F

90 problemas resueltos .
de Ingenieria Genética

Miguel Herndndez

José Luis Micol Molina MUNIVERSITAS



90 problemas resueltos
de Ingenieria Genética

Universidad Miguel Hernandez de Elche
Grado en Biotecnologia
Cursos 2011-15

José Luis Micol Molina
Catedratico de Genética
Departamento de Biologia Aplicada

M UNIVERSITAS
Miguel Herndndez



Indice

IEPOAUCCION ...ttt ettt e et et e e et e et eeeaeeaeeeeaeeeeee et eeeeseateneeeeaeeaeeeenteseesemeeneeseateneeeeneeteeeeseseneenanens 1
Problemas del curso 2011-12

Enunciados
Ejemplo 1.- En Pandora existe una gran variedad de seres vivos. Su informacion genética estd contenida en un
Ejemplo 2.- La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, responsable de la muerte de casi 5.000 personas al

1.- El genoma del virus imaginario VIL muestra las siguientes relaciones entre bases nitrogenadas: A/T=0,33, G

2.- El plasmido pROC de Escherichia coli fue purificado y digerido con las endonucleasas Aatl, BamHI, Cspl y.........cccuueen.e. 2
3.- Dos enzimas que catalizan la sintesis de ARN a partir de ribonucledsidos trifosfatados se diferencian en su................... 3
4.- En la Tabla 2 se indican los resultados de la caracterizacidon de dos tipos de acidos nucleicos extraidos de .3
5.- La molécula de ADN bicatenario de la Figura 4 se transcribe y traduce in vivo a un polipéptido de cinco ........cccccvveennees 4
6.- Se disefian y sintetizan por el método de la fosforamidita varios oligonucleétidos (A-J en la Tabla 4) con el ................... 4
7.- Las moléculas de ADN bicatenario que se representan en la Figura 7 tienen grupos fosfato en sus extremos................. 5
8.- La empresa Promega distribuye el vector plasmidico pGEM-T Easy linearizado (Figura 8), con el propdsito de............... 5
9.- El ADN obtenido en una minipreparacion realizada con uno de los transformantes que se seleccionaron en.................. 6
10.- La corea de Huntington es un proceso neurodegenerativo letal que presenta herencia monogénica. Dado.................. 6
11.- El individuo II-1 de la familia A de la Figura 12 padece fenilcetonuria, una enfermedad autosdmica recesiva ............... 7
12.- A su regreso de una visita a su familia en Ghana, un nifio de 13 afios fue detenido en 1983 en el aeropuerto .............. 7
13.- Un investigador pretende identificar un clon en una genoteca gendmica suficientemente representativa del.... ...8
14.- Con el propdsito de caracterizar varios alelos mutantes del gen MAD (mothers against decapentaplegic).................... 8
15.- AGO1, el alelo silvestre del gen ARGONAUTE1 de Arabidopsis thaliana, fue secuenciado en el laboratorio................... 8
16.- Interpreta el mapa de la Figura 17 explicando la funcidn natural (actividad enzimatica del producto génico) ............... 9
17.- Se estudid la presencia de 8.203 STS en 960 clones YAC para generar un mapa fisico del genoma del ...9
18.- Una investigadora del laboratorio de José Luis Micol, en la Unidad de Genética del Instituto de Bioingenieria.............. 9
19.- Las mutaciones de insuficiencia de funcidn en el gen INDY (I’'m not dead yet) de Drosophila melanogaster ................ 11
20.- La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica recesiva, que reduce la esperanza de vida de quienes.................. 12
21.- La huella molecular (genetic fingerprint) tiene entre otros usos el de intentar identificar nifios robados .................... 12
22.- Obtén informacién en internet acerca del vector pGSA1204. Copia y pega el mapa de este vector en 22A. ................ 13
23.- Interpreta el mapa del vector pGen2.1, que aparece en la Figura 23, explicando sucintamente en 23A-23L ............... 13
24.- Varias de las polimerasas termoestables de uso comun en Ingenieria Genética rinden productos de.........cccceeevuveeennn. 13
25.- La borreliosis o enfermedad de Lyme es causada por Borrelia burgdorferi. Es transmitida por garrapatas .................. 13
26.- Un ensayo de gRT-PCR para la determinacién en sangre del nimero de copias de un virus cuyo genoma................... 14
27.- Se construyd una genoteca de ADNc a partir de ARNm de células de higado de pato (Anas platyrhynchos ................. 14
28.- Durante la realizacién de su trabajo de fin de grado, se asigna a una alumna de cuarto curso de Biotecnologia ......... 14

29.- Investigadores de las universidades de Harvard y Stanford llevaron a cabo varios andlisis globales de

30.- El gen WYO humano presenta 4 secuencias que parecen ser donantes del splicing, y otras tantas que

HOJAS @ FESPUESTAS ......c.eiiiieiiiiiiceiiee ettt e e ettt e ettt e e s tte e e et beeeeeabaeeeeabaeeeastaeeaasssaeeaassaaaansteeeeassaaeesnsaeaaanstasesanssaeessaeaeansseeenanses 18

SOIUCIONES .......eeiiiiieiee ettt e e et e e e e e e e ettt e e e e eeeeeaaabaseseeesessssbaseseeeeeasabasaeeeseesassbaseaeeesesassbasaeeeeeesasbaseeeeenesnssrnrens 31

Problemas del curso 2012-13

Enunciados
1.- La composicién de una molécula monocatenaria de ARN de 10° nt de longitud es del 20% en A, 25% en C, 25%.......... 44
2.- Se aislé ADN del plasmido pEZY mediante una minipreparacion realizada a partir de un cultivo de Escherichia............ 44

3.- Las moléculas bicatenarias que se representan en la Figura 3 tienen grupos fosfato en sus extremos 5’ ...........ccccueeee.. 45



4.- Se representa en la Figura 4 parte de la secuencia de una de las dos cadenas de una molécula de ADN lineal.............. 45

5.- Interpreta el mapa del vector que se representa en la Figura 5 explicando la funcién natural (actividad...................... 45
6.- Interpreta el mapa del vector que se representa en la Figura 6, explicando sucintamente en 6A-6G la funcion ............45
7.- Se realizaron tres reacciones en tubos separados, en cada una de las cuales se empled a 37°C ADNpol | de.................. 46
8.- El producto de amplificacion por PCR cuya secuencia se recoge en el archivo “Problema81G2012-13.txt" .................... 46

9.- Se disefiaron y sintetizaron dos oligonucleétidos (UMHa: 5-ATGTTCCTGGTTGCGTGAAC-3'y UMHb........ccocvvveeirieenne
10.- El producto del gen cubitus interruptus de Drosophila melanogaster es un factor de transcripcidn cuya

11.- El 4rbol genealdgico de la Figura 7 representa un caso de herencia de la hipercolesterolemia familiar, una

12.- Se purificé ADN a partir de muestras de sangre de 200 personas, que se digirid individualmente con EcoRl............... 47
13.- Con el fin de utilizarlos como cebadores en la amplificacién por PCR de una molécula de ADN, se disefiaron............. 48
14.- La secuencia del genoma del cerdo (Sus scrofa domestica), cuyo tamafio es 2,7 Gb, ha sido publicada....................... 48
15.- Indica las diferencias estructurales entre una molécula monocatenaria de ADN natural y un oligonucleétido ............ 48
16.- La secuencia de la Figura 9 fue obtenida en el laboratorio de José Luis Micol durante el verano de 2012.................... 48
17.- En la Figura 10 se representa parte de la secuencia del gen ICU2 (INCURVATAZ2) de Arabidopsis thaliana................... 49
18.- Utiliza la informacién que puedas encontrar en internet, particularmente en YouTube, para responder..................... 49
19.- Explica sucintamente en 19A-191 qué has aprendido durante la resolucién y discusidn de los problemas.................... 49
20.- Explica sucintamente en 20A-20I qué has aprendido durante la resolucién y discusion de los problemas ................... 49
HOOjJAS 8 FESPUEBSTAS ......eeiiiiiiiiiiiieite ettt ettt ettt et e bt e e bt e b e e e b et e bt e e bt e e be e e bt e e bt e e be e e bbeeabe e e bbeeabe e e bbeebeeebbesneeebaesaneas 50
Yo 11 ol T T 1= SO PURRTRPPOE 61

Problemas del curso 2013-14

Enunciados

1.- Se ha descubierto una bacteria que solo utiliza un coddn de terminacién: UGA. Empleando el cddigo genético........... 72
2.- El plasmido pALIO de Escherichia coli fue purificado y sometido a digestiones simples y dobles con cuatro................... 72
3.- Se obtuvieron disoluciones de gran pureza de (1) ADN monocatenario circular, (2) ADN monocatenario lineal............ 73
4.- Las moléculas de ADN bicatenario que se representan en la Figura 3 tienen grupos fosfato en sus extremos 5’ ........... 74
5.- Interpreta la Figura 4 explicando la funcién natural (actividad enzimatica del producto génico; en 5A, 5Cy 5E) ........... 74
6.- Empleando la informacidn que proporcionan las Figuras 4 y 5, explica qué consecuencias tiene la digestion................ 74
7.- Se dispone de los vectores pBR322, pUC18 y pGEM-3Z para llevar a cabo cinco experimentos de clonacion................. 75
8.- Con el propésito de clonar y posteriormente subclonar el gen de la tiroperoxidasa humana (TPO), se procedid...........75
9.- Se han desarrollado varios métodos de modificacion de moléculas de ADN basados en la recombinacion.................... 75
10.- Se obtuvieron ratones knockout mediante la tecnologia Cre-lox, con el fin de estudiar los efectos de la..................... 77
11.- Empleando el cddigo genético de la Tabla 1, disefia dos oligonucleétidos degenerados con los que se pueda............ 77
12.- Se representa en la Figura 12 la segregacion de una enfermedad hereditaria muy rara. También se muestra .78
13.- El 4rbol genealdgico de la Figura 15 representa la segregacion de una enfermedad autosémica recesiva. .................. 79
14.- SHY, un gen del cromosoma X, causa una enfermedad dominante que se manifiesta con anticipacion...........c.......... 79
15.- Se espera que nuestro planeta esté poblado por unas 10%° personas antes de que finalice el Siglo.......c..cocceeveveevenene. 80
16.- La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica recesiva causada por los alelos mutantes del gen de la................ 80
17.- Existen muchas paginas web que contienen programas de dominio publico que permiten el anélisis y la................... 81
18.- Se disefiaron cuatro oligonucleétidos para amplificar mediante PCR un gen viral: 5'-ACGTGTGCACAGTAGCA ............ 81
19.- Las lecturas que realiza un secuenciador masivo deben ser alineadas con la secuencia de un genoma de................... 82
20.- Busca en YouTube, DNATUBE y otros sitios web un video de mas de 1 minuto y menos de 5, en el que se ................. 83
HOJAS @ FESPUESTAS ......c.uviiiiiiiieeceiiee ettt e e ettt e ettt e e stte e e et teeeeeaseeeeeabaaeeastaeeaassaaeeanssaeaansseeesassaseesnsaesaanstasesanssaeessanaeansteeennnses 84
1Y o] [ 161 T T 1= PSPPSR 96

Problemas del curso 2014-15

Enunciados
1.- Empleando el cédigo genético de la Tabla 1, define en 1A la secuencia de un péptido, al que llamaremos PEP .......... 108



2.- El plasmido pIBE de Escherichia coli fue purificado y sometido a digestiones simples y dobles con las ........................ 108

3.- La miostatina es una proteina producida por el gen MSTN que limita el crecimiento muscular en muchos.................. 109
4.- Se han obtenido recientemente dos nucleétidos sintéticos distintos de los naturales se ha demostrado..................... 109
5.- Se realizaron varios experimentos de clonacidn a fin de estudiar y eventualmente manipular el gen.......ccccceevvvenen. 109
6.- Una vez enmendados los errores de la Tabla 2, y tras la correcta incorporacion de un inserto de 5.320 pb................. 109
7.- La Figura 3 representa una coleccion de vectores disefiados con el propdsito de obtener construcciones .................. 110
8.- Explica los procesos que se representan en las filas 4-6 (en 8A) y 9-13 (en 8B) de la Figura 3, y qué finalidad ............. 110
9.- El vector Puro-TV fue disefiado para la eliminacidn dirigida del locus mir-290~295 en ratones transgénicos............... 110
10.- Indica en 10A cual es la denominacién del sistema de recombineria mas comun, en qué tipo de......c..ccceevveeevrrenn. 111
11.- Muchas proteinas presentan dominios con una organizacién modular que es el resultado de fusiones de................ 112
12.- Busca en internet una imagen en la que se detalle la estructura del promotor pTRE3G que se menciona en ........... 113
13.- Explica en 13A cdémo se obtuvo y para qué sirve la molécula que aparece en la parte inferior de la Figura 6............. 113
14.- Busca en internet y pega en 14A una imagen que ilustre los fundamentos de la técnica denominada.............c........ 113
15.- Interpreta en 15A la Figura 9a. Indica en 15B a qué técnica corresponden los electroferogramas. .........ccccceeevvveenne 113
16.- En la Figura 10a se muestran los resultados de cinco analisis de micromatrices, en los que se estudiaron ................ 113
17.- El arbol genealdgico de la Figura 12 representa la transmision, en varias familias presuntamente no ..........cccccuee.e. 116
18.- Las tecnologias de secuenciacion masiva de lllumina (HiSeq), Life Technologies (lon Proton), Roche (454)................ 116
19.- La Sequence Manipulation Suite (SMS; http://www.bioinformatics.org/sms2/) incluye programas de.........c...ccuc..... 117
20.- El arbol genealdgico de la Figura 14a representa la transmision de una enfermedad hereditaria que se.................... 117
HOJAS @ FESPUESTAS .........viieiiiiiii et e ctee e ettt e ee et e e et ee e e s tbeee e e taeeeeaasaae e sbaeaaassaeseessaseeasbasaeanssssesassaaseantasaeansteseeassaasesssnaans 118
Y o] [T Lol T T 1T T U TOR PSP PRRTP 128
Origen de [0S ProBICMAS ..ottt s s tens 138
(O Yo 1A 0 ) B R T PP PP PP PP PP PPPTRTN 138
(OI Yo 1A 0 ) R 1 OO PP TP PPPTRN 138
(O Yo I 0 ) R PP PP PPRPPUTTN 138
CUISO 20T14-105 ettt st st s te et et bttt eaeeueeue et et eue et et et eseee e ee e ek ees e es £ eb £ eb s es b en b es s enben s ensea e s et et et se e ne e et ee sh sheeaeeae e e neeneen 139
Distribucion de las calificaciones de [as SEri@s ...............c..ccooviiiiiiiceece et 140
Texto de los archivos COMPIEMENTATIOS.................cc.ooieiiiiiiccee s 141

CUrriCUIUM FE@SUMIAO @I QUEOK ...ttt ettt e et e e e ee et et eee et eaeseeeeeseeeeeeeneeeeenenens 145



José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (cursos 2011-14)

Introduccion

Este libro de problemas recoge los que he propuesto de 2011 a 2015 a mis alumnos de la asignatura de
Ingenieria Genética, de segundo curso del Grado en Biotecnologia de la Universidad Miguel Hernandez de Elche
(en adelante, UMH). Dado que existen muy pocos libros de problemas de Ingenieria Genética, publico este
esperando que sea de utilidad tanto para estudiantes como para profesores.

Los problemas de este libro son muy diversos: los hay con enunciados breves o muy extensos; que se
relacionan de manera directa con lo expuesto por el profesor en clase de teoria o que obligan a descubrir
conceptos; complejos o aparente y realmente triviales; y basados en problemas preexistentes, en mis propias
ideas o en articulos cientificos. Indico en la pagina 108 el origen de todos los problemas que no son integramente
mios.

Publiqué los enunciados de estos problemas en la pagina web de mi asignatura, agrupados en diez
series, cada una de ellas de tres problemas en 2011 y de dos en los afios siguientes. La publicacidén se hizo
secuencialmente a lo largo del cuatrimestre, siempre después de la imparticién de la parte correspondiente del
temario. Cada serie se discutid en horas de clase destinadas a practicas de aula, unas dos semanas después de
la publicaciéon de los enunciados. Los alumnos fueron informados de que algunos problemas requerian para su
resolucion recursos bioinformaticos de dominio publico y que en todos los casos era necesario consultar el
material entregado o recomendado por el profesor durante la imparticion de las clases de teoria, y conveniente
realizar busquedas en internet.

Los enunciados de los problemas se publicaron junto con las correspondientes hojas de respuestas:
formularios electrénicos en formato pdf, con campos que admitian texto con un tipo de letra predeterminado y
un nimero de lineas y caracteres limitado; algunos campos permitian incorporar imagenes. Los alumnos podian
remitirme para su evaluacion hojas de respuestas rellenas solo si estaban dispuestos a exponer en el aula, ante
mi y sus compafieros, la forma en que habian resuelto los problemas. A las hojas de respuestas rellenas debian
adjuntarse diapositivas que las explicaran. Para cada clase de problemas elegi a al menos un alumno por
problema, que con la ayuda de sus propias diapositivas expuso cémo habia resuelto los problemas y contestd a
cuantas preguntas al respecto le formularon sus comparieros.

La evaluacién continua mediante resolucion de problemas asociada a la entrega de hojas de respuestas
para su defensa publica fue instaurada en la Universidad de Sevilla en la década de los 70 por Enrique Cerda
Olmedo. Uno de sus discipulos —Francisco Murillo Araujo, mi director de tesis— la puso en marcha en 1980 en
la Universidad de Murcia; alli comencé a usarla durante la realizacion de mi tesis doctoral. Este método es en mi
opinidn muy util para los alumnos, que habitualmente discuten mucho entre ellos cada respuesta antes de
remitirla al profesor, adoptando asi una actitud activa que les ayuda a identificar y comprender las claves de
cada problema. Aunque es inevitable que algunos estudiantes se limiten a copiar las respuestas de sus
companferos, son muchos mas los que se lo toman en serio e intentan encontrarlas por si mismos,
individualmente o en grupo, y obtienen de ello el beneficio de aprender, que es mucho mayor que el derivado
de los escasos puntos que les concede el profesor por cada solucidn correcta. Implementé este sistema en la
Universidad de Alicante en 1991, y en la UMH en 1997, en este ultimo caso a la vez que algunos de mis antiguos
colaboradores, que ya eran profesores.

En los cursos 2013-14 y 2014-15 elaboré diapositivas que informaban a mis alumnos de la evolucién de
las calificaciones de las series, indicaban los errores mas llamativos que algunos de ellos habian cometido en sus
hojas de respuestas y explicaban mediante animaciones cdmo resolver algunos problemas. También inclui en
estas presentaciones complementarias las diapositivas previamente proyectadas en las clases de teoria que
contenian la informaciéon mas relevante para la resolucién de cada problema. La pagina 141 contiene enlaces a
estas presentaciones.

Mi asignatura tiene un blog institucional y una cuenta en Twitter, en los que escribo de septiembre a
febrero. Dedico ocasionalmente atencion a mi blog personal “Genética cotidiana”.


http://www.raing.es/es/acad-micos/excmo-sr-d-enrique-cerd-olmedo
http://www.raing.es/es/acad-micos/excmo-sr-d-enrique-cerd-olmedo
http://umh1401.edu.umh.es/
https://twitter.com/umh1401
http://www.scoop.it/t/genetica-cotidiana
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Problemas

Ejemplo 1.- En Pandora existe una gran variedad de seres vivos. Su informacidn genética esta contenida en un
ADN bicatenario en el que se forman puentes de hidrégeno entre el acido barbiturico y la 2,6-diaminopurina,
gue forman parte de los Unicos dos desoxirribdsidos de Pandora (Figura 1).

Indica en E1A si la variabilidad de las temperaturas
0 NH
/”\ 2 H de fusién del ADN pandoresco debe ser mayor, menor o
HN NH NT X N igual que la del ADN terrestre; en E1B, cuantas secuencias
| [> de nucledtidos distintas podrian formarse con un
M H N)\N/ N segmento de ADN pandoresco de 100 pb; y en E1C, el
0o O 2 numero de puentes de hidrégeno que crees que se
Figura 2.- Formulas del 4cido barbitdrico esta!alecerén en el ADN pandoresco entre las dos
(izquierda) y la 2,6-aminopurina (derecha). moléculas de la Figura 1.

Ejemplo 2.- La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, responsable de la muerte de casi 5.000 personas al
dia en nuestro planeta, la mayoria de ellos jévenes y de paises en desarrollo. Indica en E2A cual sera el peso, en
gramos, y la longitud total, en metros, de la molécula de ADN bicatenario que constituye el cromosoma de
Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis, asumiendo que su tamafio es 4,4 Mb y que
tiene un contenido en G+C del 65,6%. Haz otro tanto en E2B en relacidn al genoma nuclear de Arabidopsis
thaliana, de 125 Mb y un contenido en G+C del 36%. Indica en E2C el nUmero maximo de proteinas que podria
codificar el cromosoma de Mycobacterium tuberculosis y en E2D el de Arabidopsis thaliana, asumiendo en
ambos casos una media de 400 aminoacidos por proteina, y que las regiones no codificantes suponen un 30%
de ambos genomas. Consultense los datos fisicos y quimicos del ADN que se estimen necesarios.

1.- El genoma del virus imaginario VIL muestra las siguientes relaciones entre bases nitrogenadas: A/T=0,33,
G/C=2 y A+T/G+C=1,33. Indica en 1A qué tipo de molécula constituye el material genético del virus; en 1B, el
valor de la relacion purinas/pirimidinas en dicha molécula; en 1C, las proporciones relativas para cada una de
las bases en una molécula complementaria de ARN obtenida empleando como molde la que constituye el
genoma del virus; y en 1D, las proporciones de bases en la molécula hibrida.

El cromosoma de Escherichia coli es una molécula de ADN bicatenario circular de 4,6 Mb. Indica en 1E
cuales de las siguientes composiciones del ADN de Escherichia coli son imposibles: (a) solo A; (b) solo Ay T; (c)
soloCy T, (d) solo Ay G; (e) solo A, Gy T; (f) 90% de A+C+G y 10% de T; (g) 40% de A+C+T y 60% de G.

El plasmido pDAZO de Escherichia coli, de 5,4 kb, es purificado y
digerido con EcoRI. Se obtiene asi un Unico fragmento de restriccién, de 5,4 kb, bp
gue es sometido a una segunda digestion. Indica en 1F el nimero de dianas de
EcoRIl en pDAZ0, y en 1G, cudntas esperarias que tuviese si su secuencia se
hubiera obtenido al azar. Escribe en 1H qué enzima se ha empleado para la
segunda digestiéon si sus productos finales son mononucledtidos y
oligonucledtidos con un fosfato en 5'. Haz otro tanto en 1l si el producto final
es una molécula de 3 kb con extremos romos.

2.- El plasmido pROC de Escherichia coli fue purificado y digerido con las
endonucleasas Aatl, BamHlI, Cspl y Dralll, en digestiones simples y dobles, con
el fin de llevar a cabo su cartografia de restriccion. Los fragmentos de
restriccién fueron sometidos a electroforesis en un gel del 1,5% en agarosa
tefiido con bromuro de etidio, empleando 1 kb DNA Ladder de Invitrogen como

marcador de peso molecular (Figura 2). Las bandas asi obtenidas se V|:
visualizaron y fotografiaron en un documentador de geles con el resultado que

rnugstra la Figura 3, en la que las en2|‘ma.s se representan por su |n|‘C|a‘I: y M Figura 2.- Tamafio (en pb) de las
indica marcador de peso molecular. Dibuja en 2A un mapa de restriccién de moléculas del marcador de peso
pROC (circular), indicando en kb las distancias entre las dianas de 1as molecular 1 kb DNA Ladder de
restrictasas. No se requiere en este problema una precisién superior a 0,5 kb.  Invitrogen.

Hinf | fragments
of the vector
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Figura 3.- Visualizacion de M A B C D A+B B+C A+C A+D B+D M
los fragmentos de restriccion
de pROC obtenidos tras su
digestion con las enzimas Aatl G - - G
(A), BamHI (B), Cspl (C) y p— - p—
Dralll (D). M: marcador de - ea= - -
peso molecular. Gl oqun as @) = -
- a -
- -
- g =
(] ) Y (]

3.- Dos enzimas que catalizan la sintesis de ARN a partir de ribonucledsidos trifosfatados se diferencian en su
modo de accidn, tal como se desprende de los datos de la Tabla 1. En esta tabla se muestran los resultados de
diversos experimentos en los que las enzimas se incubaron por separado con una mezcla equimolecular de
cuatro ribonucledsidos trifosfatados (A, G, C y U), en ausencia o presencia de ADN bicatenario extraido de dos
organismos distintos, X e Y. El contenido en G+C del ADN de X es del 30%, y el de Y, del 70%. La Tabla 1 indica el
tipo de ADN con el que se realizd cada experimento, si hubo (+) o no (-) sintesis apreciable de ARN, y en su caso,
la composicion de este Ultimo, en porcentaje.

Tabla 1

Experimento Enzima Tipo de ADN Sintesis Composicidn del ARN (%)

presente presente de ARN A G C U
1 enz.1l ninguno - - - - -
2 enz.1 X + 34,8 14,7 15,3 35,2
3 enz.1 Y + 14,9 351 34,9 15,1
4 enz.2 ninguno + 24,6 25,3 24,9 25,2
5 enz.2 X + 25,3 24,6 25,2 24,9
6 enz.2 Y + 25,2 24,9 25,3 24,6

En experimentos de hibridacion se comprobd que el ARN del experimento 2 hibrida al 100% con ADN
de X previamente disociado por calentamiento, pero no lo hace con ADN de Y. El ARN del experimento 3 hibrida
al 100% con ADN de Y, pero no con el de X. Los ARN de los experimentos 4, 5y 6 no hibridan ni con ADN de X ni
con el deY. Para cada una de las dos enzimas propdn en 3A una hipdtesis que explique su modo de accidn. Indica
en 3B un experimento que permita confirmar tu hipétesis sobre el modo de accién de la enzima 2.

4.- En la Tabla 2 se indican los resultados de la caracterizacion de dos tipos de acidos nucleicos extraidos de los
bacteridfagos X e Y. Se dan los contenidos en tres de las bases, la sensibilidad a dos ribonucleasas y dos
desoxirribonucleasas distintas, y absorbancia a 260 nm (A,0) de muestras de acido nucleico antes y después de
calentarlas a 100°C durante 15 minutos. El signo + indica que el acido nucleico es degradado por la nucleasa
correspondiente, y el signo -, que no es degradado. Indica en 4A y 4B la naturaleza molecular de los acidos
nucleicos de los fagos X e Y, respectivamente, con el mayor detalle que permitan los datos. Propdn en 4C una
explicacion breve al hecho de que la desoxirribonucleasa 2 no actue sobre el acido nucleico Y.

Tabla 2
Contenido en bases (%) Sensibilidad a DNasas Sensibilidad a RNasas Ao
Fago A G C 1 2 1 2 Enfrio En caliente
X 40 16 15 - - - + 1,23 1,25

Y 28 22 21 + - - - 1,19 1,56
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5.- La molécula de ADN bicatenario de la Figura 4 se transcribe y traduce in vivo Tabla 3
a un polipéptido de cinco aminodcidos. Indica en 5A los extremos 5’y 3’ de cada Cédigo Base
cadena, cudl de ellas se transcribe y en qué direccién (dibuja una flecha), y cuales A Adenina
son los codones de iniciacion y terminacién de la traduccion. C Citosina
G Guanina
..TACATGATCATTTCACGGAATTTCTAGCATGTA... T (o U) Timina (o Uracilo)
..ATGTACTAGTAAAGTGCCTTAAAGATCGTACAT.. R AoG
Figura 4 Y CoT
S GoC
Dos alelos mutantes del gen de la subunidad o de la hemoglobina (Hb) w AoT
son la causa de las variantes HobW1 y HbCS, en las que la longitud de la globina K GoT
o es mayor que en la HbA silvestre, tal como se muestra en la Figura 5. M AoC
B C,GoT
Residuo 141 146 D A GoT
HbA .ser-lys-tyr-arg-COOH H ACoT
HbWl ..ser-asn-thr-val-lys-leu-glu-pro-arg-COOH \Y; A CoG
HbCS ..ser-lys-tyr-arg-gln-ala-gly-ala-ser-val-ala.. N Cualquier base
Figura 5.- Alineamiento parcial de la HbA y dos de sus variantes. L0- Espacio

Utilizando los cédigos de la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) que se muestran
en la Tabla 3, indica en 5B la secuencia nucleotidica de la regién del gen de la subunidad a de la Hb que codifica
las secuencias peptidicas de la Figura 5, y en 5C qué mutaciones puntuales (delecidn o sustitucién de solo un
nucledtido) han dado lugar a las variantes HoW1 y HbCS.

La insercion de un nucleédtido y la delecidén de otro a cierta distancia en el gen Shh (Sonic hedgehog)
humano provoca el cambio de H;N...-lys-ser-pro-ser-leu-asn-ala-ala-lys-...-COOH por H;N-...-lys-val-his-his-leu-
met-ala-ala-lys-...-COOH en la secuencia de la proteina SHH. Utilizando los cédigos de la Tabla 3 indica en 5D cudl
es la secuencia de la parte del ARN mensajero silvestre de Shh que codifica estos aminoacidos; en 5E, la de su
alelo mutante; en 5F, qué nucleétido se ha insertado; y en 5G, cudl se ha delecionado.

6.- Se disefian y sintetizan por el método de la fosforamidita varios oligonucleétidos (A-J en la Tabla 4) con el
proposito de utilizarlos como cebadores en amplificaciones por PCR, cuyas secuencias son en todos los casos
perfectamente complementarias a las de genes del nematodo Caenorhabditis elegans. Indica en 6A a 6J sus
respectivas temperaturas de fusion (Tm); en 6K y 6L, cudntas veces esperarias encontrar una secuencia
perfectamente complementaria a la de los oligonucleétidos A y E, respectivamente, en el genoma de
Caenorhabditis elegans, cuyo tamario es 100 Mb.

Se obtiene ADN gendmico de este nematodo para utilizarlo como molde en amplificaciones de PCR en
un termociclador con el siguiente programa: 94°C, 30 s; 35 x (94°C, 30 s; 60°C, 20 s; 72°C, 1 min); 72°C, 5 min;
4°C, . Los productos de las amplificaciones son visualizados mediante electroforesis en un gel del 1,5% en

agarosa tefiido con bromuro de etidio (Figura 6). 1 2 3 4 5 6 7
Formula en 6M a 6P hipdtesis breves M A+B  C+D E+F G+H I+ M
que expliquen los resultados obtenidos en las
calles 2 a 6 del gel, respectivamente. . .
Tabla 4.- Oligonucledtidos empleados en las - -
amplificaciones descritas en el problema 6 - s -
Secuencia del oligonucleétido (5'>3’) aas S - pr—
A ATACAATACAATACAATACAATACA Y )
B AGATAAGATAAGATAAGATAAGATA
C CGTGAGCTAGATAGCTCACG cGE» T [
D GGCTGCGCGAAGCCAGTTTT
E  AGCTCTGAGCTAGGGGCATG - : -
F TTATACCTGTAATCCTGCGG - e -
G TTCGTGATATCTCTCACACT p—e p—
H AGTACAGCGCCGTGGGGATC - -
[ GGGAATTCGCTCGCACATGT Figura 6.- Visualizacion de los productos de las
J GGTGATATTTTGCACATGTGC amplificaciones descritas en el problema 6. M: Marcador

de peso molecular (véase la Figura 2).
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7.- Las moléculas de ADN bicatenario que se representan en la Figura 7 tienen grupos fosfato en sus extremos
5’, e hidroxilos en los 3'. Indica qué enzimas emplearias y en qué orden, y en su caso, qué sustratos adicionales,
para convertir en romos los extremos sobresalientes de la molécula A, sin acortarla (en 7A), para marcar
radiactivamente los extremos 5’ de B (en 7B), para incorporar dianas de BamHlI a los extremos de B (en 7C), para
incorporar dianas Pstl a los extremos de C (en 7D), para impedir que C circularice en presencia de la ligasa de
Escherichia coli (en 7E), para circularizar D (en 7F), para marcar radiactivamente la mayor parte posible de E (en
7G), y para circularizar F de la manera mas efectiva posible (en 7H). Las circularizaciones a las que se hace
referencia en este problema ocurren in vitro y dan lugar a moléculas circulares covalentemente cerradas.

5' TTTTCT..GG 3’ 5' AACTGG..TTAAGC 3' 5' AATTCA.GG 3’
3’ GA..CCGGGG 5' 3' TTGACC..AATTCG 5' 3! GT..CCTTAA 5'
A B C

5' GG..AAGGCG 3' 5'CGATAC..TGGATCG 3' 5' ACTGG..GGTTCG 3'
3' GCGGCC..TT 5' 3'GCTATG..ACCTAGC 5' 3' TGACC..CCAAGC 5'
D E F
Figura 7

8.- La empresa Promega distribuye el vector plasmidico pGEM-T Easy linearizado (Figura 8), con el propdsito de
gue facilite la clonacién de productos de PCR con una A sobresaliente en sus extremos 3'. Indica en 8A qué tipo
de enzimas y qué actividad enzimatica son responsables de la presencia de estas colas A en 3’. Indica en 8B y 8C
si los productos de PCR tienen un grupo hidroxilo o fosfato en 3’y en 5’, respectivamente.

T7 Transcription Start Xmnl 2009
17 1 start
5. TGTAA TACGA TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC G > G Scal 1890 Nael 2707 [ Faa 145
3. . ACATT ATGCT TATC f,'C‘CC\ TAACC CGGGC TGCY ..Jl.a"\.,' GAGGG ,'\.u..u.. 1 or gam gg
Promoter Eazl 31
col 37
GCGGC CGCGG GAATT CGATTS \C r BstZl | 43
CGOCG GOGOC CTTAA GOTA (“ oned insert) . AAG CGOCG GOGGA COTCC AGCTG Amp PGEME-TEasy  fac? T B
Mot = |—II—‘ Vector ! EcoRl | 52
CE BsZ sa (3015bp)
Spel | 64
SP6 Transcription Start EE?)H\ 70
-, Notl 77
CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT CTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT ARAT ... 3 Eg\z' gg
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA( AAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA .. .5 ori Sall 90
576 Fromoter . Ndel | 97
[ T J L = I T I = | SP6 Promate % gzg‘“ T‘?g ;
Nsil 12? g
Figura 8.- (A) Secuencia del sitio de clonacion Tses g
multiple del vector pGEM-T Easy. La polimerasa de
- . GEMO-T Easy Vect £ ints:
ARN de T7 utiliza como molde la cadena de abajo de P asy Yeclor sequence relererice points
las dos que se representan, y la de SP6, la de arriba. T7 RNA polymerase transcription initiation site 1
(B) Mapa de pGEM-T Easy. multiple cloning region 10-128
SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 139-158
El producto de PCR de 2.452 pb que se SP6 RNA polymerase transcription initiation site 141
muestra en la calle 4 del gel de la Figura 6 fue pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176-197
O & g lncZ start codon 180
purificado y mezclado con pGEM-T Easy en lnc operator 200-216
presencia de la ligasa de T4. Esta mezcla de p-lactamase coding region 1337-2197
ligacion se utilizd después para transformar phage 1 region 2380-2835
1l | de | . IM109 lnc operon sequences 2836-2996, 166-395
celulas electrocompetentes de la estirpe pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2949-2972
de Escherichia coli. El genotipo de JM109 es T7 RNA polymerase promoter (=17 to +3) 2999-3

recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rK—, mK+),
relAl, supE44, lacZAM15.

Para seleccionar colonias transformantes, se realizé a continuacién un cultivo en medio suplementado
con IPTG, X-Gal y ampicilina. Explica en 8D la génesis de las numerosas colonias blancas que se obtuvieron.
Indica en 8E alguna ligacion de uso comun en Ingenieria Genética en la que se aproveche un fenédmeno andlogo
al que da lugar a estas colonias blancas. Dado que también se obtuvieron algunas colonias azules, formula en 8F
una hipdtesis que explique su aparicion.
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9.- El ADN obtenido en una minipreparacion realizada
con uno de los transformantes que se seleccionaron
en el experimento que se describe en el problema 8
mostrd una A,go de 0,8. Indica su concentracion en 9A,
empleando las unidades que correspondan. Dicho
ADN plasmidico fue sometido a electroforesis en un
gel de agarosa al 1,5%, con los resultados que se
muestran en la Figura 9. Explica en 9B a qué
corresponde cada una de las bandas de la calle 2.

