

restriccion de dicho enzima.

9000 pb 21000 pb 22000 pb 24000 pb 30000 pb

\ B \C\:Du/ E - F

A

48000 pb

a) Calcula el tamaino en pares de bases (pb) de cada uno de los fragmentos resultantes y

ordénalos de mayor a menor.
b) ¢Cual sera la conformacion de estos fragmentos?



DNA del Bacteriofago Lambda: Cuestion 2 AMOEN

CIENCIA

a) Calcula el tamano en pares de bases (pb) de cada uno de los fragmentos resultantes y
ordénalos de mayor a menor.

9000 pb 21000 pb 22000 pb 24000 pb 30000 pb
A\: B \:c\: D :/ E :/ F
48000 pb
A = 9000 pb

B = 21000 pb — 9000 pb = 12000 pb
C = 220000 pb — 210000 pb = 1000 pb
D = 24000 pb — 22000 pb = 2000 pb

E = 30000 — 24000 = 6000 pb

F = 48000 pb — 30000 pb = 18000 pb

F>B>A>E>D>C



DNA del Bacteriofago Lambda: Cuestion 2

b) ¢Cual sera la conformacion de estos fragmentos?

9000 pb 21000 pb 22000 pb 24000 pb 30000 pb
A\: B \:c\: D :/ E :/
48000 pb
A B cC D E

LINEAL
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DNA plasmidico: Cuestion 3 AMOEN
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El enzima EcoRI corta el plasmido pBR322 (4361 pb) en el sitio de restriccion A, mientras
que el enzima Hincll en el sitio de restriccion B. Indica el tamafno de los fragmentos
resultantes y su conformacion en las siguientes situaciones:

A (500 pb)

pBR322

B (3000 pb) 4361 ob)

B (1000 pb)

a) Digestion con Pstl
b) Digestion con EcoRI

c) Digestion con EcoRI + Hincll



DNA plasmidico: Cuestion 3 AMOEN
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a) Digestion con Pstl

A (500 pb)

pPBR322

B (3000 pb) 4361 ob)

B (1000 pb)

Pstl no tiene sitio de corte en la secuencia del plasmido. Por tanto, el plasmido
quedara en condiciones nativas, lo que implica que puede estar en forma circular
relajada o circular superenrollada.



DNA plasmidico: Cuestion 3

b) Digestion con EcoRI

A (500 pb)

pBR322
(4361 pb)

AMGEN
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A pBR322

‘ (4361 pb)

EcoRI corta en el sitio A, que se encuentra una sola vez en la secuencia del plasmido.
Al generar el corte, el plasmido dejara de ser circular resultando en una molécula de

ADN lineal de 4361 pb.



DNA plasmidico: Cuestion 3

b) Digestion con EcoRI + Hincll

A (500 pb)

B (3000 pb) B (1000 pb)

pBR322
(4361 pb)
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Al digerir con ambos enzimas de restriccion se generaran tres fragmentos de ADN de
conformacion lineal. Un fragmento sera de 500 pb, otro de 2000 pb y otro de 1861 pb.

1 = 1000 pb — 500 pb = 500 pb
2 = 3000 pb — 1000 pb = 2000 pb
3 = 4361 pb — 3000 pb = 1861 pb
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Analisis electroforético de la digestion del ADN del fago
Lambda y del plasmido pBR322 con los enzimas de restriccion
EcoRl, Pstl, Hindlll
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Analisis electroforético de la digestion del ADN del fago
Lambda y del plasmido pBR322 con los enzimas de restriccion
EcoRl, Pstl, Hindlll

Acaban de llegar las muestras de tu cliente a la empresa. Gracias a la
tarea de documentacion que has estado haciendo ya sabes qué es cada
muestra y como actuan las enzimas de restriccion. Asi pues, el siguiente
paso sera realizar la electroforesis en gel de agarosa para poder llevar a
cabo el analisis de las muestras que pedia el cliente.
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Material por grupo: Material comun:
Fuente de
é@ %_'? ﬁ %ﬂ@\ / corriente\
Gel de Electrodo - \—J
Lambda (L) Lambda Lambda Lambda Agarosa —

—

EcoRI (LE) Pstl (LP)  HindIll (LH) (Soporte) \/

| Cubeta de _~ = Electrodo +
%—'? %"? Q‘@ %"? electroforesis

PBR322  pBR322  pBR322  PBR322 == T
EcoRI (pE)  Pstl (pP) EcoRI+Pst / ‘\ ’/ﬁ “\

(PEP)

Tampodn de | Tincion DNA
electroforesis |

Tampon de carga

'\‘_ wﬁw:@“‘—\\_, "\ A e e i

NN

Fuente: elaboracién propia



Sesion Practica: Protocolo Experimental
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Electroforesis en gel de agarosa ‘T‘MQFEE':!
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Transporte de moléculas cargadas
al someterlas a un campo eléctrico. Fuonte d
uente ade
Separacion en funcion de: corriente
a s 99
- Tamaio Gel de *
o Agarosa
- Conformacion (Soporte) Eloctrodo -
_—
-— -
D/} \/
GCC/"
’770[,/07/ °n Electrodo +
enfo T i /
ampon Cubeta de

electroforesis electroforesis

Fuente: https://www.yourgenome.org/facts/what-is-gel-electrophoresis/
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Electroforesis en gel de agarosa

Transporte de moléculas cargadas
al someterlas a un campo eléctrico.