El ADN de la minipreparacidn se alicuotd y fue
sometido a digestiones independientes con las
endonucleasas de restriccion Sphl y BstZl. Empleando
para ello la informacién que se proporciona en la
Figura 8, justifica en 9C las diferencias entre los
productos de estas dos digestiones, que se

manifiestan en las calles 3 y 4 del gel de la Figura 9.
Indica en 9D la longitud, en pares de bases, del  Figura9.- Visualizacion de las moléculas descritas en el
problema 9. M: Marcador de peso molecular (véase la
Figura 2).

2 3 4 5 6
Miniprep Sphl  BstZl Control Sonda

e -
w1 nme--

fragmento de restriccion mds grande de los que
aparecen en la calle 4 del gel de la Figura 9.

Otra alicuota del ADN plasmidico se uso para sintetizar in vitro una ribosonda con la polimerasa de ARN
del fago T7. Indica en 9E siete restrictasas que pueden emplearse por separado para digerir la construccién a fin
de que la ribosonda tenga una longitud cercana a 2,5 kb. Escribe en 9F la secuencia de las 61 primeras bases del
extremo 5’ de la ribosonda. Se obtuvo también una sonda mediante PCR, empleando como molde el mismo ADN
plasmidico, una mezcla de nucleétidos que contenia dATP (25%), dCTP (25%), dGTP (25%), dTTP (16,7%) y
digoxigenina-11-dUTP (8,3%), y los cebadores  5-TGTAATACGACTCACTATAGGG-3' 'y 5'-
ATTTAGGTGACACTATAGAAT-3'. Explica en 9G a qué se debe la diferencia de tamafio que muestra la sonda
obtenida mediante PCR (calle 6 del gel) y la molécula de control (calle 5). Esta ultima fue obtenida en idénticas
condiciones que la sonda salvo que la mezcla de nucleétidos contenia un 25% de dTTP y no incluia digoxigenina-
11-dUTP. Explica en 9H a qué se debe la diferencia entre los tamafios de la molécula de la calle 5 (Control) y la
mas pequefa de las dos que se observan en la calle 4 (BstZl) del gel.

10.- La corea de Huntington es un proceso neurodegenerativo letal que presenta herencia monogénica. Dado
gue los sintomas caracteristicos de la enfermedad se manifiestan usualmente en la tercera, cuarta o quinta
década de vida, muchos de los afectados mueren después de haber dejado descendencia y de haber podido
transmitir, en consecuencia, el alelo causante de la enfermedad. El diagndstico de la enfermedad previo a la
aparicion de sus sintomas no fue posible hasta la década de los ochenta, cuando un grupo de investigadores
efectué una busqueda de clones de ADN gendmico humano que, utilizados como sondas, revelaron
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccidon (RFLP) ligados al gen de la corea de Huntington. De
uno de tales clones, denominado G8, pudo obtenerse una sonda que hibrida con una regién del genoma humano
en la que se han detectado cuatro patrones de restriccion diferentes para la enzima Hindlll. La regién homdloga
a la sonda G8 y los patrones de restriccidn mediante Hindlll de cada una de sus cuatro variantes polimdrficas
presentes en la poblacidn son los representados en la Figura 10.

Sonda G8

10 8 5 kb

| | | | ADN A
6 8 5 kb

| | | | ADN B
6 8 3 kb

' ' ' | ADN C
6 1 7 3 kb

| L | | ADN D

Figura 10.- Patrones de restriccién de cuatro variantes polimdrficas en el ADN humano, detectables mediante hibridacion
con la sonda G8. Las lineas verticales indican puntos de corte (dianas) de la enzima de restriccion HindllIl.
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Muestras de ADN gendmico de diferentes individuos fueron (1) digeridas con Hindlll, (2) sometidas a
electroforesis en geles de agarosa, (3) transferidas a papel de nitrocelulosa, e (4) hibridadas con la sonda G8
marcada radiactivamente. Dibuja en 10A las bandas que se visualizardan mediante autorradiografia en individuos
de los genotipos indicados (AA, BB, etc.).

Dos diferentes familias, una venezolana y la otra estadounidense, en las que la corea de Huntington ha
aparecido en varias generaciones sucesivas, fueron estudiadas para establecer la eventual cosegregacién de
cada uno de los cuatro RFLP antes descritos y el alelo causante de la enfermedad. Los resultados se muestran
en la Figura 11. Los simbolos de color negro destacan a los enfermos de la corea de Huntington, y las barras
diagonales indican muertes anteriores al comienzo del estudio.

Venezuela

| i

. B0ee0eE

Vil

United States
!

'—I-Z
- ‘]ﬁgﬁﬁﬁzblzmeommw AAE%

Figura 11

Debajo de cada individuo se muestra, en los casos en que fue posible, su genotipo, deducido de Ia
autorradiografia obtenida tras hibridar con la sonda G8 su ADN, previamente digerido con Hindlll. ¢Existe
ligamiento en la familia venezolana entre el alelo causante de la enfermedad y alguno de los cuatro RFLP?
Responde “Si” o “No” en 10B. Si tu respuesta es si, indica A, B, C o D en 10C. Actua de igual modo con respecto
a la familia estadounidense en 10D y 10E. éExiste alguna excepcidn a tus respuestas en los cuatro apartados
anteriores? Responde en 10F, formulando sucintamente, en su caso, una hipétesis que lo justifique.

11.- El individuo 1I-1 de la familia A de la Figura A B

12 padece fenilcetonuria, una enfermedad

autosémica recesiva. El estudio de un RFLP QTD .TQ

ligado al locus de esta enfermedad conduce a i é m @ ‘ m ‘ i
los resultados que se representan bajo el arbol "

genealdgico. Indica en 11A toda la informacion

gue puedas obtener sobre el genotipo del - e . == -i — L
individuo II-4, justificando tus afirmaciones. ) - =

Los individuos de la familia B de la [R— - 1 - -— .
Figura 12 representados en negro padecen una

enfermedad autosdmica dominante que se Figura 12
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manifiesta a partir de la tercera década de vida. El esquema
el resultado de un analisis de VNTR para un marcador ligad
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gue aparece bajo el arbol genealdgico representa
o al locus de la enfermedad. Formula en 11B una

prediccién motivada acerca de si el individuo 1l-4 manifestara la enfermedad.

Figura 13

“ “ ﬁ ﬁ ﬁ o

SondaA e — — — |10
- - - - -_— 6
SondaB e — — N
_— _ _ _— _— 2
SondaC e=  — — — .
- - - - 9

El darbol genealdégico de la Figura 13
representa la transmision de una enfermedad
recesiva ligada al cromosoma X. Se ensayan tres
diferentes sondas, complementarias a secuencias
de laregidn del cromosoma X en la que se cree que
se ubica el gen cuyas mutaciones causan la
enfermedad. Las autorradiografias obtenidas se
representan en la parte inferior de la Figura 13.
Explica en 11C cudl de las tres sondas es util para
detectar un polimorfismo molecular ligado al gen a
estudio.

Un hermano de la mujer I-1 del arbol genealdgico de la Figura 14 murié de una enfermedad recesiva
ligada al sexo que se manifiesta con penetrancia completa a partir de los cuarenta anos de edad. El individuo IlI-

2 del arbol, de 42 afios, ha comenzado a acusar los sintomas
cuatro hijos de su primer marido (lI-1) y dos del segundo (lI-
se ha presentado nunca entre los miembros de las familias d
La Figura 14 representa también el
resultado de un analisis de RFLP, en el que se ha
empleado una sonda de 2 kb que hibrida con la
regién del cromosoma X que contiene el gen
cuyas mutaciones causan la enfermedad.
Justifica en 11D si consideras probable

de la enfermedad. La mujer 1I-2 del arbol ha tenido
3). La enfermedad que padece el individuo IlI-2 no
e las que proceden II-1 y II-3.

| [ ]
SEmOo 0O

que lll-3, hermano menor de IllI-2, padezca la Kb

enfermedad cuando supere los cuarenta afos 12| == == - - - -

de edad. Justifica en 11E y 11F si consideras
probable que Ill-1y llI-6, respectivamente, sean 3|

portadoras del alelo que causa la enfermedad, y
en 11G, si lll-4 la padecera.

12.- A su regreso de una visita a su familia en Ghana, un nifio
de 13 afios fue detenido en 1983 en el aeropuerto de
Heathrow, acusado de ser portador de un pasaporte falso.
Dijo llamarse Andrew y que vivia en Londres con su madre,
Christiana Sarbah. Los ensayos genéticos disponibles en esa
época permitieron concluir que Christiana podia ser la madre
de Andrew, pero también su tia o su hermana. Andrew
guedo a la espera de ser deportado a Ghana.

Alec Jeffreys, profesor de la Universidad de
Leicester, compard el ADN de Christiana (Ch) y tres de sus
hijos, David (Da), Joyce (Jo) y Diana (Di), con el de Andrew
(An). También analiz6 el ADN de un individuo (X) sin
parentesco con Christiana. El analisis consistié en (1) la
digestion de dos muestras de ADN de cada individuo con dos
restrictasas diferentes (izquierda y derecha en la Figura 15),
(2) su electroforesis y transferencia a membrana, (3) su
hibridacion con una sonda radiactiva especifica de un
minisatélite hipervariable, presente en numerosos puntos
del genoma humano, y (5) la autorradiografia de la
membrana.

Figura 14

X Ch An Da Jo Di Ch An Da Jo Di

R
—— e
s =" .
: ez -
:——- .
i
G . — — cawn
’.... - --- e e
- L oo
‘ -— e
sgsS==_
e =
- -
-‘_’- w“n
@ -
R
el "9
Figura 15

Indica en 12A cuadl es la causa molecular de las diferencias entre individuos que se observan en la Figura
15, y justifica en 12B si la autorradiografia sugiere o demuestra que Andrew es hijo de Christiana.
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13.- Un investigador pretende identificar un clon en una genoteca ADNg ADNc

gendmica suficientemente representativa del genoma de Bos  AGOl agol-27 agol-52™ AGO1 agol-27 agol;52
taurus (3.000 Mb), empleando como sonda un ADNc humano. -
¢Cuantos clones deberd someter a escrutinio para que la
probabilidad de encontrar el que busca sea del 95%? Respondeen  =_
13A si el vector con el que se ha construido la genoteca es un
pldsmido con insertos de 7 kb de tamafio medio; en 13B, si deriva
de A, y los insertos son de 20 kb; en 13C, si es un césmido, y sus
insertos, de 40 kb; y en 13D, si es un YAC, y los insertos, de 350 kb.

14.- Con el propésito de caracterizar varios alelos mutantes del gen
MAD (mothers against decapentaplegic) de Drosophila
melanogaster se sintetizaron dos oligonucleétidos (MADX: 5'-GGG ~ ~
TCGACCATTACAGATTACAGATTACA-3’ y MADY: 5-AAGAGCTCAGA _-
TACGGTCGGATCAGATAC-3’) para utilizarlos como cebadores en
amplificaciones por PCR. El producto de amplificacidn obtenido fue
alicuotado para obtener construcciones de dos maneras diferentes: =
o (1) fue mezclado con el vector pGEM-T Easy (Figura 8) y la ligasa
de T4, o (2) fue digerido con dos endonucleasas de restriccion y
después mezclado con el vector pBluescript Il SK (+) previamente
digerido con las mismas restrictasas, para a continuacién ligarlos.
Los tamafios de los productos de estas dos ligaciones, pGEMTEasy-
MAD vy pBluescriptlISK-MAD, difirieron en unas 100 pb y se

emplearon para transformar células JM109 electrocompetentes. =T ==z _E
Indica en 14A las dos restrictasas que se usaron en el experimento = T_-= T_-= T_T- =T- ==
2 antes mencionado. =="_=-"_--7 = -E =

Se pretende subclonar en pBluescript Il SK (+) el inserto
MAD de pGEMTEasy-MAD. Con este fin, se digiere pGEMTEasy-
MAD con Apal y Nsil, y se aisla el fragmento de restriccién que
contiene el inserto MAD para ligarlo con pBluescript Il SK (+). Indica
en 14B con qué restrictasas sera necesario digerir pBluescript Il SK
(+) para prepararlo para esta ligacion. -

Escribe en 14Cy 14D las temperaturas de fusiéon de MADX = _== - -
y MADY, respectivamente. Detalla los posibles autoapareamientos -
por complementariedad interna (horquilla; hairpin; en 14E y 14F),
autodimeros (14G y 14H) o heterodimeros (141) de MADX y MADY.
Ten en cuenta Unicamente los apareamientos perfectos de 8 0 mds
pares de bases adyacentes.

15.- AGO1, el alelo silvestre del gen ARGONAUTE1 de Arabidopsis
thaliana, fue secuenciado en el laboratorio de Maria Rosa Ponce
junto con sus alelos mutantes ago1-27 y ago1-52. Se empled para
ello la version tradicional del método de Sanger, con los resultados
que muestra la Figura 16. Se purific6 ARNm de estas tres estirpes,
que se retrotranscribiéo a ADNc para secuenciarlo. Indica en 15A la -
secuencia del alelo silvestre AGO1, destacando en mayusculas los
exones, y en minusculas, los intrones. Obtén un alineamiento -
multiple con CLUSTALW?2 de las seis secuencias nucleotidicas de la
Figura 16 y pégalo en 15B. Alinea en 15C la parte de la secuencia de -
las tres proteinas que puede deducirse de la Figura 16, destacando =
en rojo los aminoacidos que aparecen como consecuencia de las
mutaciones de ago1-27y agol-52. Explica en 15D estas mutaciones
y sus efectos sobre los ARNm y las proteinas mutantes.

Figura 16.- Autorradiografia de la secuenciacion por el métodode Sanger = = = = = = = = = = = =
de la region 3’ de los genes y moléculas de ADNc que se indican. —— T ma T=a Tl T=o T-=.
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16.- Interpreta el mapa de la Figura 17 explicando
la funciéon natural (actividad enzimdtica del
producto génico) y el uso en Ingenieria Genética
(especificando la parte relevante del genotipo de
las células hospedadoras y de la composicién del
medio de cultivo) de los genes URA3 (en 16A y
16B), TRP1 (16C y 16D), HIS3 (16E y 16F) y ampR
(16G y 16H). Indica en 16l a 16L para qué especie
de células hospedadoras son dutiles los cuatro
marcadores seleccionables mencionados, y en 16M
a 160, la funcién de las secuencias ARS1, CEN4, TEL
y pMB1 ori, respectivamente.

éQué tipo de vector es pQUE? ¢Es un
vector lanzadera? éCOmo seleccionarias células
transformantes portadoras de un inserto
incorporado al vector tras la digestion de ambos
con Saul? Responde en 16P, 16Q y 16R,

Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2011-12)
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Figura 18.- Numeracion de las placas
de microtitulacion del problema 17.

Tabla 5.- Anélisis de STS

STS  Mezclas de YAC positivas

63 11-6, II-A

210 -6, II-A, IV-C, IV-3

522 VII-E, VII-12, I-C, I-8

713 I-C, 1-8

714 VII-E,VII-12

719 X-H, X-9, IV-C, IV-3

991 X-H, X-9, VII-E, VII-12
1071 11-6, lI-A, IV-C, IV-3, X-H, X-9
2631 11-6, 1I-A
3097 VII-E, VII-12, I-C, |-8
4630 VII-E, VII-12, I-C, |-8
5192 X-H, X-9, IV-C, IV-3
6193 X-H, X-9, VII-E, VII-12
6892 I1-6, 1I-A, IV-C, IV-3

Figura 17.- Mapa del vector pQUE.

17.- Se estudid la presencia de 8.203 STS en 960 clones YAC para generar
un mapa fisico del genoma del ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus).
Indica en 17A cudntas amplificaciones de PCR serian necesarias si tuvieran
gue comprobarse todas las STS en todos los YAC. Para reducir un nimero
tan elevado de ensayos, se cultivaron individualmente los clones YAC en
10 placas (I a X) de microtitulacion de 96 pocillos, numerando sus
columnas de 1 a 12, y sus filas, de A a H (Figura 18). Cada clon YAC recibio
asi un cdédigo uUnico (placa, columna vy fila; por ejemplo: VII-6E). A
continuacidn, se extrajeron y mezclaron los ADN de todos los clones de
cada columna (por ejemplo: lll-4) o fila (por ejemplo: X-A), para
comprobar la presencia de los STS en cada mezcla. ¢ Cuantas mezclas de
ADN de clones YAC deberan someterse asi a ensayo para comprobar la
presencia de cada STS? ¢Cudntas amplificaciones deberdn hacerse para
comprobar la presencia de todas las STS? Si las mezclas 1l-6 y II-F resultan
positivas para la STS 6239, écual es el cddigo del YAC que contiene esta
STS? Si solamente la mezcla IV-6 resultase positiva para la STS 2555,
écémo lo interpretarias? Responde en 17B a 17E, respectivamente. En la
Tabla 5 se muestran los resultados de las amplificaciones en las que se
confirmé la presencia de 14 STS en varios YAC. Construye en 17F un
contigo con los clones YAC de la Tabla 5.

18.- Una investigadora del laboratorio de José Luis Micol, en la Unidad de
Genética del Instituto de Bioingenieria de la UMH, secuencié
simultdneamente varias moléculas de ADN por el método de Sanger, en
su versidon semiautomatizada y fluorescente, y obtuvo entre otros los
electroferogramas de las Figuras 19 y 20. Algunas de dichas moléculas
eran muestras de ADN gendmico, y otras, productos de PCR que habian
sido amplificados empleando oligonucledtidos de 20 nt como cebadores.

Explica en 18A sila amplificacidn que se produce en una reaccién de secuenciacidn ciclica es exponencial
o lineal, y justificalo en 18B. Comenta en 18C en qué difieren las partes de los electroferogramas que
corresponden a las secuencias de las regiones 3’ de L2_450_3R (Figura 19) y 7_C09 (Figura 20). Dado que las dos
electroforesis mencionadas en el parrafo anterior se llevaron a cabo en idénticas condiciones, incluida su
duracidn, indica en 18D a qué se deben las diferencias en la longitud de la secuencia legible que se aprecian
entre los dos electroferogramas. Indica en 18E cual de las dos moléculas es un producto de PCR, y justificalo en
18F. Explica en 18G si puede reconocerse o no en los electroferogramas la secuencia del cebador que se ha
empleado en las reacciones de secuenciacidn ciclica, y en su caso, escribela en 18H (indicando sus extremos 5’
y 3’). éReconoces en alguno de los dos electroferogramas la secuencia de algun cebador que no se haya
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empleado en la reaccién de secuenciacion ciclica? Responde “Si” o “No” en 18I, y en su caso, escribe la
correspondiente secuencia en 18J (indicando sus extremos 5’ y 3’). Formula una hipétesis que explique la A de
la posicion 534 (en 18K) y el pico doble (Cy T) de la posicion 68 (en 18L) del electroferograma de la Figura 20.

Chromas 1.41  File: Ler g__ 3R abl Sequence Name: L2_450_ 3R Run ended: Feb 24, 2009 Page 1 of 2
50 60 70 20 S0 100
6T AT TCE TTQCCTAT TITC TG CAGAGECTICA TTTCTAGACATT GG AAG TTGAATCGGAATTAGATT CAGALGAACTCATTC aac
‘I
."‘ .
| " | \ ,, "\ I
i A P
/ W T N A |
| f\ . M\ s WA i \ I
/ \ A \u.u...n" |1 ||| I I MH |I
. ol ﬂll I W
110 120 lED 140 150 ‘ 160 ‘ 170 I 180 150 200

TATCACCATACAGT CATGGCTTGTAT GG GTTGCAG CTATGT GoT GAG CACACCGTCTETAGG

H
A u|\w‘||ul| [ |
i I |
| ”H”\””H‘ AN

If1l \ i
\| ‘|H||H||I||| ‘|||||‘
v

MJ M

5 260 280 290 300
Gcce TGTTTCCCGTCAGTTCTTGGACTTTGAG TTGTTGTTGTTTGACCGAGCACTTTGGTTGCTGACGCAG [e] TCAG TTTTTCACT (o}

I

310 320 330 340 350 360 370 380 400 410
TTTCCACAAATCCTGCCTTTTTATTT GGGGATAATACTTGTAGGTATGCCTC CGTCGGAAMGBCATAGC GCTA ? AAATCTGCATGCAAATC (o]

alo) "

430 60 470
GorTe G GGG TAT G CCAGT GGCTTT CTTAT T CTAGATC crcce

570 580
TTTTCTCTTCTC TTTCCAGTTCTGCC GTACGGACCCCTT TTACTATTCTCAGC G

620 630 640 650 660 70 680 700
[rcccTCTGT TTTCTGCACC TCTGAGGCACTTGATATACGAG T CTGCATGG TGGG =} TAGATTATATAT GCCoAaC TT al

810
CATT Go GG GTG GT TATGATCACC ATTTCTTCC GT GGETGAG TTT GCATTCTATG T

Flgura 19.- EIectroferograma resultante de la secuenciacion de la molécula L2 450 3R del problema 18.
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Chromas 1.41  File: 7 C09.abl  Sequence Name: 7 Run ended: Oct 28, 2011 Page 1 of 2
10 20 30 40 50 60 70 80 30 100

CCACGC RTTATCACATG AAGTCTGTGAGACATTGCT TCAAGG ACTTGC TTCTGAGCTTCAACTT TTTTTGCTGACCC TTCCGGEGTGCCTTTTGATACTACH
E . S

150

u HHHM ':'n'“"'ﬂh M\[\ lllll[\”h ”'l N\ ll'”'u"'l

=
210 220 230 240 2’3 260 280 290 300
CAARGATCCGCATCACGCTGGTTTGTAACTCTTGAAGGCGGCCTTATTG TTCTCATTC C‘ ALRGGTGAAGTTTTCATCTGCTGGATTTGTACCCATAT

| ' /
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H ‘| \‘ |‘ |||||H|| U|| “I I||||| I II|I f || || (L ||I|||II I |'|”|”\h\"||
I \I | | I ||||\ i | i \| |I| ‘|\ i ||||| f AL
|| Il 'l” "| N I‘I\" ‘\| | \” | "I\' | | ”IHH\ I‘| DR
| || | |I||| | II I'wl (1] ] A \ I
AR RAAN
320 340 JGD 370 380 393 400 410
G AC GCTTCTCCT TGC‘_G GTCCTATATCTCCE '_TC"‘ T CATGAG CCATHA GACTTACCAG CCTGCAGTTCTCTTTTTCACCTG 2 CAATC
f | \ i |IH il
\ | I \| | | |
I |u |I'| I ||| ”Im L \ | il |\| || I il |||
\ \
I "I"\ ||II' ‘|“|' |'||| H h| u Hj\ l llllll A "|I
|'
460 4']'0 A’-E.I) 490 500 510
CAGTTCG GTTCCAGAGC CTTGG TGGTATATATAC C TG GCTT
,
||
A
| n
I| . I | \‘
I I|| WH" |\| .l' A || | i || in
1l ' \ fl u I uH nl'u ‘ \'I 'I'I | i \ T M I||
|‘|“J\ I|I|“||| \ | |IM|| Il'k"l\\l\ll'“ll\\l”‘ \I ﬂ \||I || A “"ulul I I\I \.l| ‘J
;20 530
ICC TTCAATTTIG CTCGT

Figura 20.- Electroferograma resultante de la secuenciacion de la molécula 7_C09 del problema 18.

19.- Las mutaciones de insuficiencia de funcién en el gen INDY (I'm not dead yet) de Drosophila melanogaster
incrementan, y a veces duplican, la longevidad de esta mosca. Un investigador interesado en prolongar la vida
humana decide encontrar los ortélogos de INDY en los genomas de varias especies de mamiferos, entre ellos el
nuestro (Homo sapiens), los de algunos animales de compaiiia, como el perro (Canis lupus familiaris) y el gato
(Felis silvestris catus), y otras que tienen un uso ganadero, como la vaca lechera (Bos taurus), o deportivo, como
el caballo (Equus ferus caballus). El investigador realizd una busqueda en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information, Estados Unidos) empleando la frase de busqueda “INDY melanogaster”.
Encontrd asi varias decenas de secuencias en la base de datos, cuatro de las cuales tenian los nimeros de acceso
NM_001169994.1, NM_079426.3, NM_168779.1y NM_168778.1. Explica en 19A qué relacidn existe entre estas
cuatro secuencias.

Entre las restantes secuencias encontradas solo una tenia alguna relacidon con nuestra especie, la del
ortdlogo de INDY en el piojo (Pediculus humanus), y ninguna pertenecia a un vertebrado, siendo la mas cercana
a los mamiferos la del erizo de mar purpura (Strongylocentrotus purpuratus). El investigador decidié entonces
disefiar oligonucleétidos degenerados para utilizarlos con el propdsito de amplificar presuntos ortélogos de
INDY, empleando como molde ADN gendmico de los mamiferos mencionados en el parrafo anterior. Para ello,
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realizdé una busqueda usando el programa BLASTX del NCBI, introduciendo en la ventana de busqueda (“Enter
guery sequence”) el codigo NM_001169994.1 y eligiendo la base de datos “Non-redundant protein sequences
(nr)”. Por este procedimiento encontré genes relacionados con INDY en varios genomas de mamiferos, todos
los cuales resultaron ser miembros de una familia génica que codifica transportadores de dicarboxilato
dependientes de sodio. Copia y pega en 19B el alineamiento realizado por BLASTX entre la proteina que se
traduce partir de NM_001169994.1 y la de su presunto ortélogo en la rata parda (Rattus norvegicus).

El investigador decidié finalmente emplear las secuencias aminoacidicas FLSMWIS y LLGGGFA para
disefar oligonucledtidos degenerados que permitiesen la amplificacion de segmentos del genoma humano y los
del perro, el gato, la vaca y el caballo. Identifica en el alineamiento que has enviado al profesor las posiciones
de estas dos secuencias aminoacidicas conservadas y escribe en 19C las secuencias de los dos oligonucledtidos
degenerados, ambos de 21 nt, que deben sintetizarse para su uso como cebadores en amplificaciones por PCR,
indicando sus extremos 5’y 3'.

20.- La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica recesiva, que ) i R
reduce la esperanza de vida de quienes la padecen a seis meses en los Silvestre '
paises mas pobres y a unos 35 afios en los mas ricos. Los mapas de las
dianas de EcoRl (R) en los alelos silvestre y mutante del gen de la  Mutante } i %
fibrosis quistica se muestran en la Figura 21. Se obtuvieron muestras

de ADN de un feto (F) y sus padres (M y P), que fueron sometidas a una
electroforesis en gel de agarosa seguida de una transferencia a —
membrana por el método de Southern. La membrana fue hibridada
con una sonda FQ marcada radiactivamente, obteniéndose la
autorradiografia de la Figura 21. {Padecera el feto la enfermedad?
Responde en 20A vy justifica tu respuesta en 20B.

Una variante poco comun de la enfermedad de Parkinson estd
asociada a una mutacion puntual G—A en una diana de Tsp45l [5'-
GT(C/G)AC-3] en el cuarto exdn del gen de la a-sinucleina humana. Se
dispone de cebadores (all y al2) para la amplificacién por PCR de la
totalidad de dicho exdn. En el producto de la amplificacidn del alelo
silvestre del gen de la a-sinucleina, que tiene 200 pb, la diana de
Tsp45l dista 40 pb de uno de los extremos de la molécula.

Describe sucintamente en 20C las etapas necesarias para comprobar si una persona que padece la
enfermedad de Parkinson es portadora de la mutacién en el gen de la a-sinucleina descrita en el parrafo
anterior, haciendo uso de los cebadores all y al2. Indica qué resultados obtendrias aplicando el método que has
descrito en 20C a los individuos homocigéticos para el alelo silvestre (en 20D), los homocigdticos para el alelo
mutante (20E) y los heterocigéticos (20F). ¢Como averiguarias si se transcribe el alelo mutante en un tejido
concreto de un individuo heterocigético? Responde en 20G.

Sonda FQ I

Figura 21

21.- La huella molecular (genetic fingerprint) tiene entre otros  PS KN

usos el de intentar identificar nifos robados, con el propdsito de
devolverlos a sus padres bioldgicos. Este fue el caso de Sarah
Sting, que fue vista por ultima vez en el aparcamiento de un
supermercado de Bon Temps (Luisiana) cuando tenia 4 afios.
Doce afios después, se acusd del secuestro de Sarah a Eric y
Kristin Neman, que vivian con Betty, su hija de 16 afios, en
Pasadena (California). Se tomaron muestras de ADN del padre
(PS) y la madre (MS) de Sarah Sting, asi como de Betty (BN), Eric
(EN) y Kristin (KN) Neman, y se obtuvieron sus huellas
moleculares empleando una sonda multilocus para una familia
de VNTR, con los resultados que muestra la Figura 22. Indica en
21A si la autorradiografia permite afirmar que Betty no es hija  Figura 22.- Autorradiografia del problema 21.
de Eric y Kristin Neman (responde si 0 no), y justificalo en 21B. Indica también si la autorradiografia permite
concluir que Betty Neman es Sarah Sting con mucha probabilidad (21C) o con total certeza (21D), y justificalo en
21E.

m
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22.- Obtén informacion en Internet acerca del vector GV Promoter
pGSA1204. Copia y pega el mapa de este vector en 22A.
¢Es pGSA1204 un vector lanzadera? Responde “Si” o
“No” en 22B y explica sucintamente tu respuesta.
Explica en 22C-22K la funcidn de las secuencias Km, Cm,
Hyg, GUS, Bar, OCS 3/, CaMV 35S, LB y RB,
respectivamente.

attB1  Flag Tag

Not |

Xba |
BamH |
attB 2
Apal

hGH pA

f1 ori

pGen2.1
(5774 bp)

Ampicillin

23.- Interpreta el mapa del vector pGen2.1, que aparece
en la Figura 23, explicando sucintamente en 23A-23L la
funcién de las secuencias denominadas CMV Promoter, \
attB1, Notl, Xbal, BamHI, attB2, Apal, SV40 promoter,

Neomycin, SV40 pa, ColE1 ori y Ampicillin. éEs pGen2.1 O°/<°z°r \_’A <
’ 200

un vector lanzadera? Responde “Si” o “No” en 23M. N

SV40
Promoter

Figura 23

24.- Varias de las polimerasas termoestables de uso comun en
Ingenieria Genética rinden productos de amplificacidn por PCR con
extremos romos. La polimerasa Tag, sin embargo, presenta
actividad desoxinucleotidil transferasa terminal y rinde productos
de amplificacién con una A sobresaliente en 3'.

El vector pCR-Blunt II-TOPO (Figura 24) fué disefiado por
Invitrogen para facilitar la clonacion de productos de PCR con
pC R®_B|u nt "_ extremos romos. Se suministra linearizado, con una molécula de la

® Topoisomerasa | del virus Vaccinia covalentemente unida a cada

TOPO uno de sus dos extremos 3'. ¢Es pCR-Blunt I[I-TOPO un vector
lanzadera? Responde “Si” o “No” en 24A. Interpreta el mapa del
3519 bp vector pCR-Blunt II-TOPO, explicando sucintamente en 24B-24G la
funcion de las secuencias Py, lacZa, MCS, Kanamycin, Zeociny pUC
ori. Explica en 24H el uso del gen ccdB en este vector.

Los oligonucledtidos sintetizados por el método de la
fosforamidita presentan un grupo hidroxilo en su extremo 5'.
Pueden ser fosforilados empleando para ello una polinucledtido
quinasa, modificacién que los encarece en un 300%.

Explica en 24l por qué Invitrogen recomienda expresamente que no se fosforilen los oligonucledtidos
gue serviran de cebadores en las amplificaciones en las que se pretende obtener productos de PCR con extremos
romos para su clonacién con pCR-Blunt [I-TOPO.

2
=}
o
=
<
Q

3

Zeocin

Figura 24

25.- La borreliosis o enfermedad de Lyme es Gonels) Of interest (GO) o @M1 o .
causada por Borrelia burgdorferi. Es transmitida ————<——— S——; —

P . \ s Sphx//
por garrapatas del género Ixodes que pican > el

sucesivamente a ratones o ciervos infectados y
a personas. Se han desarrollado vectores entry veclor
Gateway adecuados para su uso en células de
esta espiroqueta, que estd recibiendo una
atencién creciente en los paises en los que se LR recombination ool
viene incrementado la incidencia de Ia

enfermedad, que puede ser grave.

En la Figura 25 se representan los origenes de
replicacién de Escherichia coli en gris, y los de Borrelia
burgdorferi, en blanco. Interpreta en 25A esta figura, explicando
los eventos que tienen lugar y la composicion del medio de
cultivo en el que deben seleccionarse las bacterias portadoras
de la construccién pBBE22gate+GOI. ¢Es pBBE22gate un vector
lanzadera? Responde “Si” 0 “No” en 25B.

Indica en 25C cuatro rasgos fenotipicos que deberian reunir las células hospedadoras en las que se
mantiene el vector pBBE22gate que aparece en la parte superior derecha de la Figura 25.

destination vector
pBBE22gate

Figura 25
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26.- Un ensayo de gRT-PCR para la determinacién en 375 TPl
sangre del nUmero de copias de un virus cuyo genoma 325 z‘;g?m_:f;/r'
. s ,000 copies/pl

es ARN arrojé los resultados que se observan en la 2 200 coples/jl :

. . T ' 20 | |
Figura 26. Si el valor de Cr de la muestra Aes 17, indica 225 | e
en 26A a 26E los de las muestras B a F, ¢ 92 coples/j8 /

X X . [+ 1.75 - — control /

respectivamente. Si en la muestra F hay 0,2 virus/ul, <
. . . . 125 1
indica en 26F a 25J cudntos contienen las muestras A a
E, respectivamente. ¢A qué se debe que en todas las o) /," /‘
muestras se alcancen valores finales de ARn similares? %1 Z i =
Responde en 26K. Explica sucintamente en 26L tu -025 10 =3 75 s =

opinién al respecto de si el ensayo que aqui se
comenta esta basado en el uso de SYBR Green o una
sonda TagMan.

Cycle number
Figura 26.- Resultados de la gqRT-PCR del problema 25.

27.- Se construy6 una genoteca de ADNc a partir de ARNm de células de higado de pato (Anas platyrhynchos
domesticus). El inserto de uno de los clones de ADNc (pahil) rindié el mapa de la Figura 27A tras su restriccion
con EcoRl (E), Hindlll (H) y BamHI (B). Empleando pahil como sonda, se sometid a escrutinio una genoteca
construida a partir de ARNm de cerebro de pato, y se identificaron tres clones idénticos (pacel, pace2 y pace3),
cuyo mapa de restriccion es el de la Figura 27B.

A C D
E H E H B B E H B Kb Higado Cerebro p
| | | | | | 78
1,1 0,9 0,5 10,6 1,3 kb - 7,4 | = 4,4
- 6,1
- 36
B a 3,6
E H B B
' ' ' : - 2,0
1,1 1,2 1,3 kb [ ] 1,4
Figura 27.- Mapas de restriccion y autorradiografias del problema 27. - 13

Los tres ADNc de cerebro se utilizaron para sintetizar sondas marcadas con 3?P por el método de
desplazamiento de mella. Tres alicuotas de ADN gendmico de pato fueron digeridas por separado con EcoRl,
HindIll y BamHI. Los fragmentos de restriccidon asi obtenidos fueron sometidos a electroforesis y transferidos a
una membrana por el método de Southern. La membrana fue hibridada con la sonda pacel, obteniéndose
finalmente la autorradiografia que se muestra en la Figura 27C. El experimento se repitié con pace2 y pace3,
obteniéndose idénticos resultados. Cuando las sondas pacel, pace2 y pace3 se utilizaron en un experimento de
northern en el que se habia purificado, sometido a electroforesis y transferido a una membrana ARN
poliadenilado de higado y de cerebro de pato se obtuvo la autorradiografia de la Figura 27D.

éCorresponden estos cuatro ADNc al mismo gen? ¢Por qué aparecen dos bandas de diferente tamanio
en el northern? ¢Cual es el motivo de que pahil tenga un mapa de restriccion distinto de pacel, pace2 y pace3?
éPor qué algunas bandas del Southern tienen tamafios que no se corresponden con los fragmentos de restriccién
de los ADNc? Responde a estas preguntas en 27A a 27D, respectivamente.

28.- Durante la realizacion de su trabajo de fin de grado, se asigna a una alumna de cuarto curso de Biotecnologia
de la UMH la tarea de identificar la secuencia reguladora a la que se une el factor de transcripcién FOXAs, que
regula directamente a APOA2 y a otros genes humanos. Para ello, se le proporcionan los cuatro clones que se
describen en la Tabla 6.