- (-]
3 g i-(.: ==

sol state initial gel final gel structure

pocillo m"EStr%

=
gel de agarosa /‘ =
- a -___\__—_____

* 4
"'"H._ -

e

o

Sy
-~

Fuente: editado a partir de material docente de la asignatura de Bioquimica en el grado de Biologia (Universitat de Valéncia)

Gel de
Agarosa
(Soporte)
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Fuente de
corriente

Electrodo -

mj on / Electrodo +

Tampon™ Cubeta de
electroforesis electroforesis

Fuente: https://www.yourgenome.org/facts/what-is-gel-electrophoresis/
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Electroforesis en gel de agarosa 4&"3&'!

CIENCIA
Transporte de moléculas cargadas A B c
al someterlas a un campo eléctrico. (1000 pb) | (500 pb)I (250 pb)
I I
Separacion en funcion de: A

« Tamano: < A (1000 pb)

v Fragmentos pequenos: mas avanzan
v" Fragmentos grandes: menos avanzan

— «—— B (500 pb)

— «—— C (250 pb)

Fuente: editado a partir de material docente de la asignatura de Bioquimica en el grado de Biologia (Universitat de Valéncia)



Electroforesis en gel de agarosa ‘T‘MQFEE'!
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' Plasmido
Transporte de moléculas cargadas (4000 pb)

al someterlas a un campo eléctrico.

A B C
Separacion en funcion de: ADN circular relajado
i 30y it (4000 pb)
« Tamano:
v" Fragmentos pequefios: mas avanzan ,
v" Fragmentos grandes: menos avanzan - : A(fol\(l)(l)mi)a)l
p
« Conformacion:
v" DNA circular relajado: menos avanza
v" DNA circular superenrollado: mas avanza
v' DNA lineal: movilidad normal (indica el ADN superenrollado
tamano del fragmento de ADN) e

(4000 pb)

Fuente: editado a partir de material docente de la asignatura de Bioquimica en el grado de Biologia (Universitat de Valéncia)



Electroforesis en gel de agarosa: Cuestion 4 ﬁﬁ:%l%

Una molécula de DNA de 2000 pb se ha cortado en 4 fragmentos tal y como se muestra en el diagrama.

700 pb 925pb 975 pb

A | B lc/ D

2000 pb

a) Calcula el tamano en pares de bases (pb) de cada uno de los fragmentos resultantes y
ordénalos de mayor a menor.

b) Dibuja en el siguiente gel de agarosa como ha migrado cada uno de los fragmentos una vez
realizada la electroforesis, teniendo en cuenta el patron de tamanos conocidos. No olvides
nombrar cada fragmentos con su letra correspondiente.

c) ¢Cuales el fragmento que ha avanzado mas en el gel de agarosa? ¢y el que menos?



Electroforesis en gel de agarosa: Cuestion 4 AMGEN

TRANSFER
CIENCIA

a) Calcula el tamano en pares de bases (pb) de cada uno de los fragmentos resultantes y
ordénalos de mayor a menor.

700 pb 925pb 975 pb

A | B lc/ D
2000 pb
A =700 pb
B = 925 pb — 700 pb = 225 pb
C = 975 pb — 925 pb = 50 pb D>A>B>C

D = 2000 pb — 975 pb = 1025 pb



Electroforesis en gel de agarosa: Cuestion 4 ﬁ'}\:%.l%

b) Dibuja en el siguiente gel de agarosa como ha migrado cada uno de los fragmentos
una vez realizada la electroforesis, teniendo en cuenta el patron de tamanos
conocidos. No olvides nombrar cada fragmentos con su letra correspondiente.

700 pb 925 pb 975 pb _ .
A | 5 \ c I/ 5 ] I < Pocillos
i — ————  |2000 pb
2000 pb Dl —— I 1000 pb
Al — I 750 pb
A =700 pb —_— 500 pb
B = 925 pb - 700 pb =225 pb Bl — — 250 pb
C =975 pb—-925 pb =50 pb — 100 pb
D = 2000 pb — 975 pb = 1025 pb C —_—
N —_— 20 pb
D>A>B>C




Electroforesis en gel de agarosa: Cuestion 4 ﬁ'}\:%.l%

c) ¢Cual es el fragmento que ha avanzado mas en el gel de agarosa? ;y el que menos?