Tabla 6.- Clones que se mencionan en el enunciado del problema 28

Clon Vector Inserto Células hospedadoras
FOXA3-ADNg pBeloBAC11 Regidn gendmica que contiene al gen FOXA3 Escherichia coli
FOXA3-ADNc p427-TEF ADNCc del gen FOXA; Saccharomyces cerevisiae
APOA2-ADNg pBeloBAC11  Regidén gendmica que contiene al gen APOA2 Escherichia coli
APOA2-ADNc p427-TEF ADNCc del gen APOA2 Saccharomyces cerevisiae
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Indica en 28A qué clones de la Tabla 6 debera emplear la estudiante para llevar a cabo un experimento
de proteccion contra DNasa | (footprinting) con el propdsito de aislar el segmento del promotor de APOA?2 al
gue se une FOXA;3, y explica en 28B si sera necesario amplificar mediante PCR parte del inserto.

La estudiante realiza a continuacion un experimento de inmunoprecipitacion y secuenciacién de
cromatina (ChIP-Seq), obteniendo en un secuenciador masivo SOLID lecturas de 35 nt, que son finalmente
alineadas con la secuencia de referencia de los cromosomas humanos. En la Figura 28 se representan las lecturas
obtenidas que se alinean con la parte del cromosoma 20 que contiene el promotor y la regién 5’ de la unidad de
transcripcion de APOA2. Explica en 28C a qué se debe la acumulacion de lecturas que se observa en el centro de
la Figura 28.

Chri: 159459500 | 159460000 | 159460500 | 159461000 |
FOXA3-binding FOXA3-binding sequence

sequence _ ) | e FOXA3 reads _

mnann
o

FOXA3 signal

110
FOXAS signal
il - | . - Input reads, - .
10 Input signall-
Control signal
0 _— — |

e R --JlIIII.I.‘II--.I....IIIII
UCSC Genes Based on RefS?&_UniProt. GenBank, CCDS and Comparative Genomics
APOA2 [ttt - .- -

Figura 28.- Representacion gréfica del alineamiento de las lecturas obtenidas a partir de cromatina humana inmunoprecipitada con
un anticuerpo contra FOXAs. Los colores azul y naranja corresponden a lecturas obtenidas a partir de cada una de las dos cadenas
complementarias del ADN. En la parte inferior aparecen las lecturas correspondientes a cromatina de control (“Input”), que no
habia sido inmunoprecipitada. El pico aparece inmediatamente antes del primer exon del gen APOA2.

29.- Investigadores de las universidades de Harvard y Stanford llevaron a cabo varios analisis globales de
expresion génica, empleando para ello ARN total, extraido de células madre hematopoyéticas purificadas a
partir de la médula ésea de ratones jévenes (2-3 meses), de mediana edad (12 meses) y viejos (19-22 meses).
Comprobaron en primer lugar la calidad del ARN total obtenido, empleando un bioanalizador, con los resultados
que muestra la Figura 29. Explica en 29A el origen de las dos bandas negras de la calle 1 del gel de la Figura 29A
(la banda verde es una molécula de control interno), y en 29B a qué picos del electroferograma de la Figura 29B1
corresponden. Indica en 29C, 29D y 29E cudles son las muestras de la Figura 29A en las que el ARN es de alta
calidad o estd parcialmente degradado, o muy degradado, respectivamente. Indica en 29F y 29G,
respectivamente, a qué calles del gel de la Figura 29A corresponden los electroferogramas de las Figuras 2982
y 29B3.

Los investigadores compararon los niveles de expresién de mas de 20.000 genes entre las tres
poblaciones de ratones antes mencionadas. Una vez finalizado su analisis de micromatrices, intentaron validar
algunos de sus resultados mediante RT-PCR cuantitativa, obteniendo los resultados que aparecen en la Figura
29C, en la que la variable “Fold Change” indica el nimero de veces en que el nivel de expresién de un gen difiere
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entre muestras de células de ratones viejos y jovenes. Utilizaron como controles varios genes cuya expresion,
estimada mediante micromatrices, no parecia depender de la edad. ¢Cuales son estos genes de control en la
Figura 29C? Responde en 29H. ¢ Cudles son los genes cuya sobreexpresion en las micromatrices quedd validada
(responde en 291) o no (en 29J) mediante qRT-PCR?

La Figura 29D recoge los resultados de la comparacién mediante analisis de micromatrices entre ratones
viejos o jévenes y los de mediana edad. ¢Qué indica la escala de color que aparece en la parte inferior derecha
de la Figura 29D, bajo el mapa de calor? ¢ Depende inequivocamente de la edad la expresion de todos los genes

de la Figura 29D? ¢ Qué genes te parecen dudosos? Responde en 29K a 29M, respectivamente.

10 »
A C [BgRT-PCR
8 — @Micro-array
5
8 6
[$)
3 4
w
2 N ——
0 rx & $ Y A D Qo D
e o 2 £ & & N ¢ NGO
o P P K G o0
R G e 3 6‘& & Q\@? RO
D Lymphoid Myeloid
L 1 2 3 4 5 7 8 9 10 1 — Ol -ao
333z2zTm 3333323
>>>00000 Genesymbol >>>00000 Genesymbol
Bl Sample 1 Arhgdib Amp3
1 Bcl11b Anxa7
J Bink Ap3b1
I Cd160 %] Arhgef12
\ | | Cd86 Cbfa2t1h
l Csk Cebpb
£ ’ ] Dntt Cebpd
| { Ebi3 Dyrk3
| (| Elmo1 Epb4.1
Il ' Ezh2 Erg
| \ /| Fit3 Fgir1
e SERS SIS AT Icos Fgfriop2
o v I /gj Fgr
5 =& = = o = e W Igk-V8 Fli1
15 Gp1bb
nr Hip1
- Irf2 Hoxb6
B2 Lgals3 & Hoxb8
Mtcp1 Nckipsd
» Pik3ap1 Osmr
Pou2af1 Plscr2
Satb1 Pml
Sdc1 Ptpn11
| | Slamfé Rab27b
| | | Sox4 Selp
et Strat3 Thbd
- fiEs Terb-V13 Trfr2
| | \ Tia1 Trim24
Jl\ RS Y P = Tnfrsf13c/Baff = Whsc1l1
Vpreb1 Camp
n = M - < - - - - Bel3 Chi3I3
Cd3z MklI1
Ddx23 Mpo
Dsip1 Ncf4
B3 Edg1 I Ngp
| Fyb 1 S100a8
ﬁ Hest S100a9
| - Ikbkb Ucp2
Kirb1c
Ripk4
? A Raia - EEEE—
3 AN asl
| %"d‘ﬂ.\j\_,‘,«f' BN lll Zpbp -3 0 +3
/ S
Hadats =3 . - . Figura 29.- Calidad del ARN del problema 19 (A, B) y resultados de su
- el e analisis de micromatrices (D) y su validacion mediante gRT-PCR (C).

30.- El gen WYO humano presenta 4 secuencias que parecen ser donantes del splicing, y otras tantas que
parecen aceptores. Una investigadora obtiene dos muestras de ARN poliadenilado, de higado y rifién, y lleva a
cabo un ensayo de secuenciacion masiva de ADNc (RNA-Seq) en un secuenciador masivo lllumina. Los resultados
de este experimento en lo que respecta al gen WYO se recogen en la Figura 30, en la que se indica el nUmero de
lecturas (35-50 nt) que contienen secuencias de un solo exdén (# Exon Reads) o de dos (# Junction Reads). Cada
lectura (Sequence Alignments) se representa en la Figura 30 como una linea horizontal, alineada con la
correspondiente secuencia del genoma. ¢ Cuantas moléculas distintas de ARNm de WYO existen en el rifidn y en
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el higado? ¢{Qué exones contiene la mas abundante de estas moléculas en el rifién y el higado, y cudl es su
tamafio aproximado? Responde en 30A a 30F, respectivamente, razonando tus respuestas. ¢Como se denomina
el proceso que genera estas variantes de ARNm a partir de un transcrito primario? ¢ Cémo se explica la presencia
en la Figura 30 de lecturas de secuencias aparentemente intrénicas? Responde en 30G y 30H, respectivamente.

# Exon Reads: 140 20 260 200 3700

# Junction Reads:

Kidney

Sequence Alignments: -

1Y ]
<)) 'b: l}lll:
st
114 oy

# Exon Reads: 28
# Junction Reads:

Liver

Sequence Alignments: - - I =X T D ==
- -7 -~ 5 T mme TS
16282000 16283000 16284000 16285000 16286000 16287000 pb

Figura 30.- Representacion esquematica de las lecturas obtenidas en un experimento de secuenciacién masiva de ADNCc, alineadas
con el gen WYO, cuyos exones se representan a escala. Las lecturas aparecen en las franjas sombreadas en azul. Los rectdngulos
blancos representan a los exones.
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Area de Genética

Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada
Grado en Biotecnologia

Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie Ejemplo 1 de problemas

Apellidos: Apellidol Apellido2 Nombre: Nombre
E1A E1B E1C
Menor 2190 = 71,267-10%° 3 puentes de hidrégeno
secuencias
E2A E2B E2C E2D
4,52.10™ g 1,15-107 ¢ 2.560 proteinas | 72.735 proteinas
7,5-10° m 4,25.102 m
Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas
Apellidos: Nombre:
1A 1B 1C 1D
1E 1F 1G 1H
11 2A
3A

3B
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Area de Genética

Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada

Grado en Biotecnologia

Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 2 de problemas

Apellidos: Nombre:

4A 4B 4C

5A 5C

5B SF
5G

5D

5E

6A 6B 6C 6D 6E 6F 6G 6H 6l 6J

6K 6L 6M 6N

6N 60 6P

Calle 4: Amplificacion

correcta. Producto de

tamafio esperado.

19



José Luis Micol Molina
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Area de Genética

Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada

Grado en Biotecnologia

Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas

Apellidos: Nombre:
7A 7B

7C 7D

7E 7F

7G 7H

8A 8B 8C 8D

8E

8F 9A 9B
9C 9D

9F

9E 9G 9H

20
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas

Apellidos: Nombre:
10A
AA BB CcC DD AB AC AD BC BD CcDh

10 kb
8
7
6
5
3
1

10B 10C 10D 10E 10F

11A 11B
11C 11D
11E 11F 11G

12A 12B
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas

Apellidos: Nombre:

13A 13B 13C 13D

14A 14B 14C 14D

14E 14F 14G

14H 141
15A

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 a4 45 46 47 48 49 50

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125

126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175

176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 100

201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225

226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250

251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275

276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297
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158

15C

15D
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 6 de problemas

Apellidos: Nombre:

16A 16B

16C 16D

16E 16F

16G 16H

16l 16)

16K 16L

1eM 16N

16N 160

16P 16R

16Q

17A 178 17C 17D 17E

17F

18A 18B 18C

18D 18E 18F

18G 18H 18I

18) 18K 18L
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 7 de problemas

Apellidos: Nombre:

19A

19B
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19C

20A

20B

20C

20D

20E

20F

20G

21A

21C

21B

21D

21E
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 8 de problemas

Apellidos: Nombre:
22A 22B | 22C 22D
22E 22F
22G 22H
221 22)
22K 23A 23B
23C 23D 23E
23F 23G 23H
23| 23) 23K
23L 23M| 24A 24B
24C 24D 24E
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24F

24G

24H

24|

28



José Luis Micol Molina

Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2011-12)

Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada
Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 9 de problemas

Apellidos:

Nombre:

25A

25B

25C

26A

26B

26C 26D

26E

26F 26G 26H 261 26)

26K

26L

27A

278

27C

27D
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 10 de problemas

Apellidos: Nombre:

28A 28B

28C

29A 29B 29C 29D 29E 29F 29G
29H 291 29)

29K 29L 29M

30A 30B 30C

30D 30E 30F

30G 30H
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie Ejemplo 1 de problemas

Apellidos: Apellidol Apellido2 Nombre: Nombre
E1A E1B E1C
Menor 2190 = 71,267-10%° 3 puentes de hidrégeno
secuencias
E2A E2B E2C E2D
4,52.10™ g 1,15-107 ¢ 2.560 proteinas | 72.735 proteinas
7,5-10° m 4,25-10°2 m

Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas

Nombre:

1A 1B 1C 1D A=28,5%;

ADN 3/4=75% U=G=14,3%; C=21,4%;T=21,4%;
monocatenario C=28,6%; A=42,8% G=21,4%;U=7,14%
1E 1F 1G 1H

a,c,deysg 1 diana 1 diana DNasa |

1l 2A

Bal31

3A

La enz.1 es una polimerasa de ARN
dependiente de ADN. La enz.2 es
una polinucleétido fosforilasa.

3B

Incubar enz.2 en presencia de
nucleoétidos en diferentes
proporciones relativas y comprobar
su incorporacion al ARN.
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 2 de problemas

Apellidos: Nombre:
4A 4B 4C La DNasa 2 es (a) una exonucleasa
ARN monocatenario ADN bicatenario y el ADN Y es circular, (b) una nucleasa de

ADN monocatenarioy el ADN Y es
bicatenario, (c)...

5A 5C
HbW1: Delecidon del nucleétido 3’
Transcripcion del cododn de lys.
5'-S -3’
HbCS: Sustitucion de T por C en el
3'- -5 coddn de terminacion.
Stop Inicio
5B 5F

Insercion de una G
entre el coddn de
asny el de ala.

AGY/TCN AAR TAC CGT TAA

5G
AGY/TCN AAT ACC GTT AAG CTG GAG CCT CGG TAG Delecion del
nucleétido 4 (la A 5’
AGY/TCN AAR TAC CGT CAA GCT GGA GCC TCG GTA GCN del primer codén de
ser).
5D
5'-AARAGUCCAUCACUUAAUGCNGCNAAR-3’
5E
5'-AARGUCCAUCACUUAAUGCNGCNAAR-3’
6A 6B 6C 6D 6E 6F 6G 6H 6l 6J

60°C 60°C 62°C 64°C 64°C 58°C 56°C 66°C 62°C 60°C

6K 6L 6M 6N Complementariedad interna
8,8:10% |9,09-10° Los cebadores hibridan con en el oligonucleétido C:
secuencias repetidas. A

5'-CGTGAGCTAG G
3'-GCACTCGATA Cc

T
6N 60 Las Tm de los 6P Los oligonucleétidos | y J forman
Calle 4: Amplificacion cebadores Gy H son heterodimeros:
correcta. Producto de muy distintas. 5’ -GGGAATTCGCTCGCACATGT-3'
tamafio esperado 3'-CGTGTACACGTTTTATAGTGG-5'
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Area de Genética

Departamento de Biologia Aplicada

Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas

Apellidos:

Nombre:

7A
Fragmento Klenow de la ADNpol | de Escherichia
coli, dCTP y dATP.

7B

(1) Fosfatasa (fosfomonoesterasa) alcalina y (2)
polinucleétido quinasa de T4 en presencia de [y-
32p]-dATP.

7C
Ligasa de T4 y acoplador BamHl.

7D

Ligasa de T4 o Escherichia coli y adaptador
EcoRI:Pstl.

7E

Fosfatasa alcalina.

7F
(1) Una nucleasa de cadena sencilla (Exo VII, S1...)
y (2) ligasa de T4.

7G

(1) DNasa | en presencia de Mg?*, (2) ADNpol | de
Escherichia coli, [a-3P]-dATP, dCTP, dGTP y dTTP,
y (3) ligasa de T4.

7H

(1) Ligasa de T4 y acoplador EcoRl, (2) EcoRl y (3)
ligasa de T4 o Escherichia coli.

8A Polimerasas termoestables 8B 8C
y actividad desoxinucleotidil OHen | OHen
transferasa terminal. 3’ 5’

8E (a) La ligacion de un inserto a un

vector después de la desfosforilacion de este
ultimo y (b) la tecnologia TOPO producen
construcciones con dos mellas muy distanciadas,
gue son reparadas después de la transformacion
por la célula hospedadora.

8D Las colas A 3’ del producto de PCR se

unen por complementariedad a las colas T 3’ del
vector. La ligacidn del inserto y el vector genera
una construccion con dos mellas distanciadas (los
productos de PCR carecen de fosfatos en 5’) que
son reparadas por la célula hospedadora. Las cé-
lulas de las colonias blancas contienen un vector
AmpR® con un inserto que interrumpe el segmen-
to LacZa (LacZ') del sitio de clonacién multiple,
por lo que carecen de actividad 3-galactosidasa.

8F La pérdida ocasional de las colas
T 3’ del vector permite su recircularizaciéon y no

9A 9B De arriba abajo: mellado,
40 lineal, circular covalentemente

dianas BstZI. La digestidon con Sphl lineariza la cons-
truccion (calle 3). Con BstZl rinde tres fragmentos,
dos de ellos visibles: el vector y el inserto (calle 4).

impide la complementacién o, por lo que las células ug/mi cerrado, superenrollado y circular
gue incorporan un vector sin inserto cuentan con monocatenario.

actividad B-galactosidasa.

9C La construccidn tiene una sola diana Sphl y tres 9D

3.015 — (77 - 31) = 2.969 pb

9F

5'-GGGCGAAUUGGGCCCGACGUCGCAUGCUCCCGGCCGCCAUGGCGGCCGCGGGAAUUCGAUU-3’

9E 9@G Los nucledtidos con
Spel, Pstl, Sall, digoxigenina de la sonda

Nsil. esta y reducen su movilidad
electroforética.

9H El sitio de clonacidn multiple
esta totalmente incluido en la molécula de

Ndel, Sacl, BstXl y incrementan el peso molecular de | control (2.627 pb) pero solo parcialmente

en el fragmento de restriccion (2.495 pb).
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Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Grado en Biotecnologia

Departamento de Biologia Aplicada
Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas

Es homocigdtico para el RFLP ligado al alelo
causante de la enfermedad, por lo que
probablemente la padecera.

Apellidos: Nombre:
10A
AA BB CC DD AB AC AD BC BD CD
- — e e— 10 kb
GED GE» D GED GE —— Gl - o Y
= — Y
GED GE G —— e - G GED GED
G o GED ——— e e — 5
G o —e— —— —— GEED 3
L/ — - e ]
10B 10C 10D 10E 10F El individuo VI-5 de la familia venezolana
Si C Si A parece ser recombinante. En la familia
estadounidense el RFLP A parece estar ligado al alelo
mutante en 13 individuos, aunque no en otros 5.
11A 11B

No es portador del RFLP ligado al alelo causante
de la enfermedad, por lo que probablemente no
la manifestara.

11C

La sonda C es la Unica que permite visualizar
bandas que cosegregan con la enfermedad (que
estan presentes en todos los individuos
enfermos y en ninguno de los sanos).

11D

No, ya que no es portador del RFLP ligado al
alelo causante de la enfermedad.

11E 11F

11G

No parece portadora del alelo
causante de la enfermedad, ya

Es portadora del RFLP ligado al
alelo causante de la

No padecera la enfermedad ya
gue parece homocigética para

que ha heredado de su padre el | enfermedad. el alelo normal del gen
RFLP de 3 kb. causante de la enfermedad.
12A Variaciones en el 12B

nuimero de repeticiones en
tandem (VNTR) y/o
polimorfismos en la presencia
de dianas de restriccion, que
causan RFLP.

La autorradiografia sugiere, pero no demuestra, que Andrew es
hijo de Christiana, ya que su ADN da lugar a muchas bandas
comunes con las de sus presuntas madre y hermanas, pero no
con el individuo no emparentado.
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Area de Genética

Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada

Grado en Biotecnologia

Curso 2011-12

Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas

Apellidos: Nombre:
13A 13B 13C 13D
1.283.884 449.358 224.678 25.676
14A Accl (Sall, 14B Apaly Pstl 14C 14D
Hincll) y Sacl 57,8°C 60,4°C
14E 14F 14G Un autodimero de MADX:

. . . . 3'-G
Ninguna horquilla en Ninguna horquilla en CGTCGACCATTACAGATTACAGATTACA
MADX MADY IACATTAGACATTAGACATTACCAGCTGG

G-3’
14H Ningun autodimero de MADY 141
15A Ningun heterodimero entre MADX
y MADY

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
T G|C|lA|lA|G|A|T|G|C|A|C|/A|IC|G|C|T|C|A|G|T|T|T)|C|A
26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
AT T G|lg|t|laj]a|jg|t|t|t|t|g|lt|g|lt|t|t|ec|c|c|a|t|c
51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
c|lec|t|t|la|la|t|lg|lt|jc|la|t|c|t|t|g|la|lt|t|t|t|g|la|t]|a
76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100
t|lala|la|g|lala|g|la|g|la|lg|la|g|la|t|t|t|ja|g|t|a|t|t|c
101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125
ala|t|g|t|t|t|lt|jtjt|jt|t|t|t|t|t|g|lt|t|t|t|g|g|g]|a
126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
t|la|t|t|g|t|a|g|T|T|Cc|c|c|c|c|T|e|c|Aa|T|Aa|T|T|A|T
151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175
c/lc/ajlc/lajlT|C|]T/ A|G|C|lA|G|C|T|T|T| T A G|G|G|C|T|C
176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 100
G/laA|lT| T C|T A|C|A|T|  G|G|A|G|C|C|A|G|A|G|A|C|A|T|C
201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225
A/Gg|laAaC|lA|lG|T|G|G|C|T|C|A|A|T|IG|G|C|T|A|G|T|G|G|G
226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250
A|lGg|C|lA|T|G|G|C|A|lC|G|T|  G|G|A|G|G|T|G|G|A|A|T|G|G
251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275
c|T|G|G|T A|G|IA|lA|G|C|A|C|A|IC|G|C|G|G|G|C|C|T|A|A
276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297

T G|T|C|A|lA|T|G|C|T|G|C|A|G|T|G|A|G|G|C|C|A|3"
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158

ADNg AGO1
ADNg agol-27
ADNg 1-52
ADNc_AGO1
ADNc_agol-27
ADNc _agol-52

ADNg AGO1
ADNg_agol-27
ADNg 1-52
ADNc_AGO1
ADNc _agol-27
ADNc _agol-52

ADNg_AGO1
ADNg agol-27
ADNg 1-52
ADNc_AGO1
ADNc _agol-27
ADNc_agol-52

ADNg_AGO1
ADNg agol-27
ADNg 1-52
ADNc_AGO1
ADNc_agol-27
ADNc _agol-52

ADNg_AGO1
ADNg_agol-27
ADNg 1-52
ADNc_AGO1
ADNc _agol-27
ADNc_agol-52

ADNg_AGO1
ADNg agol-27
ADNg 1-52
ADNc_AGO1
ADNc_agol-27
ADNc_agol-52

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

TGCAAGATGCACACGCTCAGTTTCAATTGGTAAGTTTTGTGTTTCCCATCCCTTAATGTC
TGCAAGATGCACACGCTCAGTTTCAATTGGTAAGTTTTGTGTTTCCCATCCCTTAATGTC
TGCAAGATGCACACGCTCAGTTTCAATTGGTAAGTTTTGTGTTTCCCATCCCTTAATGTC
TGCAAGATGCACACGCTCAGTTTCAATTG~——==——==—===—===————————————
TGCAAGATGCACACGCTCAGTTTCAATTG- — === === = === === === —mm——mm— —
TGCAAGATGCACACGCTCAGTTTCAATTGG-——==——==—===—===—=———————————
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdkk

ATCTTGATTTTGATATAAAGAAGAGAGAGATTTAGTATTCAATGTTTTTTTTTTTTGTTT
ATCTTGATTTTGATATAAAGAAGAGAGAGATTTAGTATTCAATGTTTTTTTTTTTTGTTT
ATCTTGATTTTGATATAAAGAAGAGAGAGATTTAGTATTCAATGTTTTTTTTTTTTGTTT

TGGGATATTGTAGTTCCCCCTGCATATTATGCACATCTAGCAGCTTTTAGGGCTCGATTC
TGGGATATTGTAGTTCCCCCTGCATATTATGCACATCTAGCAGCTTTTAGGGTTCGATTC
TAGGATATTGTAGTTCCCCCTGCATATTATGCACATCTAGCAGCTTTTAGGGCTCGATTC
————————————— TTCCCCCTGCATATTATGCACATCTAGCAGCTTTTAGGGCTCGATTC
————————————— TTCCCCCTGCATATTATGCACATCTAGCAGCTTTTAGGGTTCGATTC
--—-ATATTGTACTTCCCCCTGCATATTATGCACATCTAGCAGCTTTTAGGGCTCGATTC

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk khkkkkkk
TACATGGAGCCAGAGACATCAGACAGTGGCTCAATGGCTAGTGGGAGCATGGCACGTGGA
TACATGGAGCCAGAGACATCAGACAGTGGCTCAATGGCTAGTGGGAGCATGGCACGTGGA
TACATGGAGCCAGAGACATCAGACAGTGGCTCAATGGCTAGTGGGAGCATGGCACGTGGA
TACATGGAGCCAGAGACATCAGACAGTGGCTCAATGGCTAGTGGGAGCATGGCACGTGGA
TACATGGAGCCAGAGACATCAGACAGTGGCTCAATGGCTAGTGGGAGCATGGCACGTGGA
TACATGGAGCCAGAGACATCAGACAGTGGCTCAATGGCTAGTGGGAGCATGGCACGTGGA
hhkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkk
GGTGGAATGGCTGGTAGAAGCACACGCGGGCCTAATGTCAATGCTGCAGTGAGGCCA- -~
GGTGGAATGGCTGGTAGAAGCACACGCGGGCCTAATGTCAATGCTGCAGTGAGGCCA- -~
GGTGGAATGGCTGGTAGAAGCACACGCGGGCCTAATGTCAATGCTGCAGTGAGGCCA- -~
GGTGGAATGGCTGGTAGAAGCACACGCGGGCCTAATGTCAATGCTGCAGTGAGGCCACTC
GGTGGAATGGCTGGTAGAAGCACACGCGGGCCTAATGTCAATGCTGCAGTGAGGCCACTC

GGTGGAATGGCTGGTAGAAGCACACGCGGGCCTAATGTCAATGCTGCAGTGAGGCCACTC
hhkkkkkkkkkkkkdkdkdkdkhkhkhkhkhkhk ok ok ok k ok kkkkk ok ok ok ok ok ok ok ok dkok koo ok ok ok ok ook ok ok ok

CCAGCTCTGAAAGAGAATGTGAAGCGTGTCATGTTCTACTGTTGACTACTGCTGAGTTGA
CCAGCTCTGAAAGAGAATGTGAAGCGTGTCATGTTCTACTGTTGACTACTGCTGAGTTGA
CCAGCTCTGAAAGAGAATGTGAAGCGTGTCATGTTCTACTGTTGACTACTGCTGAGTTGA

60
60
60
29
29
30

120
120
120

180
180
180
76
76
86

240
240
240
136
136
146

297
297
297
196
196
206

256
256
266

ADNg AGO1 ~ ——mmmm o

ADNg agol-27 = -—------—----—mmmmmm

ADNg 1-52 ~ = —------mmmmmmmmm e

ADNc_AGO1 TTTACCCTCTATCTATCTTTATGAGTTGATTCAC 290

ADNc_agol-27 TTTACCCTCTATCTATCTTTATGAGTTGATTCAC 290

ADNc_agol-52 TTTACCCTCTATCTATCTTTATGA------—-—--— 290

15C

AGO1l ARCTRSVSIVPPAYYAHLAAFRARFYMEPETSDSGSMASGSMARGGGMAGRSTRGPNVNAA
AGOl1-27 ARCTRSVSIVPPAYYAHLAAFRVRFYMEPETSDSGSMASGSMARGGGMAGRSTRGPNVNAA
AGOl1-52 ARCTRSVSIGYCTSPCILCTSSSFE*

AGOl VRPLPALKENVKRVMFYC*

AGO1-27 VRPLPALKENVKRVMFYC*

15D ago1-27: C—T en la posicion 173, que cambia A por V en la proteina AGO1-27.
agol-52: G—>A en la posicién 122, que crea un nuevo aceptor del splicing, por lo que 10 nucleétidos
del intrén no son eliminados, apareciendo 15 aminodacidos nuevos y un coddn de terminacién que
hace que la proteina mutante AGO1-52 tenga 53 aminoacidos menos que la silvestre.

36



José Luis Micol Molina

Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2011-12)

Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada
Grado en Biotecnologia Curso 2011-12

Hoja de respuest

as a la serie 6 de problemas

Apellidos:

Nombre:

16A El gen URA3 de Saccharomyces
cerevisiae codifica la orotidina-5'-fosfato
descarboxilasa, que participa en la ruta de
sintesis de novo de las pirimidinas.

16B Las mutaciones ura3- causan auxotrofia

a la uridina o el uracilo. Los vectores portadores del gen
URA3 se utilizan con hospedadores ura3-. La seleccion se
realiza en medio de cultivo sin uridina o uracilo.

16C El gen TRP1 de Saccharomyces
cerevisiae codifica la fosforribosilan-
tranilato isomerasa, que participa en la
ruta de sintesis del triptéfano.

16D Las mutaciones trp1- causan auxotrofia al
triptéfano. Los vectores portadores del gen TRP1 se
utilizan con hospedadores trp1-. La seleccion se realiza
en medio de cultivo sin triptéfano.

16E El gen HIS3 de Saccharomyces
cerevisiae codifica la imidazolglicerol-
fosfato deshidratasa, que participa en la
ruta de sintesis de la histidina.

16F Las mutaciones his3- causan auxotrofia

a la histidina. Los vectores portadores del gen HIS3 se
utilizan con hospedadores his3-. La seleccidn se realiza
en medio sin histidina.

16G El gen ampR de Escherichia coli
codifica una B-lactamasa que degrada las
penicilinas.

16H Los vectores portadores del gen
ampR se utilizan con hospedadores Amp®. La seleccidon
se realiza en medio con ampicilina.

16l Saccharomyces cerevisiae.

16J Saccharomyces cerevisiae.

16K Saccharomyces cerevisiae.

16L Escherichia coli.

16M ARSI es un origen de replicacion
de Saccharomyces cerevisiae.

16N CEN4 es un centromero de
Saccharomyces cerevisiae.

16N TEL es un telémero de
Saccharomyces cerevisiae.

160 pMB1 ori es un origen de replicacién
operativo en Escherichia coli.

16P Es 16R Se deben cultivar las levaduras transformantes primero en un medio

un YAC. de cultivo A con triptéfano y sin uridina ni histidina, y después hacer plaqueo de réplica
16Q a un medio B sin triptéfano, uridina ni histidina. Las colonias que crezcan en A pero no
Si. en B contienen el vector con el inserto.

17A 17B 17C 17D 17E Esun artefacto

7.874.880 200 1.640.600 II-6F (un falso positivo).

17F Marcador

YAC (2631 63) (210 6892) 1071 (5192 719) (6193 991) 714 (3087 4630 522) 713
1I-6A

IV-3C

X-9H

VII-12E

1-8C

18A 18B Solo se usa 18C Laintensidad de la sefial de L2_450 3R desciende

Lineal. | un cebador. progresivamente. La de 7_C09 se interrumpe bruscamente.

18D La longitud de 7_C09 es unas 550 18E 18F Tiene una longitud definida

pb. L2_450_3R tiene al menos 830 pb. 7 C09 |yunaAensuextremo 3.

18G No, porque no son sintetizados
durante la reaccidon de secuenciacion.

18H ---

18I si

18)
5'-ACGAGCAAAATTGAATTGGT-3'

18K Actividad transferasa
terminal de la polimerasa
termoestable.

18L Es ADN de un
heterocigoto para una
mutacion puntual.
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Hojas de respuestas a la serie 7 de problemas

Apellidos: Nombre:

19A Son cuatro diferentes moléculas de ARNm, obtenidas por splicing alternativo
a partir de un solo gen: INDY. Cada una de ellas rinde, al traducirse, una isoforma
de la proteina INDY.

198

GENE ID: 65202 Slcl3a2 | solute carrier family 13 (sodium-dependent
dicarboxylate transporter), member 2 [Rattus norvegicus]
(10 or fewer PubMed links)

Score = 325 bits (833), Expect = 3e-98
Identities = 213/555 (38%), Positives = 333/555 (60%), Gaps = 37/555 (7%)
Frame = +3

Query 393 EFRCMYLLLVMAIFWVTEALPLYVTSMIPIVAFPIMGIMSSDQTCRLYFKDTLVMFMGGI 572
E CY +++MA+ W TEALPL VT++ PIV FP+MGIM + + C YFKDT ++F+GG+
Sbjct 35 EAYCAYSITILMALLWCTEALPLAVTALFPIVLFPLMGIMDASEVCIEYFKDTNILFVGGL 94

Query 573 MVALAVEYCNLHKRLALRVIQIVGCSPRRLHFGLIMVTNFLSMWI
MVA+AVE+ NLHKR+AL+V+ I+G P L G ++VT |[FLSMWIS
Sbjct 95 MVAIAVEHWNLHKRIALQVLLIIGVRPALLLLGFMLVTAFLSMWIS

AACTAMMCPIIQA 752
A TAMM PI A
TATTAMMVPIGHA 154

Query 753  VLEELQA--QGVCKINHEPQYQIV-----—-———-— GGNKKNNEDEP--——-———-- PYPT 863
VLE+LQ + V N+ P +++ G + EP +
Sbjct 155 VLEQLQGSKKDVEGGNNNPTFELQEECPQKEVTKLDNGQPVSAPSEPRTQKTQEHHRFSQ 214

Query 864 KITLCYYLGIAYASSLGGCGTIIGTATNLTFKGIYEARFKNSTEQMDFPTFMFYSVPSML 1043
++LC I Y++S+GG T+ GT NL +G + F + ++F ++ ++ P+M+
Sbjct 215 GLSLC----ICYSASIGGIATLTGTTPNLVLQGQVNSLFPQNGNVVNFASWFGFAFPTMI 270

Query 1044 VYTLLTFVFLQWHFMGLWRPKSKEAQEVQRGREGADVAKKVIDQRYKDLGPMSIHEIQVM 1223
+ LL +++LQ F+G+ K+ E+ R+A A +VI +¥Y+ LGPMS E V
Sbjct 271 ILLLLAWLWLQVLFLGVNFRKNFGFGEGEEERKQA--AFQVIKTQYRLLGPMSFAEKTVT 328

Query 1224 ILFIFMVVMYFTRKPGIFLGWADLLNSKDIRNSMPT----- IFVVVMCFMLPANYAFLRY 1388
+LF+ +VV++FTR+PG F GW D + + + SM + IF+ ++ F++P+ L
Sbjct 329 VLFVLLVVLWFTREPGFFPGWGDTVFANEKGQSMASDGTVAIFISLVMFIIPSKIPGL-- 386

Query 1389 CtrrggpvptgptpSLITWKFIQTKVPWglvillgggfalaEGSKQSGMAKLIGNALIGL 1568
P P+++TWK + K+PW +V |LLGGGFALA+GS+QSG+++ +G+ L L
Sbjct 387  MQODPKKPGKLKAPPAILTWKTVNDKMPWNIVILLGGGFALAKGSEQSGLSEWLGDKLTPL 446

Query 1569 kvlpnsvlllvvilvavflTAFSSNVAIANIIIPVLAEMSLAIEIHPLYLILPAGLACSM 1748
+ +P S +++ L+ T +SNVA + +P+LA M+ AI +HPLY++LP LA S+
Sbijct 447 QHIPPSATAVILCLLIAIFTECTSNVATTTLFLPILASMAQATICLHPLYVMLPCTLAASL 506

Query 1749 AFHLPVSTPPNALVAGYANIRTKDMaiagigptiitiitLFVFCQTWGLVVYPNLNSFPE 1928
AF LPV+TPPNA+V + ++ DMA AG IT ++ + + +W + ++ L++FP
Sbjct 507 AFMLPVATPPNAIVFSFGGLKVSDMARAGFLLNIIGVLAITLSINSWSIPIF-KLDTFPS 565

Query 1929 WAQIYAAAALGNKTH 1973
WA + L N ++
Sbict 566 WAHSNTSQCLLNPSN 580
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19C
5'-TT(TC)(TC)TN(TA)(CG)NATGTGGAT(TCA)(TA)(CG)N-3’
5'-NGC(AG)AANCCNCCNCCNA(AG)NA(AG)-3'

20A 20B Tanto el padre como la madre son heterocigéticos para el
RFLP ligado al alelo mutante del gen de la fibrosis quistica. El feto parece
Si. homocigético para el alelo mutante, por lo que padecera la enfermedad.

20C (1) Extraccion de ADN gendmico, para (2) su amplificaciéon por PCR con los

cebadores all y al2, (3) digestion de los productos de amplificacién con Tsp45l, y (4) electroforesis
de los fragmentos de restriccién en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio para determinar
el genotipo de cada individuo en base a las bandas que aparezcan.

20D 20E 20F
Dos bandas, de unas Una sola banda, Tres bandas, de unas 200,
160y 40 pb. de 200 pb. 160y 40 pb, de menor grosor

que las de 20D y 20E.

20G Seria necesario (1) extraer ARN total del tejido a estudio, (2) retrotrans-

cribirlo a ADNc con una retrotranscriptasa y oligo(dA),, (3) amplificar el ADNc mediante PCR,
empleando los cebadores all y al2, (4) digerir los productos de amplificacion con Tsp45l, y (5)
someter a electroforesis los fragmentos de restriccion en un gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio. La aparicién de bandas de 160 y 40 pb demostraria la transcripcidn del alelo mutante.

21A 21B Ninguna de las bandas de la huella de Sarah se st ==
Si. observa en las de Eric o Kristin. Puede afirmarse categéricamente _— — — — =
que Betty no es hija de Eric y Kristin Neman. — == -
21C ===:=_-
Si. I
21E Todas las bandas de la huella molecular de Betty Neman corresponden
a alguna del padre o la madre de Sarah Sting. Es muy probable, aunque no
ﬁlD absolutamente seguro, que Betty Neman sea Sarah Sting.
0.
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Hojas de respuestas a la serie 8 de problemas

Apellidos:

Nombre:

22A

MAS 2' Promoter

W
cm BAR MAS 3

CaMV 35S Promoter
ol (1859)
4sel (1895)
wal (1912)
6Us A (2284)
acl (2295)
pGSA1204 el (2302)
)
ocs 3

22B
Si.

22C Km: Gen de
resistencia a kanamicina
(marcador seleccionable
en Escherichia coliy en
plantas).

22D Cm:Gende
resistencia a cloramfenicol
(marcador seleccionable en
Escherichia coli).

22E Hyg: Gen de
resistencia a higromicina
(marcador seleccionable en
Escherichia coliy en plantas).

22F GUS: Gen testigo, que
codifica la B-glucuronidasa.

22G Bar: Gen de

resistencia al herbicida BASTA
(marcador seleccionable en
plantas).

22H OCS 3’: Sefial de
poliadenilacion de
Agrobacterium tumefaciens.

221 CaMV 35S: Promotor
del virus del mosaico de la
coliflor (muy eficaz para la
transcripcién en plantas).

22) [B: Borde izquierdo
del ADN-T del plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens
(insercion en genomas de
plantas).

22K RB: Borde derecho

del ADN-T del plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens
(insercion en genomas de
plantas).

23A CMV: Promotor del
citomegalovirus (muy eficaz para
la transcripcion en células de los
mamiferos).

23B gttB1: Secuencia que
reconoce la integrasa Int de A
en la reaccion BP de
recombinacion Gateway.

23C Notl: Diana de Notl,
una endonucleasa de restriccion
de tipo Il.

23D Xbal: Diana de Xbal,
una endonucleasa de restriccion
de tipo Il.

23E BamHI: Diana de
BamHlI, una endonucleasa de
restriccion de tipo Il

23F attB2: Secuencia que

reconoce la integrasa Int de A en

la reaccion BP de recombinacion
Gateway.

23G Apal: Diana de Apal,
una endonucleasa de restriccion
de tipo Il.

23H 5V40: Promotor del
SV40 (muy eficaz para la
transcripcion en células de los
mamiferos).

23l Neomycin: Gen de la
neomicina fosfotransferasa
(causa resistencia a neomicina).

23J 5V40 pa: Sefial de
poliadenilacion de SV40.

23K ColE1 ori: Origen de
replicacion operativo en
Escherichia coli.

23L Ampicillin: Gen de
resistencia a ampicilina
(marcador seleccionable en
bacterias).

23M
Si.

24A
No.

24B Pj,c: Promotor del
operédn lac.

24C lacZa: segmento del
gen lacZ que codifica el péptido
a.

24D MCS: Sitio de
clonacién multiple.

24E Kanamycin: Gen de
resistencia a kanamicina
(marcador seleccionable en
bacterias y plantas).
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24F Zeocin: Gen de
resistencia a zeocina (marcador
seleccionable en células
hospedadoras eucaridticas y
procarioticas).

24G puUC ori: Origen de
replicacién en Escherichia coli de
los plasmidos de la serie pUC.

241

Porque si los oligonucledtidos presentan un fosfato

en sus extremos 5’ también lo tendran los productos de PCR que
generen, que no podran formar un puente fofodiéster con el
fosfato 3'del vector, que estd unido covalentemente a la

topoisomerasa.

24H El gen ccdB codifica

una proteina que resulta toxica
para la gran mayoria de las
estirpes de Escherichia coli. La
incorporacion de un inserto al
sitio de clonacion multiple de
pCR-Blunt II-TOPO interrumpe y
desfasa la pauta de lectura de
lacZa, y desfasa o impide la
traduccién de ccdB.
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Hoja de respuestas a la serie 9 de problemas

Apellidos: Nombre:

25A El mapa representa la recombinacion, mediante una reaccion LR, entre dos

construcciones obtenidas a partir de vectores Gateway. Una de las construcciones contiene el
inserto GOI (Genes Of Interest) en el vector de entrada pCR8/GW. La otra contiene los marcadores
CmPRy ccdB en el vector de destino pBBE22gate. La recombinacion LR sustituye el inserto CmR-ccdB
por el GOI, obteniéndose la construccion pBBE22gate+GOlI, que se utiliza para transformar células
hospedadoras Kan®, Zeo® y CcdB®. Los transformantes pueden seleccionarse en medio de cultivo
suplementado con kanamicina y/o zeomicina. Las bacterias que hayan incorporado pBBE22gate no
generaran colonias como consecuencia de la toxicidad de la proteina ccdB.

25B 25C
Si. Cm?, CcdBR, Kan®y Zeo®.

26A 26B 26C 26D 26E | 26F 26G 26H 261 26J
21 24 28 32 37 209.715 ] 13.107 | 1.638 102 6

26K Porque se alcanza la fase de meseta de la reaccién de amplificacién como
consecuencia de la disminuciéon de la concentracién de los sustratos y de la actividad de la
polimerasa termoestable.

26L Dado que se trata de una determinacion realizada en sangre, que contendra
ADN del paciente y de cualquier otro virus, si lo hubiera, es preferible una sonda TagMan, que
evidenciard unicamente la amplificacién del genoma del virus a estudio.

27A 27B
Si. Porque los ARNm del gen a estudio son de diferente longitud en el higado y el
cerebro, como consecuencia de la existencia de splicing alternativo.

27C

Porgue la variante de ARNm que produce el gen a estudio en el higado contiene algin exén que no
esta presente en la variante del cerebro. Este exdn diferencial contiene una diana E y otra H.

27D

Porque en el Southern se visualizan fragmentos de restriccion del ADN genédmico. Estos fragmentos
contienen intrones (que no estan presentes en el ADNc) y son productos de la digestién de las
dianas de restriccién de la parte codificante de la unidad de transcripcion del gen a estudio y de las
del ADN gendmico adyacente. Estas Ultimas dianas no estan presentes en el ADNc.
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Hoja de respuestas a la serie 10 de problemas

Apellidos: Nombre:

28A 28B Sera necesario amplificar por PCR la parte del inserto de

FOXA3-ADNcy pBeloBAC11 que contiene la region gendmica comprendida entre el extremo 5’ de la

pBeloBAC11. unidad de transcripcién de APOA2 y la del gen adyacente, a fin de disponer de solo una
molécula de poca longitud para tratarla con DNasa |.

28C

Las lecturas acumuladas corresponden al segmento del promotor del gen APOA2 al que se une el

factor de transcripcién FOXA3. Son lecturas de fragmentos de ADN gendmico que estaban unidos a

FOXA3, razon por la que pudieron ser inmunoprecipitados con un anticuerpo antiFOXA3.

29A Corresponden | 29B Al segundo 29C 29D 29E 29F 29G

a los ARNr 28S (banda | (ARNr 18S) y al tercer pico| 1 2-6 7-11 4-5 6-11

de arriba) y 18S (la de | (28S), de izquierda a

abajo). derecha.

29H 291 Selp, Osmr, Flt3/ 29)

Abcbla, Itga4, Cbfa21thy Flk2,Cebp-d, Hoxb6 y Pbx3. Alcamy Pml.

Runxl1.

29K El color rojo claro 29L No, porque algunos 29M Bink, Satb1, Sox4,

indica sobreexpresion, y el verdel genes muestran niveles de Vprebl, Edgl, Fyb, Amp3, Fgfrl,

claro, represion. Los genes que | expresion opuestos en dos o Osmr, Plscr2, Rab27by Ucp2.

no muestran diferencias de mas muestras de ratones de la

expresidn se representan en misma edad.

negro.

30A En el rifién podrian 30B En el higado existen 30C La composicién de

existir cuatro variantes, con la dos variantes, con la siguiente | exones de la variante mas

siguiente composicién de composicion de exones: 1345y | abundante en el rifidn es 1345.

exones: 12345, 135, 1235y 2345,

1345.

30D La composicién de 30E 30F

exones de la variante mas Unas 1.200 pb. Unas 1.200 pb.

abundante en el higado es 1345.

30G 30H Puede tratarse de lecturas (a) de ADN gendémico

Splicing contaminante, que no habia sido eliminado totalmente durante el aislamiento

alternativo. del ARNm, o (b) de transcritos primarios que en el momento de la extraccion de

ARN no habian sufrido aun el splicing.
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Problemas

1.- La composicién de una molécula monocatenaria de ARN de 10° nt de longitud es del 20% en A, 25% en C,
25% en U, y 30% en G. Si la secuencia de dicha molécula se hubiese generado al azar, écudntas veces cabria
esperar que contuviera el segmento 5'-GUUA-3'? Responde en 1A.

Dos moléculas bicatenarias de ADN de una poblacion de fagos T2 de Escherichia coli fueron
desnaturalizadas por calentamiento, obteniéndose las siguientes moléculas monocaterias: M1 (5-TAGCTCC-3’),
M2 (5'-GGAGCTA-3’), M3 (5'-GCTCCTA-3') y M4 (5'- TAGGAGC -3’). Representa en 1B con el maximo grado de
detalle posible las moléculas bicatenarias que contendra la disolucién tras su enfriamiento a 25°C.

Indica en 1C cudles de las siguientes relaciones entre bases son iguales a 1 en el ADN bicatenario: A/C;
G/T; A/T; G/C; (A+T)/(G+C); (A+G)/(C+T); y (G+T)/(A+C). Si el contenido en citosina de una molécula bicatenaria
de ADN es del 17%, écual es el de adenina? Responde en 1D.

2.- Se aislé ADN del pldsmido pEZY mediante una minipreparacion realizada a bp
partir de un cultivo de Escherichia coli DH5c, tomando una alicuota para
someterla a electroforesis en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.
Las bandas asi obtenidas se visualizaron y fotografiaron en un documentador
de geles con el resultado que muestra la calle P de la Figura 2. Se realizaron
digestiones simples y dobles de otras alicuotas del ADN plasmidico con las
endonucleasas de restriccion Narl, Accl, EcoRl y BamHI (las secuencias de sus
dianas pueden encontrarse en Internet). Se afiadié ligasa de T4 a los
fragmentos de restriccién obtenidos de la digestion doble realizada con Narl y
Accl y se obtuvieron las moléculas representadas en la calle Lig de la Figura 2.
Utilizando la informacién que aporta la Figura 1, interpreta la Figura 2
dibujando en 2A un mapa circular de pEZY, y explicando en 2B y 2C, =
respectivamente, a qué corresponden las bandas de las calles P y Lig. No se V@
requiere para resolver este problema una precision superior a 0,5 kb. =

Hinf | fragments
of the vector

Figura 1.- Tamafio (en pb) de las

M P N A E B N+AN+E E+B E+A N+B A+B Lig M moléculas del marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder de
. . . Invitrogen.
- T - a» - a» =
- -
[ ] o D
-
[ ] D T o D
- -
- = e
Figura 2.- Visualizacion de los
- - o - a» - - fragmentos de restriccion de
PEZY obtenidos tras su digestion
con las enzimas Narl (N), Accl
- - o @D - (A), EcoRlI (E) y BamHI (B). M:
= = marcador de peso molecular (1 kb
- - DNA Ladder de Invitrogen). P y
- - Lig: véase el enunciado del
- - problema 2.
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3.- Las moléculas bicatenarias que se representan en la Figura 3 tienen grupos fosfato en sus extremos 5, e
hidroxilos en los 3'. Indica qué enzimas emplearias y en qué orden, y en su caso, en qué condiciones y con qué
sustratos adicionales, para: convertir en romos los extremos de la molécula A (responde en 3A); circularizar B,
generando una molécula covalentemente cerrada (en 3B); cortar C obteniendo dos fragmentos, cada uno de
ellos con un grupo metilo (en 3C); reparar D, haciéndola perfectamente bicatenaria (en 3D); introducir mellas al
azar en E (en 3E), y a continuacion repararlas (en 3F); y eliminar una u otra de las dos cadenas de F (en 3G y 3H).

T
5' CT..GGCCCC 3' 5' AACTGG..TTAAGC 3' 5' AATT.ACCCGG..ACGG 3'
3’ AAAAGA..CC 5' 3’ TTGACC..AATTCG 5' 3' TTAA.TGGGCC..TGCC 5'

I

CH;
A B C

5’ CGCCGG AAGGCG 3’ 5' CGATAC..TGGATCG 3' 5’ ACUGG..GGUUCG 3’
3’ GCGGCCTTTTTCCGC 5’ 3' GCTATG..ACCTAGC 5' 3’ TGACC..CCAAGC 5'

D E F

Figura 3

4.- Se representa en la Figura 4 parte de la secuencia de una de las dos cadenas de una molécula de ADN lineal.
Indica en 4A y 4B las secuencias de los dos oligonucledtidos sintéticos de 20 nt que se deben emplear como
cebadores para la amplificacion mediante PCR del segmento destacado en rojo, representando en ambos casos
su extremo 5’ a la izquierda y el 3’ a la derecha. Indica sus respectivas Tm en 4Cy 4D. Propdn en 4E un programa
de termociclaje para la amplificacién de esta molécula con una polimerasa Taq que sintetiza ADN a razén de 500
nt por minuto. La visualizacién de los productos de amplificacién en un gel de agarosa teiiido con bromuro de
etidio reveld la presencia de una molécula de 34 pb. Propdn en 4F una hipédtesis que explique su aparicion.

5'-ACTG.....GTGTCGCCGGACTAGATCAGTG.....CCGATCATCAGTGACCTCTCGGGTCGACC.....ATGCAGCG-3'
I I I I

1 2.000 3.000 5.000 pb
Figura 4
5.- Interpreta el mapa del vector que se Bgl | 5665
representa en la Figura 5 explicando la funcién - Saf 1664
natural (actividad enzimatica del producto 1Ppo lacZ'
. _ - CMV
génico) y el uso en Ingenieria Genética Enhancer/Promoter 851 17 1
(especificando la parte relevante del genotipo de o oor 1 | 1250
las células hospedadoras y de la composicién del Ampr » ﬁf}?ﬁ' Iggg
medio de cultivo) de los genes Amp® (en 5Ay 5B ™ Xho | 1270
) , & P ( v ) PTARGET T Miu | 1276

Neo (5Cy 5D) y lacZ’ (5E y 5F). Indica en 5G si los F)\ge;ggr T overhangs
extremos del vector con una T sobresaliente son (5670bp) S Sl ] 1293
3’ 0 5’ y explica en qué te basas para afirmarlo. . gg;’l‘ 5os
S . 5 Synthetic flori Accl 1304
¢Qué tipo de vector es el de la Figura 5? ¢éEs un ooly(A)  SV40 Enhancer/ nee 159
vector lanzadera? ¢En qué células hospedadoras Neo EarlyPromoter EcoR1 | 1318
(de qué especie) puede replicarse este vector? lacz'
Responde en 5H, 51y 5J, respectivamente. Figura 5

6.- Interpreta el mapa del vector que se representa en la Figura 6, explicando sucintamente en 6A-6G la funcidn
de las secuencias denominadas ColE1, T-DNA right border, 35S promoter, Multiple Cloning Site, HygroR, T-DNA

left border y KanR, respectivamente.
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ColE] AT-DMA right border
; I 35S promoter

_—secreted GFP with intron

Folyh ocs

HindIT (3525)

MUltiple Cloning Site (13 unigue)
T-DNA left border / \ N PolyA nos
FolyA nos ) enTCURZ promoter

HyaroR with intran

7.- Se realizaron tres reacciones en tubos separados, en cada una de las cuales se empled a 37°C ADNpol | de
Escherichia coli, 5'-ATG-3' como cebador, una mezcla equimolecular de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, y las moléculas
bicatenarias siguientes como moldes:

5 ' -GGGGGGGGGGGGTA-3' 5'-ATTCGTACGTACCAT-3' 5'-ATTATGAAAAAAAA-3'
3'-CCCCCCCCCCCCAT-5"' 3'-TAAGCATGCATGGTA-5' 3'-TAATACTTTTTTTT-5'
A B C

Indica en 7A qué tratamiento previo a su utilizacién como moldes requieren estas moléculas
bicatenarias; en 7B-7D, las secuencias nucleotidicas de los productos de sintesis que se obtendran en cada una
de las tres reacciones, respectivamente; en 7E-7M, si se obtendrd ADN marcado, y por qué, utilizando como
molde A, B o C, y [a-3?P]-dATP (en 7E-7G, respectivamente), [y->*P]-dATP (en 7H-7J, respectivamente) o [*?P]-
dAMP (en 7K-7M, respectivamente) en lugar de dATP. ¢Cual serd el producto mas radiactivo de todos los
obtenidos? Responde razonadamente en 7N.

8.- El producto de amplificacién por PCR cuya secuencia se recoge en el archivo “Problema81G2012-13.txt”
depositado en la pagina web de la asignatura fue alicuotado para obtener construcciones de dos modos
distintos: (1) una alicuota fue mezclada con el vector pCRII-TOPO, y (2) la otra fue digerida con dos
endonucleasas de restriccion para después mezclarla con el vector pBluescript Il SK (+) previamente digerido
con las mismas restrictasas, para a continuacion ligarlos. Indica en 8A el tamafio, en pares de bases (pb), de la
construccion obtenida al insertar el producto de amplificacidon en pCRII-TOPO. Indica en 8B si la obtencion de
esta construccion lleva asociada la pérdida de parte del vector, y en su caso, cual es la longitud del fragmento
gue se pierde, en pb (en 8C). Explica en 8D-8U, para cada una de las 19 restrictasas (debe tenerse en cuenta solo
una enzima de cada grupo de isosquizomeros que corten su diana del mismo modo) cuyas dianas estan
presentes en el sitio de clonacidn multiple de pBluescript Il SK (+), si puede usarse para clonar el producto de
amplificacidon antes mencionado. En caso afirmativo, indica en combinacidon con qué otra endonucleasa de
restricciéon deberian digerirse el producto de amplificacion y el vector, y qué longitud tendria el inserto tras la
ligacion.

9.- Se disefiaron vy sintetizaron dos oligonucledtidos (UMHa: 5'-ATGTTCCTGGTTGCGTGAAC-3' y UMHb: 5'-
CATGACGTAAATGCACGCGA-3') para utilizarlos como cebadores en la amplificacion por PCR de una molécula de
ADN, cuya secuenciacién produjo el resultado que se recoge en el archivo “Problema81G2012-13.txt” depositado
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en la pagina web de la asignatura. Utilizando las herramientas bioinformaticas con las que te has familiarizado
en las clases practicas de Ingenieria Genética, emite respuestas razonadas a las siguientes preguntas: ¢ Contiene
dicha secuencia alguna pauta de lectura abierta que parezca codificar una proteina? (responde en 9A). ¢ Cual es
la secuencia de dicha presunta proteina? (en 9B). ¢Se ha amplificado ADN gendmico o ADNc? (en 9C). ¢Cual es
el género y la especie del organismo al que pertenece? (en 9D).

10.- El producto del gen cubitus interruptus de Drosophila melanogaster es un factor de transcripcién cuya
secuencia se recoge en el archivo “Problemal01G2012-13.txt”. Utilizando las herramientas bioinformaticas con
las que te has familiarizado en las clases practicas de Ingenieria Genética, identifica los ortélogos mas probables
de la proteina cubitus interruptus en el hombre y el pollo, indicando sus cédigos de acceso (accession) en 10A 'y
10B. {Qué pagina web, programa y base de datos has utilizado para identificar los ortélogos? (responde en 10C
a 10E, respectivamente). Alinea las secuencias de las tres proteinas, empleando para ello ClustalW2 sin modificar
ninguna de las opciones de este programa. Copia el alineamiento y pégalo en 10F. En base a la informacion que
te proporciona el alineamiento multiple que has obtenido con ClustalW2, indica en 10G cuantos aminodcidos
son idénticos entre las tres proteinas, y disefia dos oligonucledtidos degenerados para la amplificacion de genes
ortélogos de cubitus interruptus a partir de muestras de ADN de especies cuyos genomas aun no se han
secuenciado. Utiliza para este fin los segmentos SLATIMN y GFSIGHM de la proteina cubitus interruptus y los de
sus ortélogas del pollo y humana que se alinean con ellos (indica la secuencia de los oligonucledtidos
degenerados en 10H y 10I, respectivamente).

11.- El arbol genealdgico de la Figura 7 representa un caso
de herencia de la hipercolesterolemia familiar, una B
enfermedad autosémica dominante con penetrancia 14114 16,5165

completa y expresividad variable, con indicacion de los
patrones de bandas de cada individuo para un RFLP
visualizado con una sonda de ADNc complementaria de los
exones de la regidon 3’ del gen del receptor de las Q ‘ 4@
lipoproteinas de baja densidad. Cita en 11A los modos de 14114 16514 16514 16514 1651165
herencia mendeliana simple incompatibles con el arbol. Figura 7

Emite en 11B una respuesta razonada a la pregunta de si la presencia de una banda de 16,5 kb en un
analisis de RFLP realizado a cualquier nieto de I-1 y I-2 indicaria inequivocamente su propensién a padecer la
enfermedad. Haz lo propio en 11C al respecto de una banda de 14 kb. Responde a la misma pregunta en 11D en
relacién a V-2, cuya madre (llI-4) es 16,5/16,5 y cuyo padre (Ill-3) es un hijo 16,5/14 de II-4 y 1I-5; y en 11E, en
relacion a IV-1, cuyo padre (ll-1) es 14/14 y cuya madre (Il-2) es una hija 14/14 de 1I-1 y II-2. En las familias de
las que proceden lII-1, 1I-5, 1lI-1 y 1lI-4 no se han dado casos de hipercolesterolemia.

=
N
w
I
wl
(<))
~
o
o
=
o

12.- Se purific6 ADN a partir de muestras de
sangre de 200 personas, que se digirid
individualmente con EcoRl y se sometid a
electroforesis en geles de agarosa. Finalizadas
las electroforesis, el ADN se transfiriod,
empleando el método de Southern, a
membranas que fueron hibridadas con una
sonda radiactiva. La autorradiografia de las
membranas permitid visualizar solo 10 patrones
diferentes, los que muestra la Figura 8. Explica
los patrones de hibridacion 1-10 que se
observan en la Figura 8, dibujando para ello en
12A-12J un mapa de restriccidén de la regién de
los dos cromosomas homdlogos a la que

10 0 00m-

100 00m-

corresponden las bandas de la autorradiografia e -
de cada individuo, con indicacién de la posicién = =
de las dianas de EcoRl y destacando el segmento @E» -
complementario de la sonda. Representa en = -
12K los mapas de restriccidn de los hijos de un Figura 8
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hombre y una mujer cuyos patrones son los 1y 9 de la Figura 8, respectivamente. El marcador de peso molecular
gue se uso en la electroforesis es el representado en la Figura 1 (problema 2). No se requiere para resolver este
problema una precision superior a 0,1 kb.

13.- Con el fin de utilizarlos como cebadores en la amplificaciéon por PCR de una molécula de ADN, se disefiaron
y sintetizaron cuatro oligonucledtidos: UMHc, 5'-CTGCTTCAAAATCAACCAACG-3'; UMHd, 5'-
ACAATTGCGTGTATATATTTG-3'; UMHe, 5'-CCCGAATTCACAATTGCGTGTATATATTTG-3' y UMHf, 5'-
TTTGAATTCCTGCTTCAAAATCAACCAACG-3'. Utilizando las herramientas bioinformdaticas con las que te has
familiarizado en las clases practicas de Ingenieria Genética, emite respuestas razonadas a las siguientes
preguntas: éCudl es el nombre del gen y el género y la especie del organismo al que corresponde la molécula
gue se podria amplificar con UMHc y UMHd (en 13A) o con UMHe y UMHf (en 13B)? ¢ Podria amplificarse ADN
gendmico, ADNc o ambos en ese organismo con UMHc y UMHd (en 13C) o con UMHe y UMHf (en 13D)? Resume
en 13E las semejanzas y diferencias mas significativas entre las dos parejas de cebadores mencionadas. Propdn
una mejora en el disefio de UMHe y UMHf para incrementar su eficacia como pareja de cebadores (en 13F) y
para optimizar la clonacion de su producto de amplificacién mediante PCR (en 13G).

14.- La secuencia del genoma del cerdo (Sus scrofa domestica), cuyo tamafno es 2,7 Gb, ha sido publicada
recientemente. ¢Cudntos clones deberd contener una genoteca gendmica del cerdo para que su
representatividad sea del 95%? Responde en 14A si el vector con el que se ha construido la genoteca es un
pldsmido con insertos de 5 kb de tamafio medio; en 14B si deriva de A, y los insertos son de 25 kb; en 14C, si es
un césmido, y sus insertos, de 42 kb; y en 14D, si es un YAC, y los insertos, de 500 kb.

Se han obtenido 400.000 EST de todos los tejidos, 6rganos y etapas del desarrollo del cerdo. Asumiendo
que el tamafio medio de los ARNm del cerdo es 2 kb, y que sus secuencias suponen el 1,5% de la de su genoma
écudl es la representatividad de esta genoteca de EST? (responde en 14E). Casi todos los genes del cerdo estan
representados en esta genoteca por varias EST de diferentes longitudes; formula en 14F una hipdtesis que
explique esta observacién. Explica en 14G si la secuencia de alguno de los extremos de las EST permite deducir
qué tipo de cebadores se emplearon para su obtencion.

15.- Indica las diferencias estructurales entre una molécula monocatenaria de ADN natural y un oligonucledtido
que estd siendo sintetizado por el método de la fosforamidita, antes de la adiciéon al medio de reaccién de
fendxido de trietilamonio, hidréxido amoénico y acido acético (cuatro diferencias; en 15A-15D) y una vez
finalizada la sintesis (una diferencia; en 15E). Explica las consecuencias en una pirosecuenciacion de la
inactividad de la polimerasa (en 15F), la ATP sulfurilasa (en 15G), la luciferasa (en 15H), y la apirasa (en 15I).

16.- La secuencia de la Figura 9 fue obtenida en el Tabla 1.- C4digo genético
laboratorio de José Luis Micol durante el verano de Segunda base
2012 por un becario de iniciacidén a la investigacion en U C A G
Genética, empleanqo la versidn semiautomatizada y UUU F lucu s luau v lucu ¢
fluorescente del método de Sanger, y corresponde a ouc F luce s luac v luse c
un segmento de una de las dos cadenas del gen NOK u
(NO KIDDING) humano. Indica en 16A la secuencia de UUA L JUCA S 1 UAA Stop | UGA Stop
dicha molécula. Utilizando herramientas e L JUCG S |UAG Stop| UGG W
bioinformaticas de dominio publico, emite respuestas cbu L jccu P |CAU H |CGU R
razonadas a las siguientes preguntas: ¢Contiene algin | cuc L jccc P | CAC H | C6C R
intrén la molécula cuya secuencia se refleja en el _r§ CUA L |CCA P |CAA Q |CGA R
electroferograma? Si la respuesta es afirmativa, @ CUG L |CCG P |CAG Q |CGG R
écudles son sus nucledtidos inicial y final (numerados qg’ AUU | |ACU T |AAU N |AGU S
desde el extremo 5’ de la molécula)? Respondeen 16B & AUC | ACC T |AAC N | AGC S
y 16C, respectivamente. Empleando el cddigo genético A AUA | |ACA T |aAaaA Kk |AGA R
de la Tabla 1, escribe en 16D la parte de la secuencia AUG M |ACG T | AAG Kk | AGG R
de la proteina NOK que pue.(?es deducir del GUU V lecu A lsau D leeu 6
eIectrf)ferograma. éSe ha utilizado en este auc v lece A leac b leae o
experimento ddATP, dATPaS o dATPa3°S? Responde G
razonadamente en 16E, 16F y 16G, respectivamente. GUA V| GCA A | GAA E | GGA G
GUG V | GCG A |GAG E |GGG G
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Figura 9.- Electroferograma del problema 16.

17.- En la Figura 10 se representa parte de la secuencia del gen ICU2 (INCURVATA?2) de Arabidopsis thaliana,
destacandose los intrones en minusculas y los exones en mayusculas. Indica en 17A las temperaturas de fusién
y en 17B las secuencias, y subraya en 17C las posiciones, de una pareja de oligonucleétidos de 20 nt, que debes
disefiar con el fin de amplificar por PCR el segmento de la mayor longitud posible del ADN gendémico de la Figura
10. Haz otro tanto en 17D-17F para amplificar mediante RT-PCR el segmento de la mayor longitud posible del
ADNCc (sin amplificar ADN gendmico) al que corresponde la secuencia representada en la Figura 10.

2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

GGGAAAAGTT
ATTTGATTTG
TTTTGGTGCG
ttcattttta
ttaacaattc
ATCCAGAGGT
ATGCTCGAGC
CATgtgagtt
ttcattgttt

GGAACTGAGA
GATGCTGACG
AGCATGGGCA
aagttgttct
agGTTAAAAT
GTGTTTATGC
AAGAGGTGAA
tgactacctt
ttggctgtgt

ATGGGGCTTT
GATCACTTCG
CAATATATCT
tttggcctta
GGGAGATACT
TATTCCAAAT
AGACTCTCGA
tgttacatgc
cttctcagGa

GCTTGGTTCT
TTTCTTCATT
GTTTGGGAAG
atctagagaa
TACAAGAGTT
GATTCCATAT
CTTTCTCCTG
taagaggaag
AATGGCATCA

AGTTCTGAAG
CTTGACGCTT
gtgaatctct
tgaattcggt
GCTGTGTGGT
TTCCTTCCCA
AATCCTTCCG
caatctattt
AAACTGARAAA

Figura 10.- Secuencia parcial del gen ICU2 de Arabidopsis thaliana.

GGAAAACGGA
ATGAGGAGGC
agatttttca
ctctettttt
AGTTAAGAAT
TGAACTAATC
TGGGAAATTG
tcctetgttg
ACGAAATTGC

18.- Utiliza la informacién que puedas encontrar en Internet, particularmente en YouTube, para responder a las
siguientes preguntas: ¢Cudles son las ventajas del sistema Miseq de secuenciacién masiva de ADN en opinién
de su fabricante, lllumina? (responde en 18A). ¢ Cuales son las ventajas del sistema lon Proton de secuenciacion
masiva de ADN en opinidn de su fabricante, Life Technologies? (responde en 18B).

19.- Explica sucintamente en 19A-191 qué has aprendido durante la resolucién y discusién de los problemas 1-9
de esta asignatura, respectivamente. Este enunciado se hizo publico el 10 de enero de 2013, a las 18:00.

20.- Explica sucintamente en 20A-20I qué has aprendido durante la resolucién y discusion de los problemas 10-
18 de esta asignatura, respectivamente. Este enunciado se hizo publico el 10 de enero de 2013, a las 18:00.
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG1 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G1D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de
respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:
1A 1B

1C

iD 2A

2B

2C
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 2 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G2 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G2D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidos Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de respuestas
rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

3A 3B 3C

3D 3E 3F

3G 3H

4A 4B

4C 4D 4E

4F

51


mailto:jlmicol@umh.es

José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG3 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G3D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de
respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

5A 58 5C

5D 5E 5F

5G 5H

51 5)

6A 6B 6C

6D 6E 6F 6G
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G4 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G4D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de
respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

7A 7B 7C 7D

7E 7F 7G 7H

71 7) 7K 7L

M 7N 8A 8B
8C 8D 8E 8F

8G 8H 8l 8J

8K 8L 8M 8N

8N 80 8P 8Q

8R 8S 8T 8uU
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG5 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G5D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de
respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

9A 9C 10F

9B

9D

10A 10B

10C

10D 10E

10G

10H

101
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 6 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G6 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G6D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de
respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

11A

11B

11C

11D

11E

12A 12B 12C

12D 12E 12F

12G 12H 12|

12) 12K
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 7 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG7 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando IG7D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de
respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

13A

13B

13C

13D

13E

13F

13G

14A 14B 14C 14D 14E

14F

14G
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética Departamento de Biologia
Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 8 de problemas
Remitir a jimicol@umh.es indicando /G8 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro mensaje que contenga al menos una diapositiva por
problema, indicando /IG8D en el asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de
respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

15A 158

15C 15D

15E 15F

15G 15H

| 99 [100[101]102[103

AL A

A
G ’ g Da g LA

hoa\105\106[107\1os|109[110\1ulm\nz\114[115\115\117[113\119\uuhu\uz\mhza\1zs|1ze\1z7\123[119\130\131[131\133\134[135\135\137[133\uslmhm142[ms\144\145[m\147\143[149\150\151[152\153\154[155\155[157\1ssl1ss[160\151\1ezhss\154\165[155\157\153[159\17o|171\172\173[m\175\176[177\1731179[130\1&1\131[133 184] 135\135\137[133\1&9\190[191\192\193(194\1251196[197\1sal199\zoo\zoﬂzoz‘zoz‘zoahos 206

HEEEEENEEEEEEE NN EEEEEEREEERREEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEN HENANANNNANAR AR

—
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238[239]240]241[242[243[244]245]246]247] 248[ 249[250]251[252 [ 253[254[ 255]256] 257 258] 259] 260[ 261 [262 263 264[ 265 266|267 268[ 269] 270[ 271

o[290]251]292[293] 294295296 297[298] 298] 300 301302303 304 305 306 [307]308] |

[207]208]209]210[211]212[213]214]215[ 216[217]218]219[220[ 221]222]223]224]225[ 226 227]228[229[230[ 231] 232]233]234[ 235[ 236[237]

16B
16D

16E

16F

16G
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada
Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 9 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G9 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G9D en el asunto. El nombre de los
archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas de

respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos:

Nombre:

17A

178

17C
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

GGGAAAAGTT
ATTTGATTTG
TTTTGGTGCG
ttcattttta
ttaacaattc
ATCCAGAGGT
ATGCTCGAGC
CATgtgagtt
ttcattgttt

GGAACTGAGA
GATGCTGACG
AGCATGGGCA
aagttgttct
agGTTAAAAT
GTGTTTATGC
AAGAGGTGAA
tgactacctt
ttggctgtgt

ATGGGGCTTT
GATCACTTCG
CAATATATCT
tttggcctta
GGGAGATACT
TATTCCAAAT
AGACTCTCGA
tgttacatgc
cttctcagGAa

GCTTGGTTCT
TTTCTTCATT
GTTTGGGAAG
atctagagaa
TACAAGAGTT
GATTCCATAT
CTTTCTCCTG
taagaggaag
AATGGCATCA

AGTTCTGAAG
CTTGACGCTT
gtgaatctct
tgaattcggt
GCTGTGTGGT
TTCCTTCCCA
AATCCTTCCG
caatctattt
AAACTGAAAA

GGAAAACGGA
ATGAGGAGGC
agatttttca
ctctettttt
AGTTAAGAAT
TGAACTAATC
TGGGAAATTG
tcctctgttg
ACGAAATTGC

17D

17E

17F
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

GGGAAAAGTT
ATTTGATTTG
TTTTGGTGCG
ttcattttta
ttaacaattc
ATCCAGAGGT
ATGCTCGAGC
CATgtgagtt
ttcattgttt

GGAACTGAGA
GATGCTGACG
AGCATGGGCA
aagttgttct
agGTTAAAAT
GTGTTTATGC
AAGAGGTGAA
tgactacctt
ttggctgtgt

ATGGGGCTTT
GATCACTTCG
CAATATATCT
tttggcctta
GGGAGATACT
TATTCCAAAT
AGACTCTCGA
tgttacatgc
cttctcagGA

GCTTGGTTCT
TTTCTTCATT
GTTTGGGAAG
atctagagaa
TACAAGAGTT
GATTCCATAT
CTTTCTCCTG
taagaggaag
AATGGCATCA

AGTTCTGAAG
CTTGACGCTT
gtgaatctct
tgaattcggt
GCTGTGTGGT
TTCCTTCCCA
AATCCTTCCG
caatctattt
AAACTGAAAA

GGAAAACGGA
ATGAGGAGGC
agatttttca
ctctettttt
AGTTAAGAAT
TGAACTAATC
TGGGAAATTG
tcctctgttg
ACGAAATTGC

18A

18B
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 10 de problemas
Remitir a jimicol@umbh.es indicando /G10 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también
otro mensaje que contenga al menos una diapositiva por problema, indicando /G10D en el asunto. El nombre
de los archivos serd Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). Solo se admitiran archivos pdf para las hojas
de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

19A

198

19C

19D

19E

19F

19G

19H

191

20A

20B

20C

20D

20E

20F

20G

20H

201
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Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Grado en Biotecnologia

Departamento de Biologia Aplicada
Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas

Apellidos: Nombre:
1A 1B
3.750 veces M1 5'-TAGCTCC-3' M3 5'-GCTCCTA-3'
M2 3'-ATCGAGG-5' M4 3'-CGAGGAT-5'
1C
A/T; G/C; (A+G)/(C+T); | M1 5'-TAGCTCC-3' M3 5'-GCTCCTA-3'
(G+T)/(A+C). M4  3'-CGAGGAT-5' M2 3'-ATCGAGG-5'
1D 2A
33% N: Narl
i: f\anqul N
. ACC
2B E: EcoRI

Las bandas de la calle P corresponden a
moléculas del plasmido pEZY con diferente
topologia: ADN circular superenrollado (la banda
de abajo, con mayor migracién electroforética) y
mellado (la de arriba).