700 pb 925 pb 975 pb ~ .
A g le/ 5 I < Pocillos
i — ——— 2000 pb
2000 pb O — —— |10 ';b
_ |7s0
Al — P
A =700 pb —_— 500 pb
B = 925 pb - 700 pb =225 pb B S 250 pb
C =975 pb —-925 pb = 50 pb — 100 pb
p
D = 2000 pb — 975 pb = 1025 pb C _—
N — 20 pb
D>A>B>C




Electroforesis en gel de agarosa: Cuestion 4 AMOEN

CIENCIA
d) Completa las siguientes frases:
- I T Pocillos
 Los fragmentos de ADN pequenos (menos 2000 pb
pb) podran desplazarse mas facilmente por 0
los poros del gel de agarosa, de forma que - ;EED "hb
AVANZARAN MAS a través del gel. Al — — g
500 pb
* Los fragmentos de ADN grandes (mas pb) B ———  |250pb
tendran mas dificultades para introducirse por 100 pb
los poros del gel de agarosa, de forma que C
AVANZARAN MENOS a través del gel. .
+ _— 20p




Electroforesis en gel de agarosa: Cuestion 4 ﬁﬁ:%l%

Indica la movilidad electroforética en un gel de agarosa del siguiente plasmido de 4000 pb. No
olvides tener en cuenta su conformacion.

A. Plasmido en conformacion circular -
superenrollado

Circular superenrollado
(4000 pb)

Circular relajado

B. Plasmido.en conformacién circular relajada
@ (4000 pb)

C. Plasmido digerido con un enzima de restriccion

que tiene un, sitio de corte
Cortado en 1 sitio *
(4000 pb)




Electroforesis en gel de agarosa: Cuestion 4 ﬁﬁ:%l%

Indica la movilidad electroforética en un gel de agarosa del siguiente plasmido de 4000 pb. No
olvides tener en cuenta su conformacion.

A. Plasmido en conformacion circular -
superenrollado
Circular superenrollado B —_—
(4000 pb)

Circular relajado

B. Plasmido.en conformacién circular relajada
@ (4000 pb)

C. Plasmido digerido con un enzima de restriccion

que tiene un, sitio de corte
Cortado en 1 sitio *
(4000 pb)




Sesion Practica

AMGEN

TRANSFER
CIENCIA

-----1
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|
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|
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|
|
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|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

o

iAnalisis e interpretacion de los resultados!

EeoRI 4359
Aatll -Zral 4284 | Clal-Bspbl 23
R || mindn 20
| EcoRV 185
Batl - Nhel 229
fJ BamHI 375
/  seu 408
e / Banll 471
Banll 485
g 528
sphl 562
EcoNl 622
/\hll—\crlrlluw'\l 651
Pshal 712
Asel 3537 Fagl 939
Bsal 3433 — ] = BseVl 040
BseDl 3420 m ~ Nrul 972
‘ PBR3Z22 L_Q BsiAP1 1045
Ahdl 3361 4,361 bp | BspMI - B\l 1063
'\ /
\ / PMI 1315
\ —~
=y
Acul 30007 iyl 1360
’ — Aval - Bsobl 1425
AlwNI 2884 PpuMI 1438
[\ st e
BVl 2777 \ | bl 1447
Beivl 2682 rop “w\\ Ppudl 1480
Drdl 2575 > rﬁ‘«\- Bsgl 1650
Pal - Al 2473 \ | nopit 1654
Bsrbl 2404 1\ BeaBl 1668
Earl 2351
BspQl - Sapl 2350 HE T S 22
[\ P
‘H‘:ﬂPIZZ;;N [ 1 embt 2122
FI| o ol 2162
BSZI71 - Mecl 2244 |

BsaAl 2225 |
Tthii1l - PAFL 2217



Sesion Practica: Analisis e interpretacion resultados ﬁ'e“fsgﬁ%

DNA Lambda sin digerir

DNA Lambda digerido con Pstl
DNA Lambda digerido con EcoRI
DNA Lambda digerido con Hindlll

WO N =
]

Fuente: https://www.bio-rad.com/es-es/product/analysis-precut-lambda-dna-kit?|ID=ddb31e0a-9364-4e7e-aef2-f6eb98a019d8



https://www.bio-rad.com/es-es/product/analysis-precut-lambda-dna-kit?ID=ddb31e0a-9364-4e7e-aef2-f6eb98a019d8

Sesion Practica: Analisis e interpretacion resultados ﬁ'e"fsfl%

Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
bp ngl0Swg %

H—3= % 4
§ 564 58 12
% — 125 13 03
1 = DNA Lambda digerido con Hindlll -
2 = Plasmido pBR322 sin digerir (nativo) e
3 = Plasmido pBR322 digerido con EcoRlI
4 = Plasmido pBR322 digerido con Pstl on

5 = Plasmido pBR322 digerido con EcoRI+Pstl

PBR322
4,361 bp

Tehinil - PAFI 2217

Fuente: editado a partir de material docente de la asignatura de Bioquimica en el grado de Biologia (Universitat de Valéncia)
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