2C

Las bandas de la calle Lig representan todas las
ligaciones posibles entre dos o mas fragmentos
de restriccion obtenidos tras una digestiéon por
Narl o Accl, que generan extremos compatibles.
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Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Grado en Biotecnologia

Departamento de Biologia Aplicada
Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 2 de problemas

Eliminacién de la cadena de ARN (la de arriba en
la Figura 3F) con RNasa H.

Apellidos: Nombre:

3A 3B 3C

Dos tratamientos alternativos: | Ligasa de T4. Endonucleasa de restriccién

(a) con la nucleasa S1, o (b) Hpall.

con Bal31 muy concentrada.

3D 3E 3F

(1) ADN pol | de Escherichia DNasa | en presencia de Mg?*. Ligasa de T4 o de Escherichia
coli en presencia de dATP. coli.

(2) Ligasa de T4 o Escherichia

coli.

3G 3H

Eliminacién de la cadena de ADN (la de abajo en
la Figura 3F) con DNasa | en presencia de Mn?*.

4A
5'-GTCGCCGGACTAGATCAGTG-3'

4B
5'-GTCGACCCGAGAGGTCACTG-3'

4C 4D 4E

57,93°C 55,88°C 94°C, 30's; 35 x (94°C, 30 5; 51°C, 10'5; 72°C, 2 min); 72°C, 10 min;
4°C, 00

4F

Se forma un dimero de cebadores como consecuencia de la complementariedad entre los 5

nucledtidos de sus extremos 5’. Los cebadores hibridan entre si y la polimerasa les incorpora los

nucledtidos que se destacan a continuacién en rojo.
5'-GTCGCCGGACTAGATCAGTGACCTCTCGGGTCGAC-3"'
3'-CAGCGGCCTGATCTAGTCACTGGAGAGCCCAGCTG-5"'
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Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada

Grado en Biotecnologia

Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas

Apellidos:

Nombre:

5A

El gen AmpF codifica una B-
lactamasa que degrada las
penicilinas, causando
resistencia a este antibiotico en
Escherichia coli.

5B

Los vectores portadores del
gen Amp® se utilizan con
hospedadores Amp®. La
seleccion se realiza en medio
con ampicilina.

5C

El gen Neo codifica la
neomicina fosfotransferasa,
que causa resistencia a
neomicina, a la que inactiva.

5D

Los vectores portadores del
gen Neo se utilizan con
hospedadores Neo®
(usualmente eucaridticos). La
seleccidn se realiza en medio
con neomicina.

5E 5F
lacZ’ es un alelo mutante
(un segmento) del gen
lacZ de Escherichia coli,
que codifica el péptido o.

Los vectores portadores de lacZ’ se
utilizan con hospedadores
lacZAM15, que producen el péptido
, en presencia de IPTG y X-Gal,
para llevar a cabo una seleccién de
colonias azules/blancas.

5G

Los extremos con una T sobresaliente son 3/, ya que se han disefiado
para su unién por complementariedad a las A protuberantes 3’ de
los productos de amplificacién por PCR, que genera la actividad
transferasa terminal de la polimerasa Taq.

5H

Es un vector plasmidico de
clonacién y para la
expresion de genes en
hospedadores eucarioticos.

51

Escherichia coli.

Probablemente si. Se indica en el mapa un
origen de replicacidn (ori), sin detallar su
procedencia, y otro, f1 ori, que es el del fago
filamentoso f1 (también llamado M13) de

5]

Aparentemente, en Escherichia coli y en células
de mamifero en cultivo, ya que contiene
secuencias de SV40 y pBR322.

6A
ColE1: Origen de replicaciéon
operativo en Escherichia coli.

6B

T-DNA right border (RB): Borde
derecho del ADN-T del plasmi-
do pTi de Agrobacterium tume-
faciens (para la insercion de
ADN en genomas de plantas).

6C

35S promoter: Promotor
del virus del mosaico de la
coliflor (muy eficaz para la
transcripcién en plantas).

6D 6E

6F

6G

Multiple cloning site:
Sitio de clonacion
multiple, con
numerosas dianas de
restriccion Unicas.

HygroR: Gen de resis-
tencia a higromicina
(marcador selecciona-
ble en Escherichia coli
y en plantas).

T-DNA left border (LB):
Borde izquierdo del
ADN-T del plasmido
pTi de Agrobacterium
tumefaciens

Kanf: Gen de resisten-
cia a kanamicina (mar-
cador seleccionable en
bacterias y plantas).
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Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada
Grado en Biotecnologia Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas

Apellidos:

Nombre:

7A

Desnaturalizacién por
calentamiento.

7B Ninguno; el molde
no es complementario
del cebador.

7C
5'-ATGGTACGTACGAA
T-3'

7D
5'-ATGAAAAAAAA-3'

7E No, porque no se
sintetiza ADN (el
cebador no hibrida con
el molde).

7F Si, porque se
sintetiza ADN que
incorpora los a-3%P del
[a-32P]-dATP.

7G Si, porque se
sintetiza ADN que
incorpora los a-32P del
[a-32P]-dATP.

7H No, porque no se
sintetiza ADN (el
cebador no hibrida con
el molde).

71 No, porque se
sintetiza ADN pero no
incorpora los y-32P del

7J No, porque se
sintetiza ADN pero no
incorpora los y-32P del

7K No, porque no se
sintetiza ADN (el
cebador no hibrida con

7L
No, porque el dAMP
no es sustrato de la

[y-32P]-dATP. [y-32P]-dATP. el molde). ADNpol I.

7™M 7N 8A 8B

No, porque el dAMP 5'-ATGAAAAAAAA-3’, que 3973 + 3028 = No se pierde

no es sustrato de la contiene 8 dtomos de 3%P, 4 més 7001 pb parte del vector.
ADNpol I. que 5-ATGGTACGTACGAAT-3'.

8C 8D Kpnl (Acc65l) se 8E Eco0109I (Drall) no | 8F Apal no puede

0 pb. puede usar con Spel. El | puede usarse porque usarse porque no tiene

tamafio del inserto se-
ra 2914-795=2119 pb.

no tiene ninguna diana
en el inserto.

ninguna diana en el
inserto.

8G Xhol no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

8H Hincll (Accl, Sall)
no puede usarse
porgue no tiene ningu-
na diana en el inserto.

8l Bsp106I (Clal) no

puede usarse porque
tiene dos dianas en el
inserto (896 y 1.091).

8J Hindlll no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

8K EcoRV se puede
usar con Spel. El tama-
fio del inserto serd
2.914-804=2.110 pb.

8L EcoRlI no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

8M Pstl se puede usar
con Spel. El tamafio
del inserto sera 2.914-
1.827=1.087 pb.

8N Smal se puede
usar con Spel. El tama-
fio del inserto serd
2.914-382=2.532 pb.

8N BamHI no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

80 Spel se puede usar
con Smal. El tamano
del inserto sera 2.914-
382=2.532 pb.

8P Xbal no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

8Q Notl no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

8R Eagl se puede usar
con Smal. El tamaiio
del inserto sera 2.448-
382=2.066 pb.

8S BstXI no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

8T Sacll no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.

8U Sacl no puede
usarse porque no tiene
ninguna diana en el
inserto.
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Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas

Apellidos: Nombre:

I H 5 ﬂ?ﬁgﬁ % i S\!l;likc ;E‘E{‘T;l;;msmygg‘égggiéggﬁ% gg
Si, una que codifica Parece ADNc, ya que RO }
470 aminoacidos. carece de intrones. anc2ze21.1 BLer SRR SEYEeL R e A S STy :Lp';‘" 5 53
NP_524617.3 LPGSPCINQI TVPSIIP KT! mPQIcm.m LGNAGHQHNHQP 94
gB AAG22821.1 HPY ,RSVHS 'L ISAARGLSPADVAQEHLKERGLFGLPAPGTTP 173
AAT11411.1 HPYINPYMD-YIRSLHSSPSL ISAARGLSPTD:

MHIFPSVITMEYSRKTYLDLNIMAKYILILSL | ™0fs st i ommannitiacs 1
FFGPGLSWDVFYSGDEDOLSILARERRAANYNP 2Ac22621.1 SDY¥38MTLVAGHPAPYing%MQSGGAASAPHLHDYLN»»—PVDVSRFSSPRVTPRLSRK 230
S PHMS TWERNE I OOE I LNI LGLOHRPRPPS LR NP_524617.3 ADFLGSRGLSSLGELHNAAVAAAAAGSLA T HFS VD LGSPRPEG msxsm( 214
GGONOFCAOFTEWSYYRTLNIDEOSGHPSETE | mesest ¢ ;mzsfsaesmgmﬁmﬂsSS“SGSYGHLS*:G’:&SE:W;% %
POPGGLASNATIYNSPDSSGIGSVMSGTVENYT | ™= o Dosnimiiinens TSt

RNEVOAVSOADTIMSLPVHYKDAAIEDTEHRY | a2 ::::::::mw-;;;ggggggggg5;33;:::::::::5@;;;:33;*; EH
RFD I GRI POGE TVT S AE LRVFRD AGROGRS LY NP_524617.3 RLQQTORHLLRASAGLLNENTPOOVAASIIIIEIY PTSASLRVNDVHPNLSDSHIQTTTS 333
RIDVLLLRERGSDGSRSPVYLDSTIVGAGDHG |z  ssmmssscoomamemevssrmemmmcrimsons s 29
WLVFDMT SAT S TWRSYPG ANVGLOLRVE S LOG NP_524617.3 PTVTKDVSQVPAAAFSLKNLDDAREKKGPE’KDWPEQPSSTSGGV%?YI:‘%IA)SASSQLSDF. 393
LNIDPTDAGVVGVGNNEGREPFMVVFFORNEE |z e suomemern 1o
VIATNSHLRRNRRAATROKKGGKRPRKPDTDN NP_524617.3 CYN'NWN'NITGIPGDV‘KVNSRLDEYINCGSISIPSNEYDCANADTTDIKDEPG DFIETN 452
DIASRDSASSLNSDWOCKRKNLFVNFEDLDWO |zgm: — smossesmmmesncscosememmmms
EWI IAPLGYVAFYCOGEC AFPLNGHANATNHA NP_524617.3 CHWRSCRIEFTTQDELVKHINNDHIQTNKKAEYCRAEDCTRGEKPEKAQYMLYVEMRRAT 512
IVOTLVHHMSPSHVPOPCCAPTKLSPITVLYY |uemn: — coscmecmsmmmn o nan
DD SRNVVLKKYKNMVVRACGCL NP_524617.3 GEKPHKCTFEGCFKAYSRLENLKTHLRSHTGEKPYTCE¥PGCSKAFSNASDRAKHQNRTH 572

x?i%giii ;%?;%E?i;;ETKRYTDPSSLRKHVKTVHGPEAHVTKKQR G'g‘]{g gg;
9D _ strongylocentrotus purpuratus WL SRR ey 632
ARG22821.1 LRTPLLKENGDSEAGTEPGG-----~PESTEASSTSQ-----~- 618
10A 10B AAT11411.1 RDPGSHSQTRSPGOQTS 586
NP_524617.3 NLQEH'NI?SSPF‘ ED. F":KMLGTSSP IKSE. rﬂ'l NHHL DSLLTYSPDDL 692
AAG22821.1 AAI11411.1 aaczzez 1 rmocuvEAL 629
. . AAT11411.1 LQVKAV 597
NP_524617.3 AENLNLDDGWNCDDDVDVADLPIVLRAMVNI! IGGSVLARQRF ’?T'TFT 752
AAG22821.1 KTESSGLCQSSPGAQSSC! ~DLTALDD 682
AAT11411.1 KSEKPMTSQPSPGGQSTCSSEQ----SPISNYSNN--GIELTLTGGGSVG-~--DLSVIDE 648
NP_524617 .3 lf?STIMLCl.lIPESNI_??‘FGIﬁ%LNQRI?EPKMEPGTDAE%IF?PKLPNT???GYTFDPLQ}:I? 812
10c AAG22821.1 T -ADT" -LSGQHPAI LALTRG 708
ML e e ST QLERLxg go7

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - b e :
AAG22821.1 QPGVQHCGLPAI 725
AAT11411.1 VNGML PPSKAPTLPPLIGNGTQSNSSC 725
10D 10E N On_red u nda nt NP_524617.3 CNSTASFYDPISPG! TSTSGLEVLNK INKPNIGVQ 932

. . AAG22821.1

Protein blast (blastp) protein sequences (nr) | @, s iR RTSvRS TS ARk 992

10G 195 aminodcidos Mozen

NP_524617 .3 EFDKAIASNARRQTDPVPNINLDPLTNISRFSTTPHSFDINVGKTNNIASSINKDNLRKD 1052
10H SL(V,A)(T,A)(1Y)(M,LI)N Jacazen 1
’ ’ L AAT11411.1
NP_! 524617.3 LFTVSIKADMAMTSDQHPNERINLDEVEELILPDEMLQYLNLVKDDTNHLEKEHQAVPVG 1112
ARG22821.1
AAT114111
NP_524617.3 SNVSETIASNHYREQSNIYYTNKQIL' NVDIQPNTTKFTV( DRE 1172

S(ATICGINICTITNG(C,TIN(A,GICNATIAT) | ...
(T,C,A)(A,C, T)TNAA(T,C)-3' WSt tem ARG QK IMNTD T GSKQRSALPSARGRS IIbseT 1232

ARG22821.1

101 G(S,F)(A,S)(F,1)GH(T,S,M B
’ ) b} 1) NP_524617.3 SLPELNVDSIY I IQCGIISQSQMSPSTNLNNDGQFSTVNMQPI 1292

AAG22821.1

AATI11411.1
NP_524617.3 TTSKLFPPEPQKIVCDTQASNTSVMHLDTYQRTLEYVQSCONWMETNNTSTNQIQSLPGM 1352

5-N(G,A)(A,T)(G,A)TGNCC(T,G,A)A(ATING(A,C) | sezses
N(G,A)ANCC)-3"

NP_524617.3 PVNNTLFPDVSSSTHPYHGTNMVINDMTTSLTSLLEENRYLOMMQ 1397
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Hoja de respuestas a la serie 6 de problemas

Apellidos: Nombre:

11A

Herencia dominante ligada al sexo.

11B Uno de los dos RFLP de 14 kb de I-1 est4 ligado al alelo del gen del receptor de las LDL que
causa la hipercolesterolemia familiar. Ninguno de los RFLP de 16,5 kb cosegrega con la
enfermedad. La presencia de una banda de 16,5 kb en un andlisis de RFLP realizado a cualquier
nieto de I-1 y I-2 no indicaria su propensién a padecer la enfermedad.

11C

Solo uno de los dos RFLP de 14 kb de I-1 estd ligado al alelo del gen del receptor de las LDL que
causa la hipercolesterolemia familiar. La presencia de una banda de 16,5 kb en un anlisis de RFLP
realizado a cualquier nieto de I-1 y I-2 no indicaria su propensién a padecer la enfermedad.

11D El individuo II-4 manifiesta un RFLP de 14 kb que cosegrega con la enfermedad, que ha
heredado de I-1 y que ha transmitido a lll-3. La presencia de una banda de 14 kb en un andlisis de
RFLP realizado a IV-2 si indicaria inequivocamente su propensién a padecer la enfermedad, ya que
es hijo de lll-3. Existe la posibilidad, no obstante, de que V-2 sea un recombinante.

11E Ninguno de los RFLP de 14 kb de IlI-1 o 1ll-2 cosegrega con la enfermedad. La presencia de una
banda de 14 kb en un andlisis de RFLP realizado a IV-1 no indicaria inequivocamente su propension
a padecer la enfermedad. De hecho, nada sugiere que pueda padecerla.

12A 15 31k | 12B 5 kb 12C 4akb
sonda
12D 19 = 21k | 12E 5 kb .| 12F 4 kb
L] L] L] L] 1,9 L] 3,1 L] L} 1’9 L} 3’1 L}
12G 19 = 21k 12H 5 kb (121 5 kb
19 3,1 i 4 ) 19 21
1,9 3,1 kb
12) 4 kb 12K 4 4 4
; . T . . 5 : T 1'9 T 2’1 L]
1,9 3,1 ' N :
- 1,9 3,1
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Hoja de respuestas a la serie 7 de problemas

Apellidos: Nombre:

13A

El gen lilliputian (lilli), de Drosophila melanogaster.

13B

El gen lilliputian (lilli), de Drosophila melanogaster.

13C

Puede amplificarse tanto ADN genémico como ADNCc.

13D

Puede amplificarse tanto ADN gendmico como ADNCc.

13E Las dos parejas de cebadores hibridan con las mismas secuencias del gen illi. UMHe y UMHf
cuentan con una diana de restriccidn para EcoRl en sus extremos 5’, que se ha incorporado con el
fin de facilitar la clonacién de sus productos de PCR.

13F (a) Se deberia evitar la zona de complementariedad entre UMHe y UMHT (7 pb), sustituyendo
en uno de ellos la diana EcoRI por la de otra restrictasa. (b) UMHf presenta complementariedad
interna, que deberia evitarse eligiendo otra secuencia del molde para disefiar este cebador.

(a) 5'-CCCGAATTCACAATTGCGTGTATATATTTG-3' (b) TGCTTCAAAATCAACCAACG-3'
CTTAAGT C AAGTTT-5'
3'-GCAACCAACTAAAACTTCGTC TT-5' CTT

13G Dado que tanto UMHe como UMHf contienen una diana EcoRl en su extremo 5, la clonacion
de sus productos de PCR rinde una mezcla de construcciones en las que el inserto se ha unido al
vector en los dos sentidos posibles. Para evitarlo, convendria sustituir la diana EcoRI por otra
distinta en uno de los dos oligonucledtidos.

14A 14B 14C 14D 14E
1.617.694 323.538 192.581 16.175 100%

14F La retrotranscriptasa es poco eficaz y suele rendir moléculas de ADNc que representan
parcialmente al ARNm que usa como molde, ya que en algunos casos no completa la lectura de
este Ultimo. Ademas, mediante splicing diferencial pueden obtenerse diferentes moléculas de
ARNm a partir de un mismo gen. Por ultimo, la longitud de las lecturas de las secuencia de los
extremos de cada molécula de ADNc clonada depende del método de secuenciacion empleado.

14G Si se ha empleado un oligo(dT)n, la mayoria de las moléculas de ADNc bicatenario presentaran
una cola de pares A-T en uno de sus extremos. La ausencia de estas colas indica que se emplearon
cebadores aleatorios para la retrotranscripcion.




José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2012-13)

Area de Genética

Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia

Curso 2012-13

Hoja de respuestas a la serie 8 de problemas

Apellidos: Nombre:

15A Los sintéticos estan anclados a una matriz por su extremo 3/,

15B y sus nucledtidos estan unidos entre si por puentes fosfito triéster metilados,

15C vy el grupo N-acilo de sus bases nitrogenadas esta protegido con benzoilo o isobutirilo, | 15D y su extremo 5’ esta dimetoxitritilado.

15E Los naturales tienen un grupo fosfato en 5, y los sintéticos, un hidroxilo. 15F No se formarian puentes fosfodiéster, y no habria luminiscencia.

15G No se formaria ATP, por lo que no habria luminiscencia. 15H No se degradaria la luciferina, por lo que no habria luminiscencia.

151 No se degradarian los nucleétidos no incorporados, por lo que no seria posible obtener lecturas correctas.

[1 \4\5\5\7\a|9\10\11\12\13\14\15\15\17\18\19|zo\21\zz|23\24\zs\26\27\25\29\30\31\32\33\34\35\35\37\38\39\40\41\42\43\44\45\46\47|45\49\50\51\sz\53\54\55\ss\57\53\59\50\51|62\53\54\65\55\57\68\59\70\71\7z|73\74\75\76\77\75\79\30\51\82\33\54\85\sslaﬂxa\se\so\al\ez\?a\94\95\96\97\95\99\100101102103
‘Cf‘f‘A‘ cls|c[s|c[c|c[els|cls|c|c|s[c|a[c|s[ala[ala]c[s]a[1]c[a]a]c|s|c[a]r]7]a[a]c|c|s|c]c|ala]a[a]c[alr[T]c[ala]c[s|c[alr[7]s|c|s|c]s|c[c|a[a]a[a]c|[c]a[a[a]c[c|a[7]r]T]s]c[s]c[c]c[a]a] alafcc[s
O

A —C —_—G

LT

hoa\wshus\m{103\109[110\1ul1u\113|m\us\ue\uﬂus\ua\uo\121\uz\mhzahzs\ushn\ushzshsohzd132[133\134[135\136[137\133[139\140|1a1\142|1a3\144\ms\145\m\143\m\150\151\152\153[154\155[155\157(153\159(150\151[152 153[154\155[155\167[153\1ss[170\171[171\173|m\17s|176\177\173\179\m\131\m\mlmhss\186[137\183[139\190(191\192[193\194[195\196[197\193[199\200[201\202 zus\zm[zus\zos\
a[a[ala[c[t]sc|a[7]r]s]c|s]c|r[c]s|c]a]a[c]c|a]r]]a]s]c]a s|c[alc[slc|r[als|cla[as]c|[T]s|c[c|7[c]s]c]s [als[clr[alv]a[a]a[ala[c[a]c|c|s[ala]a[a]c[c]a|7]c]a[4]

e

g e e
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234]235[236]237]238[239]240]241[242[ 243]244[ 245 246 247]248[249] 250] 251252 253[ 254255256 257 | 258] 259[260[ 261 | 262[ 263[264[ 265 266|267 268] 269] 270]271[ 272[273[274] 275 276[ 277]278[ 279] 280[ 281 [ 282[283[ 284] 8]289[290]201[292[203[294]295]296[ 297] 298] 299]300[301302[303]304[305[ 306]307[ 308]

Tzse[2e7[2za[zes]290]251]
AlSIAlcIT AIAlTI6 Gl ClAla T T T TIAAlC cIalSIT /lclolTIA clalclalTlal<la Tlc Tt clTirlclrlTicIIr < Alsls clclolclolclalalr slo|a|al/alclalclclolala

[207]208]209[210[211]212]213]214]215[216[217]218]219[220[221]222]223]224]225[ 226 [227]228]229]230[ 231]
[c[alt[r]ala[c[ac[c|c[a[alc[c|7]a als[r[c|c[a[r]a]*

16B Si, ya que contiene las secuencias consenso del donante y el aceptor del splicing humanos. 16C 221y 285

16D PARAAPRENDERINGENIERIAGENETICAESESENCIALASISTIRALASCLASESYENTENDERLASINTEGRAMENTE

16E Si, ya que los ddNTP marcados con fluoréfos son necesarios como terminadores en las reacciones de secuenciacion ciclica.

16F No. El dATPaS se utiliza en la pirosecuenciacién, pero no en la secuenciacion por el método de Sanger.

16G No se utiliza dATPa°S ya que no se requiere marcaje radiactivo para la visualizacién de los productos de las reacciones de secuenciacion ciclica.
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Hoja de respuestas a la serie 9 de problemas

Apellidos:

Nombre:

17A 43,58 y 45,63°C

17B 5'-GAAAAGTTGGAACTGAGAAT-3' y 5'-GCAATTTCGTTTTTCAGTTT-3'

17C
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

GGGAAAAGTT
ATTTGATTTG
TTTTGGTGCG
ttcattttta
ttaacaattc
ATCCAGAGGT
ATGCTCGAGC
CATgtgagtt
ttcattgttt

GGAACTGAGA
GATGCTGACG
AGCATGGGCA
aagttgttct
agGTTAAAAT
GTGTTTATGC
AAGAGGTGAA
tgactacctt
ttggctgtgt

ATGGGGCTTT
GATCACTTCG
CAATATATCT
tttggcctta
GGGAGATACT
TATTCCAAAT
AGACTCTCGA
tgttacatgc
cttctcagGA

GCTTGGTTCT
TTTCTTCATT
GTTTGGGAAG
atctagagaa
TACAAGAGTT
GATTCCATAT
CTTTCTCCTG
taagaggaag
AATGGCATCA

AGTTCTGAAG
CTTGACGCTT
gtgaatctct
tgaattcggt
GCTGTGTGGT
TTCCTTCCCA
AATCCTTCCG
caatctattt
AAACTGAAAA

GGAAAACGGA
ATGAGGAGGC
agatttttca
ctctettttt
AGTTAAGAAT
TGAACTAATC
TGGGAAATTG
tcctctgttg
ACGAAATTGC

17D 43,58 y 43,58°C

17E 5' -GAAAAGTTGGAACTGAGAAT-3’' Y 5'-ATGCCATTTCATGCAATTTC-3'

17F
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

GGGAAAAGTT
ATTTGATTTG
TTTTGGTGCG
ttcattttta
ttaacaattc
ATCCAGAGGT
ATGCTCGAGC
CATgtgagtt
ttcattgttt

GGAACTGAGA
GATGCTGACG
AGCATGGGCA
aagttgttct
agGTTAAAAT
GTGTTTATGC
AAGAGGTGAA
tgactacctt
ttggctgtgt

ATGGGGCTTT
GATCACTTCG
CAATATATCT
tttggcctta
GGGAGATACT
TATTCCAAAT
AGACTCTCGA
tgttacatgc
cttctcagGA

GCTTGGTTCT
TTTCTTCATT
GTTTGGGAAG
atctagagaa
TACAAGAGTT
GATTCCATAT
CTTTCTCCTG
taagaggaag
AATGGCATCA

AGTTCTGAAG
CTTGACGCTT
gtgaatctct
tgaattcggt
GCTGTGTGGT
TTCCTTCCCA
AATCCTTCCG
caatctattt
AAACTGAAAA

GGAAAACGGA
ATGAGGAGGC
agatttttca
ctctcttttt
AGTTAAGAAT
TGAACTAATC
TGGGAAATTG
tcctetgttg
ACGAAATTGC

18A El MiSeq de Illumina se fundamenta en una tecnologia madura, basada en la generacion de
colonias en fase sdlida y el uso de terminadores fluorescentes reversibles, la mas extendida en la
actualidad en el dmbito de la secuenciacidon masivamente paralela, la misma que emplean otras
maquinas (HiSeq) de Illlumina, con las que es compatible. Su tasa de error es la mds baja del
mercado.

18B El lon Proton se basa en una tecnologia muy madura y en continua evolucién, la de los
semiconductores, que hace posible la deteccién masivamente paralela de los cambios de pH que

genera la polimerasa del ADN al formar un puente fosfodiéster. La utilidad del lon Proton depende
fundamentalmente de un consumible, su chip, cuya capacidad de secuenciacidén aumentara con las
sucesivas versiones que iran apareciendo. No depende de ningun dispositivo dptico ni de la emisidon
de fluorescencia, por lo que las lecturas de zonas homopoliméricas no son erréneas. Su quimica es
mas simple, y los reactivos que consume, mucho mas baratos, que los de la competencia. Procesa
una muestra en tan solo 4 horas.
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Hoja de respuestas a la serie 10 de problemas

Apellidos: Nombre:

19A

198

19C

19D

19E

19F

19G

19H

191

20A

20B

20C

20D

20E

20F

20G

20H

201
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Problemas

1.- Se ha descubierto una bacteria que solo utiliza un
coddn de terminacion: UGA. Empleando el cddigo
genético de la Tabla 1, escribe la secuencia del ARNm
que codifica en dicha bacteria el péptido MW (HaN-
MWMWMW-COOH) (en 1A), la de la cadena del ADN
a partir de la cual se ha transcrito el precursor de dicho
ARNm (en 1B), y la de su complementaria (en 1C).
Indica en los tres casos cudles son los extremos 5’ y 3’
de la secuencia y escribela ubicando el extremo 5’ a la
izquierda, y el 3’, a la derecha. ¢Qué cadena del ADN
es la que se denomina “con sentido” y cual la
“antisentido”? Responde a este respectoBoCen 1Dy
1E, respectivamente.

Se obtuvieron tres alelos mutantes del gen
MW: mwa es portador de un cambio de base G—A en
el sexto nucledtido de la secuencia codificante del gen
(contando a partir de su extremo 5’); mwb, de una
delecién del sexto nucleétido; y mwc, de la insercion
de una A inmediatamente después del quinto
nucledtido. Escribe en 1F, 1Gy 1H las secuencias de los
péptidos mutantes MWA, MWB vy MWC,
respectivamente, indicando expresamente cudles son
sus extremos amino (H;N-) y carboxilo (-COOH).
Escribe la secuencia con el extremo amino a la
izquierda, y el carboxilo, a la derecha.

Primera base

Tabla 1.- Codigo genético

Segunda base

U C A G
Uuuu F jUCU S |UAU Y |UGU C
U UUC F |UCC S J|UAC Y |UuGC C
UUA L |UCA S |UAA Stop|UGA Stop
UUG L |UCG S |UAG Stop|UGG W
Clu L (ccu P |[CAU H |CGU R
CuC L jccC P |CAC H |CGC R
¢ CUA L |CCA P |CAA Q |CGA R
CUG L |CCG P |[CAG Q |CGG R
AUU | |ACU T |AAU N |AGU S
A AUC | |ACC T |AAC N |AGC S
AUA | |ACA T |[AAA K |AGA R
AUG M |ACG T |AAG K |AGG R
GUU V |GCU A |GAU D |GGU G
GUC V |GCC A |GAC D |GGC G
G GUA V |GCA A |GAA E |GGA G
GUG V |GCG A |GAG E |GGG G
bp
2143

2.- El plasmido pALIO de Escherichia coli fue purificado y sometido a
digestiones simples y dobles con cuatro endonucleasas de restriccién, a fin de
llevar a cabo su cartografia de restriccion. Los fragmentos de restriccién fueron
sometidos a electroforesis en un gel del 1,5% en agarosa tefiido con bromuro
de etidio (Figura 1). Las bandas asi obtenidas se visualizaron en un
documentador de geles con el resultado que muestra la Figura 2. Dibuja en 2A
un mapa (circular) de restriccién del plasmido, indicando en kb las distancias
entre las dianas de las restrictasas. Para resolver este problema no se requiere

una precision superior a 0,5 kb.

M A B C D

A+B A+C A+D B+C B+D C+D

NN E

Hinf | fragments
of the wectar

Figura 1.- Tamafio (en pb) de las
moléculas del marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder de
Invitrogen.

Figura 2.- Visualizacion de los
fragmentos de pALIO obtenidos
tras su restriccion con Aatl (A),
BamHI (B), Cspl (C) y Dralll
(D). M: marcador de peso
molecular (1 kb DNA Ladder).
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Explica en 2B el motivo de que el grosor de las bandas de las calles A, B, C, D y B+D del gel sea diferente
del de las otras. Responde “Arriba” o “Abajo” al respecto de la posicidn de los pocillos del gel (en 2C), el catodo
(en 2D) y el dnodo (en 2E) en la imagen de la Figura 2.

Se realizd una electroforesis como la de la Figura 2 con una muestra del pldsmido pALIO sin digerir,
obteniéndose dos bandas, cuyas movilidades electroforéticas eran similares a las de 6 y 9 kb del marcador de
peso molecular. La banda de 6 kb fue mas gruesa que la de 9 kb. Explica en 2F la naturaleza de las moléculas de
pALIO que contienen estas dos bandas. Explica en 2G cuantas bandas esperarias obtener de una digestién doble
y parcial (incompleta) de pALIO con Aatl y Cspl, indicando sus pesos moleculares aparentes.

3.- Se obtuvieron disoluciones de gran pureza de (1) ADN monocatenario circular, (2) ADN monocatenario lineal,
(3) ADN bicatenario con extremos 5’ sobresalientes, (4) ADN bicatenario con extremos 3’ sobresalientes, (5) ADN
bicatenario con extremos romos, (6) ADN bicatenario circular superenrollado, y (7) ARNm de un eucariota
unicelular. Cada muestra fue tratada separadamente con nucleasa S1 (S), Bal31 poco concentrada (B), DNasa |
en presencia de Mn?* (D), RNasa A (RA) y RNasa H (RH). Completa la Tabla 2 detallando si en cada experimento
se modificd o no el sustrato, y cudl fue, en su caso, la naturaleza de los productos de reaccidn (nucledtidos u
oligonucledtidos, moléculas mono o bicatenarias, y con extremos romos o sobresalientes 5’ o0 3').

Tabla 2
Muestra Enzima Naturaleza de los productos de reaccion
1 S
2 S
3 S
4 S
5 S
6 S
7 S
1 B
2 B
3 B
4 B
5 B
6 B
7 B
1 D
2 D
3 D
4 D
5 D
6 D
7 D
1 RA
2 RA
3 RA
4 RA
5 RA
6 RA
7 RA
1 RH
2 RH
3 RH
4 RH
5 RH
6 RH
7 RH
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4.- Las moléculas de ADN bicatenario que se representan en la Figura 3 tienen grupos fosfato en sus extremos
5’, e hidroxilos en los 3'. Indica qué enzimas emplearias —y si se requieren dos o mds, en qué orden— y en su
caso, qué sustratos adicionales, para: reparar la molécula A, rellenando el hueco que presenta (en 4A); para
afiadir colas homopoliméricas poli(A) a los extremos 3’ de B (en 4B); para cortar C mediante dos reacciones
distintas, a fin de obtener en cada una dos fragmentos, de manera que cada uno de ellos retenga un grupo
metilo (describe una reaccién en 4C y la otra en 4D); para reparar la mella sefialada con un flecha en D (de dos
maneras distintas, una en 4E y otra en 4F); para circularizar E (en 4G); y para circularizar F (en 4H). Las
circularizaciones a las que se hace referencia en este problema ocurren in vitro y dan lugar a moléculas circulares
covalentemente cerradas. Los puntos suspensivos indican partes de la secuencia que no se representan a fin de
simplificar la figura. Debe proponerse la solucion mas sencilla posible en cada caso.

CH;

|
5' GG.CT AA.AC 3’ 5' AACTGG..TTAAGC 3’ 5' AATT.CCCGGG..ACGG 3’
3' CC.GACCCTT..TG 5' 3' TTGACC..AATTCG 5' 3' TTAA.GGGCCC..TGCC 5'

|

CH;
A B C
{

5' CGCCGGAAGGCG 3' 5' ATTACT..TGGAAT 3’ 5' AATTCGC..ACGG 3’
3' GCGGCCTTCCGC 5' 3' TAATGA.ACCTTA 5' 3’ GCG..TGCCTTAA 5'

D E F

Figura 3.- Los puntos suspensivos indican partes de la secuencia cuya representacion se omite para simplificar la figura.

5.- Interpreta la Figura 4 explicando la funcién
natural (actividad enzimatica del producto
génico; en 5A, 5C y 5E) y el uso habitual en
Ingenieria Genética (especificando la parte
relevante del genotipo de las células
hospedadoras y de la composicién del medio de
cultivo; en 5B, 5D y 5F) de los genes HIS3, TRP1
y URA3, respectivamente. Indica en 5G a 5l para
qué especie de células hospedadoras son utiles
los tres marcadores seleccionables menciona-
dos. Explica sucintamente en 5J a 5L la funcidn
de las secuencias ARS1, CEN4 y TEL,
respectivamente.

6.- Empleando la informacién que propor-
cionan las Figuras 4 y 5, explica qué
consecuencias tiene la digestién del vector
pRAD6 con BamHI (en 6A), Hindlll (en 6B) o
SnaBl (en 6C). ¢Con qué enzimas se ha digerido
la molécula de la Figura 5(a) para obtener las de
la parte izquierda de 5(b)? Responde en 6D.
Explica en 6E cdmo se discriminarian las células
portadoras de la molécula que se representa en
5(c) de las que hubiesen incorporado la de 5(a).
Para ello, indica la parte relevante del genotipo
de las células hospedadoras y la composicion
del medio de cultivo adecuados para la
transformacion. Para la resolucidn de este
apartado del problema se requiere una
busqueda en Internet de informacién sobre la
funcion de SUP4 ochre.

SUP4 ochre
pRAD6
11400 bp

HindIII 8500 ,/ BLA/ORDO)

Xhol 8500
BamHI 8000

TEL |
~Sall 3300

/\ HindIII 5500

/I
BamHI 6100

Xhol 5500
Figura 4.- Mapa del vector pRADG.

TRPT/ARST/CEN4  SUP4

BLA/ORI,
URA3

TEL ~ HIS3  TEL

(@)
Treatment with
§ restriction nucleases

TEL TRP1/ARST/CEN4

= N (o= o S a0 D
(Crccecccco

CC(
URAs — TH CCCOCC LU CCO
CECERC > (e cocCccco

(b) DNA fragments

Ligation and

| transformation |

TEL TRP1/ARST/CEN4 Insert DNA URA3 TEL

O CECOERC T C T CCC BT D

©

Figura 5.- Un ejemplo de uso del vector pRADG. Los fragmentos de
colores amarillo y violeta que se representan en (b) se obtuvieron
mediante restriccion de ADN genémico humano.
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7.- Se dispone de los vectores pBR322,

Tabla 3
pUC18 y pGEM-3Z para llevar a cabo cinco — -
. . Clonaciéon Vector Extremos del inserto
experimentos de clonacién, cada uno de —

. . 1 pBR322 Ambos digeridos con Pvul
ellos con una molécula de ADN lineal y 5 322 Ambos dizerid Sal
bicatenaria distinta. Los extremos de estas PBR m os. 'ge_rl 0s con .a
s . . 3 pBR322 Ambos digeridos con Hindlll
ultimas se obtuvieron previamente . .

. . . 4 pUC18 Uno digerido con EcoRl y el otro con Hindlll
mediante las restricciones simples o dobles
5 pGEM-3Z Ambos con Stul

gue se indican en la Tabla 3.

Indica en 7A, 7C, 7E, 7G y 71 las restrictasas que se requeriran para la digestién del vector previa a su
ligacién con los insertos 1 a 5, respectivamente, y qué gen interrumpira su accion endonucleolitica. Indica en 7B,
7D, 7F, 7H y 7], también respectivamente, la parte relevante del genotipo de las células hospedadoras y de la
composicion del medio de cultivo, y explica sucintamente el método de seleccién apropiado en cada caso para
obtener transformantes que hayan incorporado una molécula recombinante (un vector con inserto). Si esto
ultimo no fuese posible, explica el motivo.

8.- Con el propésito de clonar y posteriormente subclonar el gen de la tiroperoxidasa humana (TPO), se procedio
a su amplificacién mediante PCR empleando como molde ADN purificado a partir de una muestra de saliva. Se
representa en la Figura 6 parte de la secuencia de la regién del cromosoma 2 en la que se encuentra TPO. Se
llevaron a cabo varias amplificaciones, en cada una de las cuales se emplearon los oligonucledtidos y polimerasas
termoestables que se indican en la Tabla 4. Propon en 8A-8C un programa de termociclaje para las
amplificaciones 1-3, respectivamente, asumiendo que las polimerasas Taq y Pfu sintetizan ADN a razén de 500
nt por minuto. Indica expresamente en los programas de termociclaje el nimero de ciclos, la temperatura (con
una precision de 0,5°C) y duracidn de sus etapas, en minutos (min) y/o segundos (s).

5'-ACTG....TTTTTTACGATCTGGTGTCACCGGTCA......... CTAGCGTCTACTGTGGATGGCAAAARA.. . .AGCG-3'
I I I I

57000 58500 61000 63500 pb
Figura 6
Tabla 4
Amplificacién Polimerasa Oligonucleétidos empleados como cebadores (5'—3’)
1 Tag ACGATCTGGTGTCACCGGTCA GCCATCCACAGTAGACGCTAG
2 Tag CCGAATTCACGATCTGGTGTCACCGGTCA CCGAATTCGCCATCCACAGTAGACGCTAG
3 Pfu ACGATCTGGTGTCACCGGTCA GCCATCCACAGTAGACGCTAG

Se obtuvo un Unico producto de PCR de cada una de las tres amplificaciones, de unas 2,5 kb de longitud,
segun indicd su visualizacion en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Se empled el vector pGEM-T
Easy para clonar el producto de la amplificacion 1, y pGEM-3Z para los de las amplificaciones 2 y 3. Describe
sucintamente en 8D-8F las reacciones necesarias para unir covalentemente dichos vectores a los productos de
las amplificaciones 1-3, respectivamente, indicando el orden en que deben llevarse a cabo y las enzimas
necesarias. Debe proponerse la solucién mas sencilla posible en cada caso (la de menor nimero de etapas y
componentes de cada reaccion).

Para la subclonacién de TPO, se digirié con BsaBl la molécula recombinante obtenida con pGEM-T Easy.
Explica sucintamente en 8G esta reaccidn, indicando el origen de la diana BsaBl, el nimero de fragmentos de
restriccidn que se obtuvieron y sus tamanos en pb.

9.- Se han desarrollado varios métodos de modificacién de moléculas de ADN basados en la recombinacién.
Varias de estas tecnologias se basan en la recombinacidn especifica de sitio: Gateway, en la que la clonasa BP
reconoce las secuencias attB y attP, mientras que la clonasa LR hace lo propio con attL y attR; Cre-lox, que
emplea la recombinasa Cre del fago P1 de Escherichia coli y su secuencia diana, loxP; y FLP-FRT, que usa otra
recombinasa, la flipasa (FLP) del plasmido de 2 p de Saccharomyces cerevisiae y su secuencia diana, FRT (o
algunas de sus variantes, como F3). Se ha dado en llamar recombineria (recombineering) a la ingenieria genética
basada en la recombinacién homodloga, como la del sistema Red/ET, que emplea las proteinas ReckE y RecT del
profago Rac de Escherichia coli o las Reda y Redp de A. A diferencia de los tres sistemas antes mencionados,
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Red/ET no requiere una secuencia especifica, y puede recombinar dos segmentos de ADN cualesquiera, siempre
gue presenten extremos homaélogos.

Los ratones knockout (noqueados), en los que se inactiva total o condicionalmente un determinado gen,
pueden obtenerse mediante la tecnologia Cre-lox, a partir de un cruzamiento entre dos parentales transgénicos,
uno de ellos cre, y el otro, loxP. Los ratones cre son portadores de un transgén que incluye el gen de la
recombinasa Cre bajo el control de un promotor especifico de tejido o inducible por alguna variable ambiental,
como la alimentacidn con determinadas sustancias, entre ellas algunos antibidticos. Los ratones /oxP también
son transgénicos; se les han incorporado dos secuencias loxP, que flanquean el segmento gendmico de interés,
al que se denomina “floxado” (floxed; flanked by loxP). En la progenie cre-lox de un cruzamiento cre x loxP, la
actividad del transgén cre puede causar la delecién del locus floxado.

Tanto los ratones cre como los loxP pueden obtenerse construyendo un vector adecuado, con el que se
transfectan células madre embrionarias en cultivo. En el genoma de algunas de estas células se integrard
espontdneamente la molécula transfectada en posiciones aleatorias; muy pocas células incorporardn la
molécula mediante recombinacion homdéloga. Tras confirmar la correcta insercidn de un transgén en el genoma
de las células hospedadoras, estas ultimas son inyectadas en un embrién en estado de blastocisto, cuyo
desarrollo posterior dard lugar a un ratén quimera, que presentard mosaicismo: algunas de sus células seran
transgénicas y otras no. Si la linea germinal de este ratdn es transgénica, parte de su progenie también lo serd
en heterocigosis, en este caso en todas las células del individuo.

Un BAC que contiene el gen Champagne (CH) de Mus musculus fue manipulado con el propdsito de
generar ratones transgénicos loxP, que pudieran ser posteriormente noqueados total o condicionalmente con
la recombinasa Cre.

A Cre - lox Tissue-Specific Knockout
sac (il
B 7o -—‘ Alb| cre 1‘-— 3
1 ‘] = X \ ( | —toxp — GeneX htoxP —
——] Genex f—— T —ioxP — GeneX |loxP —
Liver-specific cre transgene [ “ "
Ex: B6.Cg-Tg(Alb-Cre)21Mgn/) homozygous loxP “floxed” mouse
(Stock No. 003574)
T =
S e~ y
dan] oo B ) o y
C F-Scel  I-Ceul (X — r ///
IoxP \{ por —{o«w)\ fer, \ /»— -
Bsd Exon 4 Veo e = ——{&k-x : L g \ //'
S 00 "%, N
Cre-lox mouse:
heterozygous for GeneX conditional knockout after 1 generation
Figura 7
D l Se obtuvieron ratones en los que el cuarto exén del
FSeal FCeut gen CH estaba flanqueado por secuencias loxP para permitir
A\

la delecidn especifica de tejido del locus floxado. También se

obtuvieron ratones portadores de un transgén en el que el

gen cre esta controlado por un promotor especifico del
Figura 8 higado del ratén (Figura 7).

A fin de obtener los ratones loxP se construyd un vector para modificar el gen CH mediante
recombinacion homdéloga (Figura 8). Cada una de las flechas verticales de esta Figura indica una etapa del
proceso en la que fue necesario (1) aislar ADN plasmidico a partir de un cultivo bacteriano, (2) modificar las
moléculas recombinantes asi obtenidas, (3) utilizar las moléculas modificadas para realizar una transformacion
y (4) seleccionar las bacterias transformantes de interés. Indica en 9A cuatro caracteristicas singulares que
comparten las restrictasas /-Scel e I-Ceul que aparecen en la Figura 8. Indica en 9B cudl es la probabilidad de que
el genoma humano contenga una secuencia idéntica a loxP, cuya longitud es de 34 pb.

Las moléculas 8By 8C fueron obtenidas a partir de las 8A y 8B, respectivamente, mediante recombineria
Red/ET. La molécula 8D fue obtenida a partir de la 8C mediante restriccion y ligacion. Interpreta la Figura 8
indicando en 9C a 9E la actividad del producto que codifican y cémo se usan (parte relevante del genotipo de las
células hospedadoras y de la composicion del medio de cultivo, y criterio de seleccidn de los transformantes
deseados) los genes Bsd, Neo y Amp, respectivamente.

El gen TK se utiliza como marcador selectivo en etapas posteriores a las descritas en la Figura 8, en las
gue se transfectan con la molécula 8D células embrionarias de ratén cultivadas en un medio suplementado con
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ganciclovir. Los genes lacZ (el alelo silvestre de lacZ) y Neo pueden utilizarse tanto en las etapas del proceso
descritas en la Figura 8 como en las siguientes. Explica brevemente en 9F, 9G y 9H la utilidad de los genes TK,
lacZ y Neo, respectivamente, en el proceso de obtencidn de ratones /oxP.

10.- Se obtuvieron ratones knockout mediante la tecnologia Cre-lox, con el fin de estudiar los efectos de la
inactivacién de diferentes genes Fat. Se empled el método de Southern para confirmar que el alelo silvestre
(WT) de estos genes habia sido modificado, extrayendo ADN a partir de muestras de sangre de dichos ratones,
que fue restringido, sometido a electroforesis en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, transferido a
una membrana e hibridado con una sonda (probe) no isotdpica, con los resultados que muestra la Figura 9.
Interpreta dicha figura, explicando brevemente en 10A, 10B y 10C los patrones de bandas que aparecen en las
autorradiografias.

@ &
AT 0
Fat2 G_y, EcoRV¢S” EcoRV EcoRV i
WT | -
Fat2c™" ad- EcoRV EcoRV
t
argeted > SUACN > - |
GFP/OXP loxP =
3’ probe
fald  asp718 ATG Asp718]
I _L |
Fatsn/acz ATG -
sp718l
targeted f$p718| zAsp718IASP773| pI
ACN D
loxP loxP =1
3’ probe
Fatd BamHI ATG. BamHi BamHlI BamHI
wr | ——— |
EGFP ATG
Fat4 BamHI BamHI BamHI BamHI BamHI
targeted | . | |
L > ACN P-A—
2l GFP, p loxP
5’ probe
b Fatsnlacz Faf4EGFP
+— +/+ += +/+
Asp718l BamHI
3’ probe 5’ probe
22kb - 7Tkb (-
135kb e 51p

Figura 9.- Comprobacion del genotipo para tres genes Fat en ratones noqueados y su tipo silvestre. Se indica en cada caso
la restrictasa empleada para la digestion del ADN genomico, la sonda con la que se hibrid6 y los tamafios de las bandas
obtenidas. +/+: Raton homocigotico para el alelo silvestre (WT) de un gen Fat (Fat2/Fat2, por ejemplo). +/-: Raton
heterocigdtico para los alelos silvestre y noqueado de un gen Fat (Fat2/Fat25¢", por ejemplo). ATG: coddn de iniciacion de
la traduccidn.

11.- Empleando el cddigo genético de la Tabla 1, disefia dos oligonucledtidos degenerados con los que se pueda
amplificar mediante PCR un segmento de los genes que codifican las proteinas homdlogas cuya secuencia se
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representa parcialmente alineada en la Figura 10, que pertenecen a diferentes especies de animales. Dichos
oligonucledtidos sintéticos deben ser de 20 o 21 nt y el segmento gendmico que amplifiquen debe ser el de
mayor tamafio posible.

Escribe en 11A y 11B la secuencia de los dos cebadores, con indicacion de sus extremos 5’y 3'. Escribe
la secuencia con el extremo 5’ a la izquierda, y el 3/, a la derecha. Indica en 11C la longitud, en pb, del producto
de amplificacién que se obtendra con dichos cebadores empleando como molde ADNc de cualquiera de los
animales mencionados en el parrafo anterior y la polimerasa Pfu.

..—COOH
..—COOH
..—COOH
..—COOH
..—COOH
..—COOH

Figura 10.- Alineamiento parcial de varias proteinas ortlogas (A-F) de la familia del TGF-B. Los aminoacidos idénticos se
sombrean en negro, y los similares, en gris.

Se obtuvieron muestras de ADN gendémico (1) y de ADNc (2 y 3) de cada uno de los animales antes
mencionados (A - F). En las muestras de ADNc se logré (3) o no (2) eliminar completamente el ADN gendmico.
Su amplificacién mediante PCR con dos oligonucleétidos degenerados rindid los productos que se visualizan en
el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que aparece en la Figura 11, en la que se ha omitido la
representacién de las bandas del marcador de peso molecular.

1 2 3
ABCDEFABCDEFABT CDTEFTF

Figura 11

Explica en 11D y 11E cual es el origen de las bandas de mayor y menor tamafio, respectivamente, que
aparecen en el gel. Formula en 11F una hipdtesis que justifique las diferencias entre el comportamiento de las
muestras de los animales de las especies By E, y el de las restantes.

12.- Se representa en la Figura 12 la segregacion de una

enfermedad hereditaria muy rara. También se muestra

para cada miembro de la familia el tamafio de las

bandas obtenidas en la visualizacién de un marcador

ligado al gen causante de la enfermedad. Explica en 12A

el modo de herencia del marcador, y en 12B, el de Ila |
enfermedad. Indica en 12C, 12Dy 12E y 12F si es posible

gue padezca la enfermedad algun hijo o hija de llI-1, Ill- é i i

2, l11-3 o llI-4, respectivamente. Explica en 12G si la parte

inferior de la Figura 12 puede corresponder a un RFLP -—L—_—- - - _—_ew
visualizado por el método de Southern, a Ia - - - e
amplificacién mediante PCR de un polimorfismo, o a Figura 12

ambos.

Aunque se desconoce la identidad del gen HEY, que causa una enfermedad autosémica recesiva que
resulta letal durante la infancia, se ha establecido la regién del cromosoma 5 humano en la que se encuentra.
Uno de los cuatro hijos de una pareja manifesté dicha enfermedad, tal como muestra el arbol genealdgico de la
Figura 13. Se intent6 el diagndstico prenatal del quinto hijo de I-2 mediante el método de Southern, empleando
para ello un RFLP ligado al gen HEY. Los alelos silvestre (sano) y mutante del gen HEY se denominan H y h,
respectivamente; los alelos del RFLP se denominan 7, 9y 12, segun los tamafios de las bandas que manifiestan
en el andlisis de Southern de la Figura 13. Indica en 12H y 121 el genotipo de los individuos I-1 e I-2,
respectivamente, para el gen causante de la enfermedad. Indica en 12J los haplotipos de I-1, y en 12K los de I-
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2, para el RFLP y el gen HEY. ¢ Qué hijos sanos de I-1 y I-2 son portadores del alelo h del gen HEY? Responde en

12L. ¢Cual es el diagndstico de II-5? Responde en 12M.

O
1 2 3 4 5
Figura 13

1

BD 8D AC AB BC

Figura 14

13.- El 4rbol genealdgico de la Figura 15 representa
la segregacion de una enfermedad autosdmica
recesiva. Explica en 13A a 13C si este arbol
genealégico es compatible también con los modos

12 11 13 14 1.5
JE— -— 12kb
— — — | - G kb
—_— -— 7kb

El drbol genealdgico de la Figura 14 muestra la

de herencia autosémico dominante, ligado al sexo

dominante y ligado al sexo recesivo, respectiva-  BamHI

mente. Se representan también en la Figura 15 los

resultados del analisis de Southern de dos RFLP, uno

. L EcoRI
de los cuales rinde fragmentos de restriccién de 7 y e

5 kb tras una digestién de ADN genédmico con BamHlI,
y el otro, de 4 y 3 kb con EcoRI.

Figura 15

herencia autosémica dominante de una alteracién de
la visidn, y el genotipo de los individuos de las tres
Ultimas generaciones de una familia para un
polimorfismo de una regién del cromosoma 2. Este
polimorfismo se ha visualizado por el método de
Southern, empleando como sonda ADNc del gen de la
cristalina B, una proteina del cristalino. {Apoya la
Figura 14 la hipdtesis de que el gen de la cristalina 3
causa la enfermedad a estudio? Explica tu respuesta
en 12N.

7 kb
S kb

4 kb
3 kb

¢Cuadl de los dos RFLP (el de BamHI o el de EcoRl) esta ligado al gen causante de la enfermedad? Emite
una respuesta razonada en 13D. Indica en 13E si tu hipdtesis requiere que algunos de los individuos de la

generacion Il sean recombinantes, y quiénes son.

14.- SHY, un gen del cromosoma X, causa una enfermedad
dominante que se manifiesta con anticipacién. La secuencia de
una parte de SHY en el individuo I-1 de la Figura 16 es la
siguiente: 5'-CGTAGTAGAGTTAGCCGGGCGGCGGCGGCGGCG
GCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLCGGCGGCGGCGGCGGLG
GCATATCGTTAATTATGCGCTCAGGCACCGGACCC-3'. Se disefia-
ron y sintetizaron dos oligonucledtidos para la amplificacién
de esta region del cromosoma X, cuyas secuencias son 5'-
CGTAGTAGAGTTAGCCGGGC-3' (UMHIG1) y 5-GGGTCCGG
TGCCTGAGCGCA-3' (UMHIG2). Todos los intentos de obtener
productos especificos de amplificacién mediante PCR con los
cebadores UMHIG1 y UMHIG2 fracasaron.

Se disend vy sintetizd otro oligonucledtido,

5'-TCCGGTGCCTGAGCGCATAA-3’

I Figura 16

cembIme

.

1

(UMHIG3).

Las

amplificaciones realizadas con UMHIG1 y UMHIG3 como cebadores y como molde ADN de los miembros de la
familia a estudio se completaron sin dificultad alguna y condujeron a los resultados que muestra la Figura 16.
Formula una hipétesis en 14A que explique el comportamiento de cada una de las dos parejas de cebadores.
Los productos de PCR que se representan en la Figura 16 tienen 179, 173, 167, 158, 107 y 98 pb. Explica
en 14B las diferencias entre las secuencias de los cuatro alelos del gen SHY de mayor longitud y las de los otros
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dos. Propén en 14C la causa molecular mas plausible de la enfermedad. Formula en 14D una hipétesis sobre el
origen de los cuatro alelos causantes de la enfermedad, indicando en qué proceso se ha producido una
disfuncién, y en su caso, qué enzima la ha causado.

15.- Se espera que nuestro planeta esté poblado por unas 10'° personas antes de que finalice el siglo. Asumiendo
gue dicha poblacién estuviera en equilibrio de Hardy-Weinberg y que en ella existiera un marcador genético
bialélico tal que todos los individuos fueran homocigéticos para uno de sus dos alelos (A1), salvo dos
heterocigotos, écual serd la frecuencia esperada de homocigotos para el alelo minoritario (A2) en la generacién
siguiente? Responde en 15A.

La Figura 17 muestra los resultados del genotipado con fines forenses de dos personas. Explica en 15B
y 15C qué magnitud se representa en el eje de abscisas y el de ordenadas, respectivamente, y en 15D, a qué se
debe y para qué sirve que los picos sean de diferentes colores. Indica en 15E y 15F qué marcadores parecen
estar en homocigosis en los individuos A y B, respectivamente. Explica en 15G y 15H la funcidn natural y el uso
forense, respectivamente, del gen de la amelogenina. Indica en 15l el sexo del individuo A, y en 15J, el de B.

w0 % w0 0

D168539 |

D135317]

D138317

- T el B ST

1340 120
|

Figura 17.- Electroferogramas obtenidos del genotipado con fines forenses de dos personas (A y B), realizado en un
secuenciador ABI PRISM 3130xl tras la amplificacién mediante PCR multiple de varios microsatélites polimoérficos, cada
uno de los cuales aparece indicado por su hombre. Los picos de color rojo corresponden al marcador de peso molecular.
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16.- La fibrosis quistica es una enfermedad autosdmica
recesiva causada por los alelos mutantes del gen de la |
proteina reguladora de la conductancia transmembrana de 1
la fibrosis quistica (CFTR), el mas frecuente de los cuales se

[
denomina A508. Se han descrito unos 1.500 alelos mutantes I ‘

de este gen, que causan entre otros sintomas la acumulacién 1 2 3
de mucilago en los pulmones, que a su vez propicia

infecciones que pueden resultar mortales.

Varios miembros de una familia fueron genotipados
Figura 18

para el gen de la CFTR empleando sondas especificas de
alelo. Se usaron para ello los oligonucledtidos 5'-CACCAAAG
ATATTTTCGG-3' (normal) y 5'-CACCAATATTTTCGG-3' (A508)
y se obtuvieron los resultados que muestra la Figura 18. Este
tipo de ensayo es rapido y econémico pero puede rendir
falsos negativos.

Indica en 16A y 16B las temperaturas de fusién de cada uno de los dos oligonucledtidos, con una
precision de dos cifras decimales. Indica en 16C si la hibridacién con el oligonucledtido A508 se representa en la
fila superior o la inferior del dot blot de la Figura 18. Explica en 16D si las dos hibridaciones que se representan
en filas distintas en la Figura 18 pueden llevarse a cabo a la misma temperatura. Indica en 16E cual de los
individuos del arbol genealdgico podria ser un falso negativo y propdn en 16F un procedimiento que permita
concluir inequivocamente si es o no portador del alelo A508.

Muchos ensayos inicialmente basados en el método de Southern han sido modificados para usar una
amplificacion mediante PCR como alternativa a la hibridacién entre una sonda y su diana. Un ejemplo de ello es
el genotipado con oligonucleétidos especificos de alelo, basado tradicionalmente en hibridaciones que han sido
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sustituidas en no pocos casos por amplificaciones. La Figura 19 muestra los resultados de un ensayo de
genotipado realizado en una piscifactoria mediante PCR con cebadores especificos de alelo.
El ensayo fue realizado por un acuicultor, que
AA BB Figura 19 disponia de machos de dos variedades de una especie
e I de peces y deseaba averiguar cuales eran los de mayor
eficiencia reproductiva. Con este fin, se seleccionaron
10 machos de cada una de las variedades mencionadas
para que fecundasen los huevos de 20 hembras de una
tercera variedad. Los machos eran AA y BB, y las
hembras, CC, cada uno de ellos homocigdtico para un
distinto SNP (Single Nucleotide Polymorphism;
polimorfismo de un solo nucleétido) del gen hoxd13.

Un mes después del desove se genotipd con oligonucleétidos especificos de alelo la progenie de los
peces a estudio, con los resultados que muestra la Figura 19. Interpreta esta figura, explicando brevemente en
16G qué representan los circulos rojos y verdes, y en 16H a qué conclusion puede llegar el acuicultor. ¢ Cuantos
oligonucledtidos distintos ha utilizado el acuicultor? Responde razonadamente en 16l.

Un pescador que vendia vieiras en una lonja de la costa este estadounidense fue multado por haber
realizado capturas en veda cerrada. La Figura 20 representa los resultados obtenidos por la policia cientifica, en
los que se basd la decision de multar al pescador, acusado de capturar indiscriminadamente dos especies de
vieiras de morfologia muy similar: gigantes de Canada (Placopecten magellanicus, en veda abierta) e islandesas
(Chlamys islandica, en veda cerrada). Interpreta la Figura 20 en 16J.

PmaCOIf1 619 bp Placopecten magellanicus Figura 20
CisCOIF2 1 459 bp Chlamys islandica
Cox| &{ ScallopR2
! | — N '.
1 313 473 932 1513

—

-<“'------'------------E------.---.....-.--.; 619 bp n=37

459bp n=3

= = | S 619bp n=35

T - - 0 e, L 0 e 0 e e e e e e 0 e
459bp n=5

17.- Existen muchas pdginas web que contienen programas de dominio publico que permiten el andlisis y la
manipulacién de secuencias nucleotidicas y peptidicas. Destaca por su sencillez la Sequence Manipulation Suite
(SMS), cuyo sitio web es http://www.bioinformatics.org/sms2/. Obtén en GenBank informacién sobre el gen de
la Huntingtina (HTT) humana (NM_002111.6). ¢Cual es la longitud del gen HTT (en kb) y su nimero de exones?
¢Cual es la longitud (en kb) de sus ARN mensajeros? ¢Cudl es el tipo de alelos mutantes de HTT que se han
descrito con mas frecuencia y cémo perturban la expresion del gen? Responde en 17A-E, respectivamente.
Emplea los programas de la SMS para responder las siguientes preguntas en los apartados de la hoja de
respuestas que se indican. ¢Cual es el coddn de la arginina mas usado en el gen HTT? (17F). ¢ Qué endonucleasas
de restriccién no cortarian (17G) o cortarian mas de 40 veces (17H) un ADNc bicatenario retrotranscrito a partir
del ARNm de HTT? Motiva brevemente en 171 y 17J las respuestas que has emitido en 17G y 17H,
respectivamente, comentando qué propiedad de estas enzimas justifica su numero de cortes.

18.- Se disenaron cuatro oligonucleétidos para amplificar mediante PCR un gen viral: 5'-
ACGTGTGCACAGTAGCACAC-3' (UMHIG4), 5'-CGTGCGCGCGATATCATATA-3’ (UMHIGS5), 5'-TGTATAGCAGTA
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GCCGCGC-3' (UMHIG6) y 5'-CCATTGCACAGTAGACCCC-3' (UMHIG7). Analizalos con los programas de la SMS y
explica en 18A-D para cada uno de ellos si debe ser descartado o aceptado para su uso como cebador.

El archivo “Problemal8IG2013-14.txt” depositado en la pagina web de la asignatura contiene las
secuencias de gp120, una de las glicoproteinas de la superficie de la envoltura del retrovirus que causa el
sindrome de la inmunodeficiencia adquirida humana (SIDA), en algunas de las variantes de este retrovirus y de
otros relacionados, que se han aislado en varias especies de primates. Alinea con Clustal Omega estas secuencias
y copia y pega en 18Ea y 18Eb el alineamiento, modificando si fuese necesario el tamafio y el tipo de letra (usa
la fuente Courier New) para que conserve su estructura. En base al alineamiento asi obtenido, propén en 18F
dos secuencias de aminodcidos a partir de las que pudiera disefiarse una pareja de oligonucledtidos degenerados
gue permitiese la amplificacién de un segmento de la maxima longitud posible del gen de la gp120 de cualquiera
de los retrovirus a estudio.

19.- Las lecturas que realiza un secuenciador masivo deben ser alineadas con la secuencia de un genoma de
referencia una vez finalizada la secuenciacion de una muestra. Se denomina resecuenciacién a este tipo de
experimentos; se denomina ensamblaje de novo al alineamiento de lecturas entre si, sin un genoma de
referencia. Existen varios programas que han sido disefiados para llevar a cabo y/o visualizar ambos tipos de
alineamientos, que utilizan una ldgica similar a la de Clustal.

La Figura 21 representa una pantalla de ordenador, en la que aparece parte de un alineamiento de
lecturas obtenidas en un secuenciador masivo a partir del ADN de una muestra de sangre de una sola persona.
El alineamiento se obtuvo con Tablet, un programa de dominio publico. La parte superior de la pantalla
representa alineadas las lecturas de una pequefia parte del genoma a estudio, de 2.259 nt de longitud, de la que
se maghnifica un segmento de 106 nt. La segunda fila (de arriba abajo) de texto coloreado representa la secuencia
del genoma de referencia. Explica en 19A qué representa la primera fila de texto coloreado y en qué
fundamentas tu hipdtesis. La mayor parte de la pantalla estd ocupada por lecturas alineadas, en la que aparecen
cinco caracteres (A, C, T, G y %) negros o rojos, sombreados en verde, azul, rosa, naranja o gris.
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Figura 21

Interpreta la Figura 21, explicando a qué corresponden los sombreados verde, azul, rosa y naranja (en
19B), los caracteres negros (19C) y rojos (19D) y el sombreado gris (19E). Explica en 19F si el segmento de 106
pb que se magnifica en la pantalla ha sido leido con una cobertura mayor de 20x. Explica en 19G si la pantalla
presenta algun indicio de que existan otras regiones del genoma a estudio en las que se haya alcanzado una
cobertura inferior a la del mencionado segmento de 106 pb. Formula en 19H una hipétesis acerca de la causa
de las zonas de la pantalla en las que parecen faltar lecturas, y en 191, otra sobre la singularidad de las columnas
4,5y 6 (humerando de izquierda a derecha) con respecto a las restantes de sombreado gris.
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En una secuenciacién masiva de una muestra de ADN humano se obtuvieron 840.356.765 lecturas de
una longitud media de 120 nt. Considerando que la longitud del genoma humano es 3,3-10° pb, indica en 19J la
cobertura alcanzada y en 19K la probabilidad de no haber obtenido lecturas de alguna posicién del genoma.

20.- Busca en YouTube, DNATUBE y otros sitios web un video de mas de un minuto y menos de cinco, en el que
se presente mediante animaciones algln aspecto del temario de la asignatura de Ingenieria Genética, que no
haya sido proyectado en clase y que consideres destacable. Excluye los videos en los que solo aparezca un
experto hablando sobre un tema dado. Escribe en 20A tres de las razones por las que consideras destacable el
video elegido y en 20B la direccidn de la pagina que lo contiene, en el formato http://... Se proyectaran en clase
los cinco mejores videos en opinion del profesor.
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG1 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /IG1D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

1A

1B

1C

iD 1E 1F

1G 1H

2B

2C 2D 2E

2F

2G
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hojas de respuestas a la serie 2 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G2 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G2D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

3 Tabla 2

Muestra Enzima Naturaleza de los productos de reaccion
1 S
2 S
3 S
4 S
5 S
6 S
7 S
1 B
2 B
3 B
4 B
5 B
6 B
7 B
1 D
2 D
3 D
4 D
5 D
6 D
7 D
1 RA
2 RA
3 RA
4 RA
5 RA
6 RA
7 RA
1 RH
2 RH
3 RH
4 RH
5 RH
6 RH
7 RH
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4A

4B

4C

4D

4E

4F

4G

4H
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G3 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G3D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:
5A 5B

5C 5D

5E 5F

5G 5H

51 5J

5K 5L

6A 6B

6C 6D

6E
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G4 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G4D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

7A 7B

7C 7D

7E 7F

7G 7H

71 7]

8A

8B

8C

8D

8E

8F

8G
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG5 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /IG5D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

9A 9B

9C 9F

9D 9G

9E 9H

10A

10B

10C
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 6 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG6 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G6D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

11A

11B

11C 11D 11E

11F

12A 12B

12C 12D 12E 12F

12G

12H 121 12) 12K

12L 12MmM

12N
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 7 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG7 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /IG7D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

13A

13B

13C

13D 13E

14A

14B

14C

14D
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 8 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G8 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /IG8D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

15A | 158

15C

15D

15E

15F

15G

15H

151 15) 16A 16B 16C

16D 16E

16F

16G

16H

16l

16J
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hojas de respuestas a las series 9y 10 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G9 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G9D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre:

17A 178 17C

17D

17E 17F

17G

17H

171

17)

18A

18B

18C

18D

18F
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Apellidos:

Nombre:

18Ea

18Eb
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Apellidos:

Nombre:

19A

19B

19C

19D

19E

19F

19G

19H

191

19)

19K

20A

20B
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas

Apellidos: Nombre:
1A 5'-AUGUGGAUGUGGAUGUGGUGA-3'
1B 5'-TCACCACATCCACATCCACAT-3'
1C 5'-ATGTGGATGTGGATGTGGTGA-3'

1D C 1E B 1F H,N-M-COOH
1G H,N-M-COOH 1H H,N-M-COOH
2A A 2B Llas bandas de las calles A, B, C, D y B+D del gel

son mas gruesas que las demds porque contienen todo
el ADN de cada una de las digestiones, ya que al
producirse solo un corte en el plasmido se obtiene solo
un fragmento de restriccién. Las bandas de las calles
restantes contienen menos ADN, ya que cada una de
ellas solo contiene la parte del plasmido que
corresponde a uno de los dos fragmentos de
restriccion obtenidos.

2C Arriba 2D Arriba 2E Abajo

2F La banda mayoritaria (la de 6 kb) corresponde a la forma circular, covalentemente cerraday
superenrollada del plasmido, y la de 9 kb, a la forma circular mellada (y por tanto, sin
superenrollamiento).

2G Ladigestién incompleta rendiria cinco bandas: dos con moléculas no digeridas, de pesos
moleculares aparentes de 6 kb (circular mellada) y 9 kb (superenrollada); dos completamente
digeridas, de 2,5y 4,5 kb; y una de 7 kb, que contendria moléculas lineales, con un solo corte fruto de
la restriccion con solo una de las dos enzimas (solo con Aatl o solo con Cspl).
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2013-14

Hojas de respuestas a la serie 2 de problemas

Apellidos:

Nombre:

3

Tabla 2

Muestra Enzima Naturaleza de los productos de reaccién

1

Oligonucledtidos y nucledtidos

Oligonucleodtidos y nucledtidos

ADN bicatenario con extremos romos, oligonucleétidos y nucledtidos

ADN bicatenario con extremos romos, oligonucleétidos y nucledtidos

El sustrato no se modifica

El sustrato no se modifica

Oligorribonucledtidos y ribonucleétidos

El sustrato no se modifica

El sustrato no se modifica

ADN bicatenario con extremos 5’ sobresalientes y nucledtidos

El sustrato no se modifica

ADN bicatenario con extremos 5’ sobresalientes y nucledtidos

El sustrato no se modifica

El sustrato no se modifica

Oligonucledtidos y nucledtidos

Oligonucleodtidos y nucledtidos

Oligonucledtidos y nucledtidos

Oligonucledtidos y nucledtidos

Oligonucledtidos y nucledtidos

Oligonucledtidos y nucledtidos

OO 00000 @™ Em®®I@D B AOOKBLDOHOKBDOONnDOV

El sustrato no se modifica

NOO VA WNERPNOOVARWNRERINOOVHE WNRFERINO WOV WNERNOOGIEAEWN

RA  Elsustrato no se modifica
RA  El sustrato no se modifica
RA  El sustrato no se modifica
RA  Elsustrato no se modifica
RA  Elsustrato no se modifica
RA  El sustrato no se modifica
RA  Oligorribonucleétidos y ribonucleétidos
RH  El sustrato no se modifica
RH  El sustrato no se modifica
RH  El sustrato no se modifica
RH  El sustrato no se modifica
RH  El sustrato no se modifica
RH  El sustrato no se modifica
RH  El sustrato no se modifica
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4A Con dGTPy el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa | de Escherichia coli, y a continuacién
con la ligasa de T4 o la de Escherichia coli

4B Con dATP y una desoxinucleotidil
transferasa terminal

4C Con la endonucleasa de restriccién Mspl,
cuya diana es CCGG

4D Con la endonucleasa de restriccién Xmal,
cuya diana es CCCGGG

4E Conlaligasade T4

4F Con la ligasa de Escherichia coli

4G Con laligasa de T4

4H Con la ligasa de Escherichia coli o la de T4
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Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas

Apellidos:

Nombre:

5A El gen HIS3 de Saccharomyces
cerevisiae codifica la imidazolglicerol-
fosfato deshidratasa, que participa en la
ruta de sintesis de la histidina.

5B Las mutaciones his3" causan auxotrofia a la
histidina. Los vectores portadores del gen HIS3 se
utilizan con hospedadores his3". La seleccion se
realiza en medio sin histidina.

5C El gen TRP1 de Saccharomyces
cerevisiae codifica la fosforribosilantranilato
isomerasa, que participa en la ruta de
sintesis del triptofano.

5D Las mutaciones trpl1- causan auxotrofia al
triptéfano. Los vectores portadores del gen TRP1 se
utilizan con hospedadores trp1. La seleccién se
realiza en medio de cultivo sin triptéfano.

5E El gen URA3 de Saccharomyces
cerevisiae codifica la orotidina-5'-fosfato
descarboxilasa, que participa en la ruta de
sintesis de novo de las pirimidinas.

5F Las mutaciones ura3 causan auxotrofia a la
uridina o el uracilo. Los vectores portadores del gen
URA3 se utilizan con hospedadores ura3-. La
seleccidn se realiza en medio de cultivo sin uridina o
uracilo.

5G Saccharomyces cerevisiae

5H Saccharomyces cerevisiae

51 Saccharomyces cerevisiae

5J ARS1 es un origen de replicacién de
Saccharomyces cerevisiae.

numero de copias.

5K CEN4 es un centromero de Saccharomyces
cerevisiae, que controla la segregacién del YACy su

5L TEL es un telémero de
Saccharomyces cerevisiae, que
contribuye al mantenimiento estable
del YAC en las células hospedadoras.

estable en las células hospedadoras.

6A BamHI corta sus dos dianas adyacentes a las dos
secuencias teloméricas que flanquean al gen HIS3, que
por lo tanto se pierde. Se obtiene asi un fragmento lineal
con secuencias teloméricas en cada extremo, que sera

6B La digestion con Hindlll generara
dos fragmentos lineales que no pueden
estabilizarse en las células hospedado-
ras: una, con HIS3y TEL, pero sin CEN4,;
otra, con CEN4 pero sin TEL.

6C La digestion con SnaBl generara un fragmento lineal
con extremos romos, que no servira de vector ya que no
tiene las secuencias TEL ubicadas en sus extremos.

6D Con BamHIly SnaBl.

6E Las células hospedadoras deben ser ura3™ trpl- ade2-1. El medio de cultivo debe contener
adenina, pero no triptéfano ni uracilo. La clonacién de un inserto con SnaBl impide la expresién de
SUP4 ochre, que codifica un ARNt™" que suprime los efectos de la mutacion ade2-1. ADE2 codifica la
fosforribosil amino-imidazol carboxilasa, que participa en la sintesis de adenina. En las células ade2-
1 se acumula fosforribosilamino-imidazol, que al polimerizar rinde un pigmento rojo. Las células que
hayan incorporado un YAC con inserto seran rojas, y las que carezcan de inserto, blancas.
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Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas

Apellidos:

Nombre:

7A Pvul; 7B La seleccion se realizara con células hospedadoras Escherichia coli Amp® Tet®,

interrumpe | mediante plaqueo de réplica, en dos medios de cultivo, el primero suplementado

el gen con tetraciclina, y el segundo, con ampicilina. Las colonias de interés serdn las que

amp®. hayan crecido en el primer medio (Tet®) pero no en el segundo (Amp®).

7C sal; 7D La seleccion se realizara con células hospedadoras Escherichia coli Amp?® Tet®,

interrumpe | mediante plaqueo de réplica, en dos medios de cultivo, el primero suplementado

el gen tet®. | con ampicilina, y el segundo, con tetraciclina. Las colonias de interés seran las que
hayan crecido en el primer medio (Amp®) pero no en el segundo (Tet®).

7E Hindlll; | 7F La seleccidn se realizard con células hospedadoras Escherichia coli Amp® Tet®,

no pero solo permitird distinguir las células que hayan incorporado alguna molécula

interrumpe | exdgena de las demds. No serd posible discriminar las células que hayan incorporado

ningun gen. | un vector con inserto o un vector sin inserto.

7G EcoRly | 7H La seleccidn se realizard con células hospedadoras Escherichia coli Amp?®

Hindlll; in- | lacZAM15. El medio de cultivo se suplementara con ampicilina, IPTG y X-Gal. Se lle-

terrumpen | vard a cabo una identificacién cromogénica de clones recombinantes, seleccionando

el sitio de las colonias blancas, en las que la interrupcion del gen lacZa por el inserto impedird

clonacién gue se produzca el péptido a de la B-galactosidasa. La complementacion a solo se

multiple y dara en las células que hayan incorporado un vector sin inserto, que rendiran colo-

lacZa. nias azules como consecuencia de la degradacion del X-Gal por la B-galactosidasa.

71 Hincll o Smal, que generan extremos romos,
compatibles con los de Stul; interrumpen el sitio de
clonacion multiple y el gen lacZa.

7] Se llevara a cabo una identificacion
cromogénica de clones recombinantes,
idéntica a la descrita en 7H.

8A 94°C, 30s; 35 x (94°C, 30's; 51,5°C, 10's; 72°C, 5 min); 72°C, 10 min; 4°C, ©

8B 94°C, 30s; 35 % (94°C, 30's; 51,5°C, 10's; 72°C, 5 min); 72°C, 10 min; 4°C, o0

8C 94°C, 30s; 35 % (94°C, 30s; 51,5°C, 10's; 72°C, 5 min); 72°C, 10 min; 4°C, o0

8D Mezclar vector y producto de PCR en presencia de una ligasa (de T4 o Escherichia coli).

coli.

8E Digerir el vector y el producto de PCR con EcoRl y ligarlos con la ligasa de T4 o la de Escherichia

8F Digerir el vector con Smal o con Hincll y ligarlo con el producto de PCR con la ligasa de T4.

8G Las secuencias de los extremos de pGEM-T Easy antes y después de su ligacion al inserto (se
destaca en rojo) son las siguientes:

2 2
..CGATT-OH-3"' 5'-P-ATCA.. ..CGATTACGATC....GATGGCAATCA...
..GCTA-P-5"' 3'-HO-TTAGT.. ..GCTAATGCTAG...... CTACCGﬁ'TAGT...

La ligacién causa la aparicion de dianas de BsaBI (se subrayan),
(). Se obtendran dos fragmentos de restriccion, de 2.498 y 3.019h
los productos de las PCR catalizadas por la polimerasa Tag presentan un
extremos 3'.

(A)sobresaliente en sus
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Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas

Apellidos:

Nombre:

9A No forman parte de un sistema de restriccién-modificacion bacteriano. Son
productos de un intrén de un gen del cloroplasto de una cloroficea (Chlamydomo-
nas eugametos) y de la mitocondria de una levadura (Saccharomyces cerevisiae).
Su diana es muy larga, no palindromica y muy infrecuente en el ADN eucariético.

9B
3,3-109x1/434
=1,12-10

9C El gen Bsd codifica la blasticidina
S desaminasa de Aspergillus terreus,
gue causa resistencia a blasticidina
S. Las células hospedadoras deben
ser Bsds y el medio debe contener
blasticidina S. Se seleccionardn
transformantes BsdR.

9F El gen TK codifica la timidina quinasa del virus del
herpes simple. Esta enzima fosforila el ganciclovir (un
analogo de la desoxiguanosina) rindiendo un nucledtido que
compite con el dGTP en su incorporacién al ADN en sintesis.
Las construcciones que se insertan en posiciones aleatorias
del genoma de una célula hospedadora retienen el gen TK
viral, causando muerte celular en presencia de ganciclovir.

9D Los genes Neo codifican amino-
glicésido transferasas que causan
resistencia a neomicina y
kanamicina en bacterias. Las células
hospedadoras deben ser NeoS y el
medio debe contener neomicina o
kanamicina. Se seleccionaran
transformantes NeoR.

9G El gen lacZ de Escherichia coli codifica la B-galactosida-
sa, que rinde un producto azul a partir del sustrato incoloro
X-Gal. La expresion del gen lacZ es inducida por IPTG. Las
células hospedadoras deben ser lacZ (es lo habitual, dado
que son eucarioéticas). Se seleccionaran colonias azules de
transfectantes en presencia de IPTG y X-Gal. Mediante
recombinaciéon homdloga solo se inserta en el genoma de
las células hospedadoras la parte de la construccion que
contiene lacZ, Neo y las regiones de homologia.

9E El gen Amp codifica una beta-
lactamasa que causa resistencia a
ampicilina. Las células hospedadoras
deben ser AmpS y el medio debe
contener ampicilina. Se
seleccionaran transformantes AmpR,

9H Los genes Neo codifican aminoglicésido transferasas
gue causan resistencia a geneticina en células eucaridticas.
Las células hospedadoras deben ser NeoS y el medio debe
contener geneticina. Se seleccionaran transfectantes NeoR.
Mediante recombinacién homéloga solo se inserta en el
genoma de las células hospedadoras la parte de la
construccion que contiene lacZ, Neo y las regiones de
homologia.

10A El fragmento de restriccion obtenido con EcoRV del alelo silvestre de Fat2 que hibrida con la
sonda tiene una longitud de 5,7 kb. El fragmento de restriccion del alelo mutante Fat2£GFP que
hibrida con la sonda es de 7,1 kb. Uno de los ratones analizados es homocigdtico para el alelo
silvestre (+/+) por lo que rinde una sola banda, de 5,7 kb; el otro (+/-) es transgénico y heterocigoti-
co para el alelo silvestre y Fat2t5fP, por lo que rinde dos bandas, de 5,7 y 7,1 kb, respectivamente.

10B El fragmento de restriccidon obtenido con Asp718I del alelo silvestre de Fat3 que hibrida con la
sonda tiene una longitud de 22 kb. El fragmento de restriccién del alelo mutante Fat3"e<Z que
hibrida con la sonda es de 13,5 kb. Uno de los ratones analizados es homocigético para el alelo

silvestre (+/+) por lo que rinde una sola banda, de 22 kb; el otro (+/-) es transgénico y heterocigoti-
co para el alelo silvestre y Fat3n'e<Z, por lo que rinde dos bandas, de 22 y 13,5 kb, respectivamente.

10C El fragmento de restriccion obtenido con BamHI del alelo silvestre de Fat4 que hibrida con la
sonda tiene una longitud de 7 kb. El fragmento de restriccidn del alelo mutante Fat4£¢FP que hibrida
con la sonda es de 5,1 kb. Uno de los ratones analizados es homocigético para el alelo silvestre
(+/+4) por lo que rinde una sola banda, de 7 kb; el otro (+/-) es transgénico y heterocigético para el
alelo silvestre y Fat4£SFP, por lo que rinde dos bandas, de 7y 5,1 kb, respectivamente.
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Hoja de respuestas a la serie 6 de problemas

Apellidos: Nombre:

11A HoN-...F(M,T)W(V,1)(V,1)GC...-COOH —> 5'-TT(T,C)-A(T,C)N-TGG-(A,G)TN-(A,G)TN-GGN-TG-3’

11B H,N-...MPQ(V,1)M(C,T)Y...-COOH —> 5'-(G,A)TA-N(C,G)(T,A)-CAT-NA(C, T)-(C,T) TG-NGG-CAT-3’

11C 153 pb | 11D Amplificacion de ADN genémico | 11E Amplificacion de ADNc

11F El gen de la familia del TGF-B que se estudia en los animales B y E presenta un intrén del que
carecen A, C, Dy F. En consecuencia, no se obtiene un producto de PCR empleando como molde
ADN gendmico de B o E porque la secuencia del cebador corresponde en parte al extremo 3’ de un
exon y en parte al extremo 5’ del siguiente, lo que impide su hibridacién efectiva con el molde.

12A Codominante ligado al sexo 12B Recesivo ligado al sexo

12C No 12D No 12E No 12F Los hijos varones

12G Puede corresponder a ambos métodos. La imagen podria representar fragmentos de
restriccion sometidos a electroforesis, transferidos a una membrana e hibridados con una sonda;
también, productos de PCR visualizados en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.

12H Hh 121 Hh 12) H7/h9 12K H9/h12

12L 11-1 (h9/H9) y II-3 (H7/h12) 12M Padeceri la enfermedad; su genotipo es h9/h12

12N Todos los individuos enfermos son portadores del alelo A del polimorfismo detectado
empleando como sonda ADNc del gen de la cristalina . Ninguno de los individuos sanos es
portador del alelo A del polimorfismo. Puede afirmarse, en consecuencia, que la Figura 14 si apoya
la hipdtesis de que el gen de la cristalina 3 causa la enfermedad. No obstante, estos resultados no

demuestran que la hipdtesis sea cierta.
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Hoja de respuestas a la serie 7 de problemas

Apellidos: Nombre:

13A Si, es compatible con el modo de herencia autosémico dominante, en cuyo caso I-2 seria
heterocigdtico para el alelo causante de la enfermedad, que heredarian cinco de sus doce hijos. Los
hijos enfermos también serian heterocigoticos.

13B No es compatible con el modo de herencia ligado al sexo dominante, en cuyo caso solo
manifestarian la enfermedad las hijas de I-2, que heredan el cromosoma X de su padre. Sin
embargo, la enfermedad se manifiesta en los hijos de ambos sexos de I-2.

13C Si, es compatible con el modo de herencia ligado al sexo recesivo, en cuyo caso I-1 seria
heterocigdtica, por lo que sus hijos podrian heredar o no el alelo recesivo de su madre (siempre lo
heredarian del padre), y sus hijas ser heterocigéticas u homocigéticas para el alelo recesivo. Lo
anterior explica la manifestacién de la enfermedad en los hijos de ambos sexos de I-1 vy I-2.

13D EIRFLP de BamHI parece estar ligado al gen causante de la enfermedad ya que | 13E Si, son

el alelo de 5 kb (5) del RFLP cosegrega con la enfermedad: todos los individuos recombi-
enfermos (excepto l-3) son 55, y todos los sanos (excepto II-10), 35. Es improbable nantes Il-3 y
gue el RFLP de EcoRl esté ligado al gen causante de la enfermedad, ya que de ser asi | II-10

serian recombinantes II-1, lI-2, II-6, II-7 y 1I-10.

14A Las temperaturas de fusion (Tm) de los oligonucledtidos UMHIG1 y UMHIG2 son muy
distintas: 55,88 y 62,03°C, respectivamente. Sin embargo, las de UMHIG3 y UMHIG1 son iguales. En
consecuencia, la pareja de cebadores UMHIG1 + UMHIG2 no es adecuada, ya que sus Tm difieren
en mas de 5°C. Sin embargo, UMHIG1 y UMHIG3 permiten una amplificaciéon éptima a unos 51°C.

14B Los alelos del gen SHY de la familia a estudio difieren en el nimero de repeticiones del
trinucledtido CGG: los productos de PCR de 179, 173, 167,158, 107 y 98 pb revelan la existencia de
43, 41, 39, 36, 19y 16 repeticiones de CGG, respectivamente. Los cuatro primeros alelos de este
VNTR contienen muchas mas repeticiones del trinucledtido que los otros dos.

14C Los alelos del VNTR con (CGG)as3, (CGG)a1, (CGG)39 y (CGG)3¢ impiden la correcta expresion del
gen SHY, causando la enfermedad. El incremento en el nimero de repeticiones del trinucledtido
probablemente dificulta el procesamiento de los transcritos y/o la traduccion del ARNm de SHY, o
genera una proteina con un nimero de aminodcidos superior al normal.

14D Durante la replicacion del ADN se produce un desapareamiento del extremo 3’ de la cadena
naciente, al detener su avance transitoriamente la polimerasa del ADN. Cuando la polimerasa
reanuda su actividad, puede producirse un apareamiento erréneo de la cadena en sintesis y la que
le sirve de molde en las regiones con repeticiones, que a su vez causa un incremento en la longitud

del VNTR. Esto es lo que puede estar ocurriendo en la linea germinal de I-2.
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Hoja de respuestas a la serie 8 de problemas

Apellidos: Nombre:

15A | 15B En abscisas se representa el tamafio de las moléculas (en nt), que es creciente de
1020 | izquierda a derecha.

15C En ordenadas se representa la intensidad de la fluorescencia (en unidades arbitrarias) emitida
por los productos de PCR. Cuanto mayor es la cantidad de ADN en una banda, mayor es su
fluorescencia.

15D Cada pareja de cebadores incluye un oligonucledtido marcado con un fluoréforo, por lo que
los productos de la amplificacion de un microsatélite dado emiten fluorescencia con la misma
longitud de onda. Cada uno de los colores de los picos se corresponde con un fluoréforo. Dos picos
cercanos en el electroferograma y del mismo color representan a dos alelos del mismo marcador.

15E D16S539

15F Amelogenin, D55818, D13S317, D85S1179, D21S11 y TPOX

15G La amelogenina es una proteina que contribuye al desarrollo del esmalte dental.

15H El gen de la amelogenina se encuentra en la regién pseudoautosdmica de los cromosomas
X e Y. La amplificacién por PCR de uno de sus intrones rinde a partir del cromosoma Y un producto
mas largo que el del cromosoma X, y permite determinar el sexo de la persona de la que se ha
obtenido ADN, ya que si es hombre presentara dos productos de PCR, y solo uno si es mujer.

151 Hombre 15J Mujer 16A 43,49°C 16B 36,47°C 16C Inferior
16D No. Cada una de ellas debe llevarse a cabo a la temperatura éptima para la 16E
hibridacién entre cada oligonucleétido y su diana, que difieren en 7,02°C. -2

16F Realizar una amplificacion mediante PCR del gen de la CFTR y resolver los productos en un gel
de poliacrilamida. Se obtendran asi dos bandas si lI-2 es un falso positivo, o solo una si no lo es.

16G Cada circulo representa la obtencién de un producto de PCR a partir de una pareja de
cebadores especifica del alelo A (rojo) o B (verde).

16H La eficiencia reproductiva de los machos AA es mucho mayor, ya que 40 de las 48 larvas
estudiadas son portadoras del alelo A.

161 Se han utilizado tres oligonucleétidos, uno de ellos comun a las dos amplificaciones. Los otros
dos difieren en un nucleétido y son especificos de alelo. Cada uno de estos dos ultimos se ha
utilizado en solo una de las dos amplificaciones.

16J La parte superior de la figura representa el gen Cox/ y los productos de su amplificacion por
PCR con los cebadores ScallopR2, CisCOIF2 y PmaCOIfl. Los dos ultimos son especificos de especie,
y el primero hibrida con el gen Cox/ de las dos especies de vieiras. La parte inferior representa un
gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, en el que cada calle se ha cargado con los productos
de amplificaciones realizadas con los tres cebadores y ADN de una vieira como molde. Las bandas
de 459 pb revelan que el ADN amplificado era de vieira islandesa en 8 de los 80 casos estudiados,

gue se encontraba en veda cerrada, lo que justifica la multa impuesta al pescador.
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Hojas de respuestas a las series 9y 10 de problemas

Apellidos: Nombre:

17A 180kb 17B 67 exones 17C 13,5y 10,3 kb

17D Expansion de un trinucledtido.

17E Incremento en la longitud de un segmento de poliglutamina en la proteina. | 17F AGA

17G Acciel, Acll, Afel, Agel, Ahll, Aor5IHI, Ascl, Asull, Avill, Beul, BsePI, BshTl, BssHII, Fsel, Fspl, Hpal,
Mlul, Ndel, Notl, Nrul, Pacl, SnaBl, Spel y Swal.

17H Alul, Dpnll, Haelll, Hinfl, Hpall, Mbol, Mspl, Ndell, Nlalll y Phol.

171 Las dianas de seis de ellas tienen una longitud de 8 pb. Estas dianas deberian aparecer con una
probabilidad tedrica (1/48=1,53-10°) menor que la que corresponde a las de 6 pb (1/4%=2,44-10%).

17) Las dianas de todas ellas tienen una longitud de 4 pb. Estas dianas deberian aparecer con una
probabilidad tedrica de 1/4%=3,91-103, lo que explica que sean tan frecuentes.

18A UMHIG4 debe descartarse porque puede formar autodimeros y horquillas:
ACGTGTGCACAGTAGCACAC ACGTGTGCACA

L1111 SENNN L1 )
CACACGATGACACGTGTGCA CACACGATG

18B UMHIGS5 debe descartarse porque puede formar autodimeros y horquillas:
CGTGCGCGCGATATCATATA CGTGCGCGCGATAT

SENESNINY |111C
ATATACTATAGCGCGCGTGC ATATA

18C UMHIG6 debe descartarse porque puede formar autodimeros:
TGTATAGCAGTAGCCGCGC

111
CGCGCCGATGACGATATGT

18D UMHIG7 puede aceptarse porque no formara autodimeros ni horquillas.

18F H,N-(W, Y, F)VTV(Y, F)YG-COOH y HoN-PIG(V, F)APT-COOH
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Apellidos:

Nombre:

18E1

SIVM1
SIVMK
SIVML
HV2BE
HV2CA
HV2NZ

SIVM1

SIVML
HV2BE
HV2CA
HV2NZ
HV2SB
HV2D1
HV2RO
HV2G1
HV2S2
HV2ST
SIVCZ
HV1C4
HV1Wl

HV1BR
HV1B1
HV1H3
HV1RH
HVIMN
HV1A2
HV1JR
HV1S1
HV1Z8
HV1EL
HV1Z2

HV1Z8
HV1EL
HV1Z2

---IQYVIVFYG TPLFCATKN
---TQYVTVFYGVPAWRNATIPLFCATKN-
---TQYVTVFYGVPAWRNATIPLFCATKN-
YC-SQYVTVFYGIPAWKNASTIPLFCATKN-
YCRQQYVTVFYGVPAWKNASIPLFCATKN- ~RDTWGTIQCLPDNDDYQEIPL-NV
HC-KQFVTVFYGI. IPLFCATKN RDTWGTIQCLPDNDDYQEITL-NV
YC-TKYVTVFYGVPVWKNASIPLFCATKN-—- =~ RDTWGTIQCLPDNDDYQEIPL-NV
YC-KQYVTVFYGI IPLECATKN RDTWGTIQCLPDNDDYQEITL-NV
YC-TQYVTVFYGVPTWKNATIPLFCATRN- -RDTWGTIQCLPDNDDYQEITL-NV
YC-TQYVTVFYGVPVWRNASTPLFCATKN- -RDTWGTIQCKPDNDDYQEITL-NV
YC-VQYVTVFYGVPVWRNASIPLFCATKN- ~RDTWGTIQCLPDNDDYQEIAL-NV
YC-VQYVTVFYGVPVWRNASIPLFCATKN- -RDTWGTIQCLPDNDDYQEIAL-NV
--SELWVTVYYGVPVWHDADPVLFCASDAKAHSTEAHNIWATQACVPTDPSPQEVFLPNV
--ANLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEAHNVWATHACVPTNPNPQEVVLENV
-VEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYSTEAHKVWATHACVPTNPNPQEVVLENV
-AEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEAHNVWATHACVPTDPNPQEVVLVNV
~TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHENVWATHACVPTD PNPQEVVLVNV
-TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTD PNPQEVVLVNV
-TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTD PNPQEVVLVNV
-AEDLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASEAKAYKTEVHNVWAKHACVPTDPNPQEVLLENV
-TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHENVWATQACVPTDPNPQEVELVNV
-TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDARAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNV
- ---LWVTVYYGVPVWKETTTTLFCASDAKAYDTEVHENVWATHACVPTD PNPQEVVLENV
-VEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEIVLENV
-AEDLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKSYEPEAHNIWATHACVPTDPNPREIEMENV
-ADNLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKSYETEAHNIWATHACVPTDPNPQETALENV
--DNLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKS YKTEAHNIWATHACVPTDPNPQEIELENV

Ckkk kK kir:  kkak: Lok ok ok oz k: ;o kx

RDTWGTTQCLPDNDDYSELAL-NV
~RDTWGTTQCLPDNGDYSELAL-NV
~RDTWGTTQCLPDNGDYSELAL-NV
~RDTWGTIQCLPDNDDYQEIIL-NV

TESFDAWENTVTEQAIEDVWQLFETSIKPCVKLSPLCITMRCNKSETDKWGLTKSSTTTA
TESFDAWENTVTEQAIEDVWQLFETSIKPCVKLSPLCITMRCNKSETDRWGLTKSSTTIT
TESFDAWENTVTEQAIEDVWQLFETSIKPCVKLSPLCITMRCNKSETDRWGLTKSSTTIT
TEAFDAWNNTVTEQAVEDVWHLFETSIKPCVKLTPLCVAMNCSRVQGNTTTPNPRTSSS-
TEAFDAWDNTITEQAIEDVWNLFETSIKPCVKLTPLCVAMKCNISTSDTTMI-
TEAFDAWNNTVTEQAVEDVWNLFETSIKPCVKLTPLCVAMNCTRNMTTWTG- -
TEAFDAWDNIVTEQAVEDVWNLFETSIKPCVKLTPLCVTMNCNASTESAV-
TEAFDAWDNTVTEQAIEDVWRLFETSIKPCVKLTPLCVAMNCNITSGTTA-
TEAFDAWNNTVTEQAIEDVWHLFETSIKPCVKLTPLCVAMKCSSTES STGNNTTSKSTS -
TEAFDAWDNTVTEQAVEDVWSLFETSIKPCVKLTPLCVAMSCNSTTNNTT -~~~ -~~~

TEAFDAWNNTVTEQAVEDVWSLFETSIKPCVKLTPLCVAMRCNSTTAKNT -
TEAFDAWNNTVTEQAVEDVWSLFETSIKPCVKLTPLCVAMRCNSTTAKNT -

TENFNMWKNDMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVSLKCTDLKNDTN-
TENFNMWKNNMVEQMHED I ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTDANLNGTN:
TENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTDLRNTTNTNNSTA-
TENFNMWKNNMVEQMQOEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTDLGKATNTNS -
TEDFNMWKNNMVEQMQOEDVINLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCKDVNA-TNTTS-
TENFNMWKNNMVEQMHED I ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLHCTNLKNATNTKS -
TENFNMWKNNMVEQMHED I ISLWDQNLKPCVKLTPLCVTLNCTNAGGNKTTNGNN:
TENFNMWKNNMVEQMHED I ISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCSDELRNNGTMGNN:
TENE’NMWRNNMVEQW'!ED I I SLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNC IDEVMENVTMKNN

* ke ok ok Cdkkkkok ko

STTTTTTAKSVETRDIVNETSPCVVHDNCTGLEQEPMISCKFNMTGLKRDKKKEYNETWY
TAA-PTSAPVSEKIDMVNETSSCIAQNNCTGLEQEQMI SCKFTMTGLKRDKTKEYNETWY
TAA-PTSAPVSEKLDMVNETSSCIAQNNCTGLEQEQMI SCKFNMTGLKRDKTKEYNETWY
TTSRPPTSAASIINETSNCIENNTCAGLGYEEMMQCEFNMKGLEQDKKRRYKDTWY
RTTTPSTAKEAPISDNSPCIRTNNCSGLEEEKIVKCHFNMTGLERDKKKQYNETWY
~-RTDT-QNITIINDTSHARADNCTGLKEEEMIDCQFSMTGLERDKRKQYTEAWY
-ATTSPSGPDMINDTDPCIQLNNCSGLREEDMVECQFNMTGLELDKKKQYSETWY
--TPSPPNITIIDENSTCIGDNNCTGLGKEEVVECEFNMTGLEQDKKRKYNDAWY
TTTTTPTDQEQEISEDTPCARADNCSGLGEEETINCOFNMTGLERDKKKQYNETWY
TGSTTG---MSEIN-ETSPSYSDNCTGLGKEEIVNCQFYMTGLERDKKKQYNETWY
STPTTTTTANTTIGENSSCIRTDNCT! )CQFNMTGLERDKKKLYNETWY
STPTTTTTANTTIGENSSCIRTDNCT! )CQFNMTGLERDKKKLYNETWY
QTSSPPLEMKNCSFNVTTELRDKKKQVYSLFY
LSIIVVWE FNITTSIRDKVQREYALFY
TIIGGGEVKNCSFNITTSIRDKVHKEYALFY
IEEKMKGE IKNCSFNVTTNIRDKVQKEYALFY

T IKNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFY

T IMEKGEIKNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFY
—————————————————————— IMEKGEIKNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFY
\% IKNCSFQVT YKTQKKYALFY

T FNITTSIRDKMOKEYALLY

EEIKGEIKNCSFNITTSIRDKIQKENALFR
--------------------- IKNCSFNITKSIRDKVQKEYALFY
EMDRGEIKNCSFKVTTSIRNKMOKEYALFY

TTNQEE( NCSFNITTVISDKKKQVHALFY
VT- FNVTTVLKDKKQQVYALFY
NV- TEEIRW(NCSE‘NITTVVRDKTKQVHALFY
SADLVCEQGNS--------- TGNESRCYMNHCNTSVIQECCDKDYWDATRCRYCAPPGYA

~TDNESRCYMNHCNTSVIQESCDKHYWDTIRFRYCAPPGYA
TDNESRCYMNHCNTSVIQESCDKHYWDTIRFRYCAPPGYA
--AGTCYMRHCNTSIIKESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFA
TTNETTCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFA
~SQSKCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFA

SKDVVCESDNS- TD-RKRCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFV
SRDVVCDKT -~ ~NGTGTCYMRHCNTSVIKESCDKHYWDAMKFRYCAPPGFA
SKDVVCETNNS- TN-QTQCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAIRFRYCAPPGYA

~KDGKNRCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAIKFRYCAPPGYA
~KK-EKTCYMNHCNTSVITESCDKHYWDTMRFRYCAPPGFA
KK-EKTCYMNHCNTSVITESCDKHYWDTMRFRYCAPPGFA
~-NNTYRIINCNTTAITQACPKTSFEPIPIHYCAPAGFA
NTTNNTKYRLINCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPTGFA
DSSTYTRYRLIHCNTSVITQACSKVSFEPIPIHYCAPAGFA
NSTNTCYRLISCDTSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPAGFA
TTSYTLTSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFA
TTSYTLTSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFA
TTSYTLTSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFA
YGNYTLIHCNSSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPAGFA
----STSYRLISCNTSVITQACPKISFEPIPIHYCAPAGFA
TTTNYTNYRLIHCNRSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPAGFA
—---NTKYRLISCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFA
NTSYKLINCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFA
~TSNTNYTNYRLINCNTSAITQACPKVTFEPIPIHYCAPAGFA
~NSTNYRLINCNTSAITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFA
~NSTNYRLINCNTSAITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFA
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LLRCNDTNYSGFMPNCSKVVVSSCTRMMETQTSTWFRFNGTRAENRTYIYWHGR-DNRTI
LLRCNDTNYSGFMPKCSKVVVSSCTRMMETQTSTWFGFNGTRAENRTYIYWHGR-DNRTI

LLRCNDTNY KVVVSSC TWFGFNGTRAENRTYIYWHGR-DNRTI
LLRCNDTNY: TKVVAASC 'QTSTWEGF YIYWHGR-DNRTI
ILRCNDTKYSGFAPNCSKVVASTC 'QTSTWEGF YIYWHGK-DNRTI

LLRCNDTNYSGFAPNCSKVVAATCTRMMETQTSTWFGFNGTRAENRTY I YWHGK-DNRTT
LLRCNDTNYSGFEPNCSKVVASTCTRMMETQPSTWLGFNGTRAENRTYIYWHGR-DNRTI
LLRCNDTNYSGFEPKCSKVVAASCTRMMETQTSTWFGFNGTRAENRTY I YWHGK-DNRTI
LLRCNDTNYSGFAPNCSKVVASTCTRMMETQTS TWFGFNGTRAENRTY I YWHGR-DNRTI
LLRCNDTNY KVVASTC QTSTWEGE YIYWHGR-DNRTI
LLRCNDTNY K AATC QTSTWFGF YIYWHGR-DNRTI
LLRCNDTNYSGFEPNCSKVVAATCTRMMETQTSTWFGFNGTRAENRTY I YWHGR-DNRTT
TLKCNDKDFSGKGK-CTNVSTVHCTHGIKPVVTTQLLINGSLAEGNITVRVENKSKNTDV
LLKCNDKKFNGTGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTNNAKT
ILKCNDKKFNGTGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEIVIRSENFTDNAKT
LLKCNNKTFNGTGP-CKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEGVVIRSENFTDNVKT
TLKCNNKTFNGTGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSANFTDNAKT
TLKCNNKTFNGTGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSANFTDNAKT
ILKCNNKTFNGTGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSVNFTDNAKT
TLKCNDKKFNGTGP-CKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNVKT
ILKCNDKKFSGKGS -CKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNAKT
TLKCNNKTFNGKGP-CTNVSTVQCTHGIRPIVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFTNNAKT
TLKCNNKTFNGKGQ-CKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEKVVIRSDNFTDNAKT
TLKCNDKKFNGSGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEGVVIRSENFTDNAKT
TLKCKDKKFNGTGP-CKKVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEET I IRSENLTNNVKT
TLKCRDKKFNGTGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVI IRSENLTNNAKN

ILKCRDKRFNGTGP-CTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEITIRSENLTNNAKI
P . ook kR b el : _*

18E2

SIVM1
SIVMK
SIVML
HV2BE

HV1S1
HV1Z8
HV1EL
HV1Z2

SIVM1

ISLNKHYNLTMKCRRPGNKTVLPVT--IMSALVFHS--QPVNERPKQAWCRFG-GNWKEA
ISLNKYYNLTMKCRRPGNKTVLPVT--IMSGLVFHS--QPLTDRPKQAWCWFG-GKWKDA
ISLNKYYNLTMKCRRPGNKTVLPVT-~-IMSELVFHS--QPINDRPKQAWCWFG-GKWKDA
ISLNKYYNLTMRCKRPGNKTVLPIT-~-LMSGLVFHS--QPINTRPRQAWCRFG-GRWREA
ISLNKHYNLSMYCRRPGNKTVVPIT--LMSGQRFHSR-PIINKRPRQAWCWFK-GNWTEA
ISLNNFYNLTMHCKRPGNKTVLPIT--FMSGFKFHSQ-PVINKKPRQAWCWFE-GQWKEA
ISLNKYYNLTILCI PIT--L 'HSQ-KIINKKPRQAWCRFK-GEWREA
I SLNKYYNLTMHCKRPGNKTWPI T--LMSGRRFHSR-PVYNKKPGQAWCWFQ-GNWIEA
ISLNKYYNLSLHCKRPGNKTVKQIM--LMSGHVFHSHYQPINKRPRQAWCWFK-GKWKDA
ISLNKYYNLSIHCKRPGNKTVVPIT--LMSGLVFHS--QPINTRPRQAWCWFK-GKWREA
ISLNKFYNLTILCKRPGNKTVVPIT--LMSGLVFHS--QPINRRPRQAWCWFK-GEWKEA
ISLNKFYNLTVHCKRPGNKTVVPIT--LMSGLVFHS--QPINRRPROQAWCWFK-GEWKEA
WIVQLVEAVSLNCHRPGNNTRGEVQ--IGPGMTFYNI-ENVVGDTRSAYCKINGTTWNRT
IIVQLNVSVEINCTRPNNHTRKRVT--LGPGRVWYTT-GEILGNIRQAHCNISRAQWNNT
IIVHLNESVEINCTRPNNNVRRR-HIHIGPGRAFYT--GEIRGNIRQAHCNISRAKWNNT
IIVQLNETVKINCIRPNNKTRKRVT YYTT-GEIIGDIRQAHCNI

IIVQLNQSVEINC! IRIG RAFVTI -GK-IGNMROAHCNTI.
IIVQLNQSVEINC! IRI( RAFVTI-GK-IGNMRQAHCNI

IIVQLNTSVEINC KIRI( GRAFVTI-GK-IGNMRQAHCNISRAKWNAT
IIVQLNASVQINC! IT IYAT-GQIIGDIRKAHCNLSRAQWNNT

IIVHLNESVQINCTRPNYNKRKRIH--IGPGRAFYTT-KNIIGTIRQAHCNISRAKWNDT
IIVQLNESVAINCTRPNNNTRKSIY--IGPGRAFHTT-GRIIGDIRKAHCNISRAQWNNT
IIVQLNESVKINCTRPSNNTRKSIH--IGPGRAFYTT-GEIIGDIRQAHCNISRAQWNNT
IIVQLKESVEINCTRPNNNTRKSIT--IGPGRAFYAT-GDIIGDIRQAHCNISGEKWNNT
IIVHLNESVEINCTRPDNKITRQ-STPIGLGQALYTT--RIKGDIRQAYCNISAAAWNKT
IIAHLNESVKITCARPYQN-TRQ-RTPIGLGQSLYTT--RSRSIIGQAHCNISRAQWSKT
IIVQLNESVAINCTRPYRN-IRQ-RTSIGLGQALYTT--KTRSIIGQAYCNISKNEWNKT
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IKEVKQTIVKHPRYTGTN-NTDKINLTAP-RGGDPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWELNWV
IKEVKQTIVKHPRYTGTN-NTDKINLTAP-GGGDPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWELNWV
IKEVKQTIVKHPRYTGTN-NTDKINLTAP-GGGDPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWEFLNWV
MQEVKQTLVQHPRYKGIN-DTGKINFTKPGAGSDPEVAFMWTNCRGEFLYCNMTWFLNWV
MQEVKQTLAEHPRYKGTK-NITDITFKAPERGSDPEVTYMWSNCRGEFFYCNMTWFLNWV
MQEVKETLAKHPRYKGNRSRTENIKFKAPGRGSDPEVTYMWTNCRGESLYCNMTWFLNWV
MQEVKQTLVKHPRYKGTN-DTNKINFTAPEKDSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWELNWV
MREVKQTLAKHPRYGGTN-DTGKINFTKPGIGSDPEVTYMWTNCRGEFLYCNMTWELNWV
MQEVKETLAKHPRYRGTN-DTRNISFAAPGKGSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLNWI
MQEVKQTLIKHPRYKGTN-DTKNINFTKPGRGSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLNWV
MKEVKLTLAKHPRYKGTN-DTEKIRFIAPGERSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLNWV
MKEVKLTLAKHPRYKGTN-DTEKIRFIALGERSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLNWV

‘N-NKTIIFKQSSGGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLENST
‘N--KTIVFTSSSGGDPEIVLHSFNCGGEFFYCNTTQLENST
N--KTIVFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTSPLFNST
N-NKTIVFNQSSGGDPEIVMHSFNCRGEFFYCNTTQLFNNT
N--KTIVFTHSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNST
N--KTIVFKQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNST
Q--TTIIFKPPAGGDPEITTHSFNCGGEFFYCNTSRLFNST
K--TIIKFKPSSGGDPEITTHSFNCGGEFFYCNTSGLFNST
K--TTIIFKPSSGGDPEITTHSFNCGGEFFYCNTSGLEFNST

Hkk

TKRNYAPCHIRQI INTWHKVGKNVYLPPREGELTCNSTVTST
ENRTGQ KQRNYAPCRIRQIT! LYL LTCNSTVTSI
~QHNYVPCHIEQIINTWHKVGKNVYLPPREGELSCESTVTSI
THGNYAPCHIRQIINTWHKVGTNVYLPPREGELTCNSTVTSI
THRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSCNSTVTSI
TQHNYAPCHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGQLTCNSTVTSI
TQHNYVPCHIKQI INTWHKVGKNVYLPPREGQLTCNSTVTST
TQHNYVPCHIKQI INTWHKVGKNVYLPPREGQLTCNSTVTSIT
ITNGIIILPCRIRQT IYAPPIRGNITCNSNITGL
WNVTSNGTWSVTRKQKDTGDIITLPCRIKQIINRWQVVGKAMYALPIKGLIRCSSNITGL
WNVTGISTEGNNN-TEENGDTITLPCRIKQIINMWQGVGKAMYAPPIGGQIRCSSNITGL
-GTGPENITLPCRIKQIVNMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITGL
NTEGSDTITLPCRIKQF INMWQEVGKAMYAPPISGQIRCSSNITGL
NTEGSDTITLPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPISGQIRCSSNITGL
NTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRCSSNITGL
TGGNDTITLPCRIKQIVNMWQEVGKAMYAPPISGQIKCISNITGL
WNGNNT - - -WNN--TTGSNNNITLQCKIKQIINMWQEVGKAMYAPPIEGQIRCSSNITGL
WRLN-H---TEG--TK-GNDTIILPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIGGQISCSSNITGL

PNN--T
WNSST--WNNDTL---NSEGTIKLPCRIKQI INMWQGVGKAMYAPPIEGLIKCTSNITGL
WNISA I ITLQCRIKQIT: KAIYAPPIERNILCSSNITGL
WDISKSEWANSTE---SDDKPITLQCRIKQIINMWQGVGKAMYAPPIEGQINCSSNITGL
*rk koo, k% HE A L

IANINWTDG-N----QTSITMS---AEVAELYRLELGDYKLVEITPIGVAPTNVKRYTTG
AEVAELYRLELGDYKLVEITPIGVAPTDVKRYTTG
AEVAELYRLELGDYKLVEITPIGVAPTDVKRYTTG
AEVAELYRLELGDYKLIEITPIGFAPTDQRR-
-ADVAELYRLELGDYKLVEITPIGFAPTSQKR:

AEAAELYRLELGDYKLVEITPIGFAPTSVKR

AEVAELYRLELGDYKLVEVTPIGFAPTAEKR-
AEVAELYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTKEKRYSSA
AEVAELYRLELGDYKLVEITPIGFAPTKEKR----
LYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTREKR-
LYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTSIKR-
AEVAELYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTPVKR-

DNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQ
LLTRDGGNTQNNNTNSSIEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTRAKRRVVQ

-NTTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQ
STNETFRPGGGDMKDNWRNELYKYKVVRIEPIGVAPTRAKRRVVE
STNETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVQIEPIGVAPTRAKRRVVE
LLTRDGGTNN- -SSNETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTRAKRRVVE
P . Lrnoak kk_kka: s kkk kkk ok
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José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2013-14)

Apellidos: Nombre:

19A La primera fila representa la traduccién a proteina de la secuencia del genoma de referencia,
tal como puede comprobarse consultando el cédigo genético.

19B Los sombreados verde, azul, rosa y naranja destacan los nucledtidos A, T, Gy C,
respectivamente.

19C Los caracteres negros indican nucledtidos en las lecturas que coinciden con el de la misma
posicidn en la secuencia de referencia.

19D Los caracteres rojos indican nucleétidos (o ausencia de nucledtidos) en las lecturas que
difieren del de la misma posicion en la secuencia de referencia. Pueden corresponder a errores de
lectura, polimorfismos o mutaciones.

19E El sombreado gris destaca diferencias entre las lecturas y la secuencia de referencia.

19F Si, ya que muchos de los nucleétidos de la muestra han sido leidos mas de 20 veces.

19G En la parte superior derecha de la pantalla se representa a pequefia escala un segmento del
genoma a estudio en el que la cobertura parece ser mas o menos 10x, seguida de otra con una
cobertura mucho mayor.

19H Las zonas aparentemente vacias de la pantalla son resultado de la forma en que se alinean las
lecturas con la secuencia de referencia. No reflejan otra cosa que la distancia entre el final de una
lectura y el comienzo de la siguiente que el programa visualizador ha elegido para ubicarla en la
misma fila del alineamiento.

191 Las columnas 4, 5y 6 parecen indicar un polimorfismo del individuo cuyo genoma se ha
secuenciado respecto al genoma de referencia. El individuo a estudio parece ademas
heterocigdtico para ese SNP, dado que la mitad de las lecturas contienen en esa posicién una G, y
la otra mitad, una T. También aparece una A, que muy probablemente es un error de lectura.

19) m =N xL/G =840.356.765 x 120/3,3-10° = 30,56 | 19K Po=e™ =¢306 =5,35.10'1
20A

208
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Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2014-15)

Area de Genética
Universidad Miguel Hernandez

Departamento de Biologia Aplicada
Grado en Biotecnologia

Curso 2014-15

Problemas

1.- Empleando el cédigo genético de la Tabla 1, define
en 1A la secuencia de un péptido, al que llamaremos

Tabla 1.- Codigo genético

Segunda base

PEP, de 10 aminoacidos idénticos y que solo pueda
estar codificado por tres secuencias de ARNmM U ¢ A G
distintas. Indica expresamente los extremos amino y ubu F fucU s JUAU Y JUGU C
carboxilo del péptido PEP en el formato H:N- U uuc F jucc s |UAC Y UGt C
AMINOACIDOS-COOH, con el extremo amino a la UUA L |UCA S |UAA Stop|UGA Stop
izquierda, y el carboxilo, a la derecha. UUG L |UCG S |UAG Stop|UGG W
Escribe en 1B una de las secuencias posibles CUU L |CCU P |CAU H |CGU R
de la cadena antisentido del ADN del gen PEP, a partir CUC L |CCC P |CAC H |CGC R
de la cual se ha transcrito el precursor de su ARNm, %’ ¢ CUA L |CCA P |CAA Q |CGA R
que codifica el péptido PEP. Escribe en 1C la secuencia -2 CUG L |CCG P |CAG Q |CGG R
de la correspondiente cadena con sentido de PEP. E AUU | |ACU T |AAU N |AGU S
Indica expr,esar?ente en 1B y IF cuales sph los = AUC | |Acc T |aAac N lage s
extr(?t:nf)s 5 bY 3 ;JIe estast secue;clasl, n‘ucle'otl(;zllcas \I A AUA | |ACA T |AAA K |AGA R
escribelas ubicando su extremo 5’ a la izquierda, y e
3', a la derecha (en el formato 5-NUCLEOTIDOS-3’). AUG M |ACG T |AAG K JAGG R
Escribe en 1D, con el mismo formato que el GUU Vv 1GCU A |GAU D |GGU G
empleado en 1A, la secuencia de un péptido de 10 G GUuC VvV |GCC A |GAC D |GGC G
aminodcidos al que corresponda el nUmero mas alto GUA V |GCA A |GAA E |GGA G
posible de secuencias de ARNm distintas. GUG V |GCG A |GAG E |GGG G
Parte de la secuencia del ARNm del alelo silvestre del gen AGUA de Bombyx mori es 5'-...

AGUAAGUAAGUAAGUA...-3'. Su alelo mutante agua-2 presenta una insercion de una C entre el noveno y el
décimo nucleétidos de esta secuencia. Escribe en 1E y 1F las secuencias de los péptidos (en el formato H:zN-
AMINOACIDOS-COOH) que se traduciran a partir de estos ARNm silvestre y mutante, respectivamente. Indica
en 1G si la mutacion ha ocurrido en el ADN o en el ARN, y en 1H si se traté de una insercion de unaGounaCo

si la informacion aportada en este enunciado no permite establecerlo.

2.- El plasmido pIBE de Escherichia coli fue purificado y sometido a digestiones
simples y dobles con las restrictasas Aatl (A), BamHI (B), Cspl (C) y Dralll (D),
para llevar a cabo su cartografia de restriccion. Los fragmentos de restriccion
fueron sometidos a electroforesis en un gel del 1,5% en agarosa tefido con
bromuro de etidio con el marcador de peso molecular de la Figura 1 y se
visualizaron en un documentador de geles (Figura 2). Representa en 2A un mapa
(circular) de restriccién de pIBE, indicando las posiciones de las dianas de las
restrictasas y sus distancias en kb (con una precisién no superior a 0,5 kb). Varias

bandas inferiores del marcador han migrado fuera del gel.

M A B C D A+B A+C A+D B+C B+D C+D
- oo -
a» - an
— - a
- g, —
-
-
-
- p— -G oD
-
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Hinf | fragments
of the vector

&
4
g
1]
1
4
134
=

] ASTINTA)
—dacn o o e

Figura 1.- Tamafio (en pb) de las
moléculas del marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder.

Figura 2.- Visualizacién de los
fragmentos de pIBE obtenidos tras
su restriccién con A, B, Cy D. M:
marcador de peso molecular (1 kb
DNA Ladder).
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3.- La miostatina es una proteina producida por el gen MSTN que limita el crecimiento muscular en muchos
vertebrados. Los ratones a los que se les ha eliminado MSTN mediante ingenieria genética presentan hipertrofia
muscular. Varias razas de vacas —como la belga azul, muy apreciada por la calidad de su carne— y al menos una
de ovejas (Texel) deben su gran masa muscular a una mutacion en MSTN. Las mutaciones en el gen MSTN
humano son muy raras; los individuos portadores carecen de miostatina y estan hipermusculados desde su
nacimiento. Explica si cabe esperar alguna diferencia entre los efectos fenotipicos de la eliminacion del gen
MSTN mediante ingenieria genética y los de una mutacidn espontanea (en 3A) o inducida (en 3B) que convierta
su tercer coddn en uno de terminacidén prematura.

Realiza una busqueda en internet e indica en 3Cy 3D, si existe, la denominacion de alguna raza canina
0 equina, respectivamente, que incluya individuos que manifiesten los efectos de la insuficiencia de funcién del
gen que codifica la miostatina. En su caso, aporta una fotografia en 3E y 3F. Haz otro tanto respecto a la especie
humana, indicando en 3G el nombre de una persona afectada, si la hubiere, y una fotografia suya, en 3H. Todos
los casos que se mencionen en estas respuestas deben estar cientificamente probados.

La secuencia de un segmento de 3 kb del gen MSTN de Bos taurus es 5'-...CCTATACATAGGTGATTGAGG...
CCGGTGATTGATATACATAGG...-3'. Disefia dos oligonucledtidos de 21 nt que puedan usarse como cebadores
para amplificar este segmento, e indica en 3l y 3J sus secuencias (en el formato 5’-NUCLEOTIDOS-3’, como en el
problema 1). Escribe en 3K el programa de termociclaje que se requerird (véanse los problemas de afios
anteriores), asumiendo que la polimerasa termoestable que se usara en el proceso sintetiza ADN a razén de 1
kb por minuto.

4.- Se han obtenido recientemente dos nucleétidos sintéticos distintos de los naturales y se ha demostrado su
incorporacién al ADN durante la replicacidn. Indica en 4A el nombre del investigador principal del grupo que ha
publicado estos resultados, y el del centro en el que trabaja. Obtén una fotografia de este investigador y pégala
en 4B. Escribe en 4C los nombres y representa en 4D las estructuras de las dos nuevas bases nitrogenadas
artificiales. Lista en 4E, numerdndolas, las ocho dificultades mas importantes que se han tenido que superar
para hacer posible la incorporacion al ADN, in vivo, de estos nuevos nucledtidos sintéticos. Indica en 4F cuantos
aminodcidos adicionales a los naturales permitiria codificar un alfabeto genético de seis letras; explica como has
calculado este numero de aminoacidos adicionales.

5.- Se realizaron varios experimentos de Tabla 2

clonacién a fin de estudiar y eventual-  Experimento Vector Digestion con
mente manipular el gen stardust (sdt) de 1 pGEM-T Easy Pvul
Drosophila melanogaster, empleando en 2 pCR 2.1-TOPO Accl
cada uno de ellos un vector plasmidico 3 pENTR/D-TOPO Xmal
diferente, que en algunos casos fue 4 puUC18 Xbal y Kpnl
digerido previamente con una o mas 5 pGEM-3Z HindIll

endonucleasas de restriccidn (Tabla 2).

Realiza una busqueda en internet e indica en 5A los tamafios de los vectores a estudio (en pb), antes de
su restriccidon. Representa en 5B el aspecto que tendria un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio tras la
electroforesis de 200 ng de cada uno de estos vectores, antes y después de su digestion con las restrictasas que
se indican en la Tabla 2. Los vectores de los experimentos 4 y 5 fueron obtenidos en minipreparaciones; los de
los experimentos 1, 2 y 3 fueron comprados a un proveedor. Para obtener esta representacién, usa la primera
diapositiva del archivo “Para el problema 51G2014-15.pptx” que se ha depositado en la pagina web de la
asignatura; copia y pega cuantas veces sea necesario las bandas que aparecen en la segunda diapositiva de este
archivo. El marcador de peso molecular (M) que se incluye en la representacion del gel es el de la Figura 1
(problema 2).

La eleccion de alguna de las restrictasas de la Tabla 2 fue manifiestamente errénea; indica en 5C en qué
experimentos y explica tu respuesta.

6.- Una vez enmendados los errores de la Tabla 2, y tras la correcta incorporacion de un inserto de 5.320 pb que
contiene el gen sdt a los cinco vectores mencionados en el enunciado del problema 5, las construcciones
obtenidas se usaron para transformar células competentes de Escherichia coli. Indica en 6A-6E la parte del
genotipo de dichas células hospedadoras que es relevante para cada uno de estos experimentos, y en 6F-6J, los
suplementos que requerira el medio de cultivo para hacer posible la seleccion de los transformantes portadores
de los insertos incorporados a los vectores de los experimentos 1-5 de la Tabla 2, respectivamente.
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7.- La Figura 3 representa una coleccion de vectores disefiados con el propdsito de obtener construcciones para
el estudio y la manipulacion de genes en varias especies de cereales. Se recoge en la figura solo una parte de la
estructura de dichos vectores, que son plasmidicos y circulares. Se indica con aspas la ocurrencia de hechos de
recombinacion especifica de sitio. Indica en 7A a qué tecnologia de clonacidn corresponden estos vectores, e
interpreta la figura explicando en 7B-7H, si la tienen, la funcidn natural de las secuencias LB, RB, ccdB, Gm®, CmfF,
bary hpt (y si se trata de un gen, la actividad de su producto génico), respectivamente, y en 71-7N su uso habitual
en Ingenieria Genética (especificando en su caso la parte relevante del genotipo de las células hospedadoras y
de la composicion del medio de cultivo para la seleccién de transformantes).

Las moléculas de las filas 1-3, 5-

8, 10, 11 y 13 de la Figura 3 son 1 OB ) @10 Figura3
segmentos de un vector plasmidico que 2 Gl SH(:) ()}
forma parte de un sistema binario que 3 & -m-x@ 6®

incluye un plasmido auxiliar. Indica en

70 la denominacidon de los genes de
oot - gen 4 O OHO-NO)

estos pldsmidos auxiliares y explica su S 2

funcion. 5 > NI ()
v

8.- Explica los procesos que se repre- g < |;):<E) o (=)<a ()
sentan en las filas 4-6 (en 8A) y 9-13 (en
8B) de la Figura 3, y qué finalidad tienen E—!
las diferencias estructurales que existen 7 Oll___<=] l@ @ Q °®
entre los vectores de las filas 7y 8 (en 8 Sl T H(¢) [ J-)<E (=)@

8C). En la figura aparecen sitios attR1,

attR2, attR3, attR4, ottl1, attl2, attld, g n @& x@ 7 @
attB1, attB2, attB3, attB4 y attPl1. 2

*
Formula en 8D una hipdtesis sobre los 10 Sl S hH(+)

motivos de la existencia de tantas

secuencias att diferentes. 11 ) Gm*® (E)¢ (
< >~
e = T Y
v
RS e O - 6 2 O=mO

!
<&

Key: nos terminator . Promoter of interest @

T-DNA borders O 2x35S promoter Intron -
Plant selectable marker (bar or hpt SECaT AL D cedB Gene of interest, Gm® D
driven by the 2x35S CaMV promoter) CmR . Egfp - att recombination sites D
9.- El vector Puro-TV fue disefiado para la eliminacién pPL611
dirigida del locus mir-290~295 en ratones transgénicos.

En la Figura 4 se representan las tres recombinerias
sucesivas que se llevaron a cabo para obtener Puro-TV,
pero no se detallan las secuencias en las que se dieron
los hechos de recombinacién de las dos primeras.
Formula en 9A y 9B, respectivamente, una hipodtesis
acerca de cudles son las secuencias en las que han
ocurrido los hechos de recombinacién en la primeray la
tercera de dichas recombinerias. Explica en 9C-9G la
funcién natural, si la tienen, de las secuencias PGK/EM7
prom, bpA, loxP, PuroAtk y F3 (y si se trata de un gen, Figura 4
indica la actividad de su producto génico),
respectivamente, y en 9H-9L su uso habitual en
Ingenieria Genética (especificando si fuese necesario la
parte relevante del genotipo de las células
hospedadoras y de la composicién del medio de cultivo
para la seleccion de transformantes).

BAC clone
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10.- Indica en 10A cual es la denominacién del sistema de recombineria mas comuin, en qué tipo de
recombinacion se basa, y qué dos parejas de proteinas puede emplear. Se transfectaron con la construccion
Puro-TV (Figura 4) células JIM8.A3 en cultivo, que fueron manipuladas segun se representa en la Figura 5a.

a b
mir-290~295
targeting vector w W@
bp bp
H H 6,108 4072
Mir-200~295 3218618bp 3220874 bp| Chromosome 7 ig?g 3,054
cluster 2,036
(internal PCR 2,696 bp) 290 292 203 295 3,054 1,636
297a 291b 294
5 AM5236bp l 3 Am3,043bp_ 2,036 1,018
mir-290~295PuroAtk 1,636 517/
(internal PCR 3,196 bp) B} W@ 506
— Figura 5 Interpreta la Figura 5a explicando en 10B el
PPGKFLPo, motivo de que el marcador Amp® que aparece en su
PMA_F3RoxNeoRox ) G418 +FIAU Puro Atk deletion q P a P

Td-tomatoLoxPFRT pCAG-Cre, FIAU primera fila esté ausente de la tercera. Indica en 10C

qué representa el simbolo P y qué denominacién
mir-290~295" reciben las regiones adyacentes. Explica en 10D cual es
(internal PCR 594 bp) L. L.
[* s la funcién natural y el uso genérico que se le da en
B NeoTd-tomato . s e . s
%gﬁgrggfmw; b;) Ingenieria Genética a la secuencia Rox y en 10E cudl es

su uso concreto en el experimento representado en la
o> oo oo R > , pet P

Figura 5a. Interpreta sucintamente en 10F-10I los
Neo™ deletion . .
i 200-205THomato 1 pCAG-Dre resultados de las amplificaciones de PCR cuyos
(internal PCR 2,232 bp) > " -'. resultados se visualizan en las calles 2-5 (numeradas de
izquierda a derecha) del gel de la Figura 5b.
Todas las amplificaciones de PCR cuyos resultados se visualizan en la Figura 5c se realizaron con la misma
pareja de cebadores, cuya representacién se ha omitido. En base a la informacién que aporta esta figura, ordena
los alelos del locus mir-290~295, de mayor a menor longitud, en 10J-10N.

a XIST +Dox
Down’s | — > - _‘: ] _: ]
syndrome L] L . s ’ ’
patient 1 ‘
. | ZFN Q0
Fibroblast  Trisomy 21 XIST Chr 21 Barr
iPS cell body
XIST genomic DNA 3 E6 ES E4 E3 E2 E1 5
— I ———— i - ————
Full-length XIST cDNA ™, _— - . ——~ 2Kb
Donor: pTRE3G-XIST -||||
Chromosome 21 5 E{ "."""-m..,*_ ‘___, '—éé EQE4 ESEGE7ES E9E10 E113
DYRK1A locus ' " 5kb

-.ZFN target site’

GGTCGCTGGGCGARACGGTCAAATGTGCCCACTACTCGTCCGACAAACC

. Fok1
Figura 6
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11.- Muchas proteinas presentan dominios con una organizacién modular que es el resultado de fusiones de
genes ocurridas a lo largo de la evolucion. No pocos dominios modulares conservan su actividad cuando son
separados mediante proteolisis del resto de la proteina de la que forman parte. La manipulacién mediante las
técnicas de la Ingenieria Genética de los genes que codifican proteinas modulares ha permitido obtener
numerosas nuevas combinaciones de dominios; son ejemplos de ello las nucleasas con dedos de zinc (Zinc Finger
Nucleases; ZFN) y los sistemas de expresion génica inducibles por tetraciclina, como el denominado Tet-On 3G,
gue emplea la proteina transactivadora dependiente de tetraciclina.

La expresién del gen XIST causa la inactivacién de casi todos los restantes genes de uno de los dos
cromosomas X en la mayoria de las células de las hembras de los mamiferos placentarios. El producto del gen
XIST es un ARN largo no codificante (long non-coding RNA), el contribuyente mayoritario a la compensacién de
dosis: casi todas las proteinas que producen los genes del cromosoma X se encuentran en las células masculinas
(XY) y femeninas (XX) en cantidades similares. Tres grupos de investigadores norteamericanos publicaron en
Nature en 2013 que XIST puede ser transferido al cromosoma 21 para inactivar sus genes. Para demostrarlo,
emplearon células trisémicas en cultivo, que contaban con tres cromosomas 21, logrando inactivar uno de ellos
tras integrarle una copia del gen XIST mediante técnicas convencionales de Ingenieria Genética. Esta
investigacion ha sentado las bases del desarrollo de futuras terapias para el sindrome de Down, que se
manifiesta en uno de cada 800 nacidos vivos y se debe a una trisomia total o parcial del cromosoma 21.

Las Figuras 6-11 se han tomado del articulo mencionado en el parrafo anterior. Indica en 11A las tres
instituciones a las que pertenecen los investigadores que han participado en dicho articulo, y en 11B el nombre
del autor principal. Interpreta la Figura 6a, explicdndola sucintamente en 11C. Explica en 11D-11H,
respectivamente, qué son y para qué se han usado en la investigacién que aqui se discute “XIST genomic DNA”,
“Full length XIST cDNA”, “Donor: pTRE3G-XIST”, “Chromosome 21 DYRK1A locus” y “ZFN target site”.

Figura7

pSV40 pCMYV 2xTetO2 H Chr 21

-
L)

Targeted Chr 21

DYRK1A BAC
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12.- Busca en internet una imagen en la que se detalle la estructura del promotor pTRE3G que se menciona en
la Figura 6 y pégala en 12A. Haz otro tanto en 12B con el vector pTRE3G. Explica en 12C-12K, respectivamente,
gué son y para qué sirven las moléculas, secuencias y sistemas denominados TetR, tTA, Dox, CMV, TRE, tetO,
Tet-Off, Tet-On y Tet-On 3G.

13.- Explica en 13A cdmo se obtuvo y para qué sirve la molécula que aparece dos veces en la parte inferior de la
Figura 6, en uno de cuyos extremos se representa un évalo con el rétulo “Fok1”. Busca en internet y pega en
13B una figura que ayude a comprender tu respuesta a la pregunta 13A. Interpreta en 13C y 13D,
respectivamente, los apartados ay b de la Figura 7; en este problema y en todos los siguientes la interpretacién
debe hacerse con el mayor grado de detalle posible, explicando las imagenes y los rétulos de texto de cada
figura, el método que se ha empleado para obtener los resultados y la conclusidn a la que conducen.

14.- Busca en internet y pega en 14A una imagen que ilustre los fundamentos de la técnica denominada “CGH
Array” y explicala en 14B. Interpreta en 14C-14F, respectivamente, los apartados b-e de la Figura 8.

. 3]
b Figura 8 C W £ AW 8@ g o
¥ 8 ) E B i 3 4
B ?H ¥ { A
g100% o & 9 ) 3 B 2 ©
2 80% 1 2 . 3 4 5
= a
2y S | >
Y Bf 9 ab wf i 29
J0C S8 AR ED B0 W di
" 6 7 8 9 10 1 12
% 20%
v v - & ” B
® 0% Eg 35 E'\‘-‘. L it‘» ¥4
" s, -
13 14 15 16 0 4 18
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15.- Interpreta en 15A la Figura 9a. Indica en 15B a qué técnica corresponden los electroferogramas de la Figura
9b, e interprétalos en 15C. Explica en 15D el motivo de que en estos electroferogramas aparezcan algunos picos
dobles (superpuestos). Interpreta en 15E la Figura 9c.

16.- En la Figura 10a se muestran los resultados de cinco analisis de micromatrices, en los que se estudiaron los
niveles de expresién de todos los genes humanos, agrupados por cromosomas. Se compararon los resultados
de (1) una linea celular disdmica con otra trisémica 21, (2) de la linea trisdmica 21 a partir de la cual se obtuvieron
las descritas en el articulo, en presencia y ausencia de doxiciclina, y (3-5) de tres clones en los que se habia
conseguido la integracién de XIST en uno de sus cromosomas 21, también en presencia y ausencia de doxiciclina.
Interpreta en 16A-16C los apartados a-c de la Figura 10, respectivamente. Interpreta en 16D la Figura 11.
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Figura 9 C
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Figura 11
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17.- El arbol genealdgico de la Figura 12 representa la transmision, en varias familias presuntamente no
emparentadas, de una enfermedad hereditaria que se manifiesta con penetrancia completa. Explica en 17A-17D
si estos arboles genealdgicos (considérense todos en conjunto) son compatibles con los modos de herencia
autosdmico dominante, autosdmico recesivo, ligado al sexo dominante y ligado al sexo recesivo,
respectivamente. La Figura 13 muestra los resultados del analisis del exoma de algunos de los individuos
representados en la Figura 12: se indican la estructura del gen causante de la enfermedad, la de su ARNm y la
de su producto proteico (13a). En la figura también se visualizan esta ultima proteina (13b) y los productos de
varias amplificaciones mediante RT-PCR (13c), a partir de muestras obtenidas de algunos de los individuos de la
familia 7. Explica en 17E las expresiones C526T, G975A y g.5646_5662del, L176F, E326K y T424GfsX48 que
aparecen en 13a. Indica en 17F cdmo se denomina la técnica a la que corresponde la Figura 13b; explica esta
figura. Formula en 17G una hipodtesis que explique la banda superior de la calle +/17-bp dup de 13c.

a Figura 13 Families 4, 5, 6, 7
_ 17-bp 1250_1266dup GGGTCGCCCATCGACAAC
Family 6 Families 1, 2, 3 Family 7
CS+26T G975A g.5646_5662del
1 2 3 4 567 8 910111213 141516 17
n
/. ,D| JJ ,l—J PR L A T 7 2522 TE 2, 7 /T ~
501 e \ 57 T // /',,/,’:///,// sl P //’:’//’ ///’ 17010 N
e 1) V Sd e AR AP0 s D A b
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18.- Las tecnologias de secuenciacion masiva de Illumina (HiSeq), Life Technologies (lon Proton), Roche (454),
Pacific Biosciences y Oxford Nanopore Technologies se describen, respectivamente, en (A1)
https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWIxM, (A2) https://www.youtube.com/watch?v=jv-JHafk4UA,
(A3) http://www.youtube.com/watch?v=bFNjxKHP8Jc, (A4) https://www.youtube.com/watch?v=v8p4ph2MAvlI
y (A5) https://www.youtube.com/watch?v=3UHw22hBpAk. Responde a las siguientes preguntas en relacién a
estas tecnologias, indicando a la vez en qué animacién y en qué minuto y segundo aparecen las imagenes
relacionadas con tu respuesta. ¢Cual de ellas se basa en el uso de nanoporos, qué proteinas los constituyen y
cual es la molécula que actiia como sensor del paso de los nucleétidos? (responde en 18A). En una de ellas se
secuencian moléculas de ADN individuales. ¢ Cual es esta tecnologia, qué tipo de nucledtidos emplea y cdmo se
detectan? (18B). {Cudl de ellas se basa en la deteccion de variaciones de pH, a qué se deben dichas variaciones
y qué ventajas tiene este procedimiento frente a otros, en opinién de sus inventores? (18C). ¢En cuéles de ellas
se lleva a cabo una PCR en emulsién y cuantos tipos de moldes y productos de amplificacién estdn presentes en
la superficie de cada microesfera? (18D). ¢En cual de ellas se emplea la pirosecuenciacién y qué enzimas
participan en esta ultima? (18E). ¢En cual de ellas se emplean terminadores reversibles y cdmo acttan? (18F).
¢En cudl de ellas se emplea y en qué consiste la PCR puente? (18G).
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19.- La Sequence Manipulation Suite (SMS; http://www.bioinformatics.org/sms2/) incluye programas de
dominio publico, utiles para la manipulacidon de secuencias nucleotidicas y peptidicas. Obtén en GenBank
informacion sobre la variante CCDS11455.2 del gen BRCA1 humano. {Contiene exones la secuencia de
CCDS11455.2? (emplea el programa de la SMS que corresponda e indicalo en 19A junto a tu respuesta a la
pregunta anterior). ¢Cuantas dianas de endonucleasas de restriccién es capaz de identificar la SMS en una
secuencia nucleotidica? (19B). ¢ Cuantas endonucleasas de restriccion cortan una vez (19C) o no cortan (19D)
CCDS11455.2? ¢{Qué endonucleasas de restriccion cortan dos veces CCDS11455.2? (19E). ¢Cual es el coddn de
la serina mds usado en la traduccidon de CCDS11455.2? (19F). Disefia dos oligonucleétidos sintéticos en base a
los nucledtidos 1-21 y 2080-2100 de CCDS11455.2 para su amplificacion mediante PCR; analizalos con los
programas de la SMS, copia y pega los resultados del andlisis para cada uno de ellos en 19G y 19H, comentando
en detalle aquellas de sus propiedades que permitan aceptarlo o descartarlo para su uso como cebador.

20.- El arbol genealdgico de la Figura 14a representa la transmisiéon de una enfermedad hereditaria que se
manifiesta con penetrancia completa y expresividad poco variable. Un analisis de polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) reveld ligamiento entre el gen causante de la enfermedad y la regidén 23 del cromosoma 17
(Figura 14c).

Explica en 20A-20D si el arbol genealégico de la Figura 14a es compatible con los modos de herencia
autosémico dominante, autosémico recesivo, ligado al sexo dominante y ligado al sexo recesivo,
respectivamente. Explica en 20E-20K en relacién a los SNP de la Figura 14c (rs1406012-rs717962,
respectivamente) cuales no son informativos y cuales cosegregan o no con la enfermedad. El gen que causa la
enfermedad a estudio fue identificado tras secuenciar varios genes candidatos de la regién 17q23,
comprobandose que la mutacién responsable de su insuficiencia de funcién es la que se describe en los
electroferogramas de la Figura 14d. Explica en 20L si dicha mutacién se corresponde con alguno de los SNP de
la Figura 14c.

d C =1 -2 V-1 V-3 IV-5

rs1406012| TT| |TT TT I TT || TT F45M
EMET

rs203024 | AC| |AC| [AA|[CC ||CC

- 50M
I rs963292 | CT| |CT | |TT || cC||CC
RAD51C
1l (R2ssH) | AG| [AG | |GG ||AA(|AA|
1 rs1296279 | CT| |CT | [TT ||cc||cC

B é i ' é ﬁ 17923 rs725900 | CT| |TT | |[CT || TT||TT 57M

BRIP1
(rs717962) GG| [AG | |AG ||GG||GG

d TTCNTAZQC

Parent 73\ 7\ /\ ~../\/\
I11-1 AR

...................................

Figura 14
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Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG1 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /IG1D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
1A

1B

1C
1D
1E
1F
1G
1H
2A
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
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Hoja de respuestas a la serie 2 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G2 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G2D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
3A

3B

3C 3E 3F 3H

3D

3G

3 3)

3K

4A 4B 4D

4C

4E

4F
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Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G3 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /IG3D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
5A

5B

5C

6A

6B

6C

6D

6E

6F

6G

6H

6l

6J
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Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G4 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G4D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellidol Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitiran archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto

7A
7B

7C

7D

7E

7F

7G

7H

71

7)

7K

7L

7™M

7N

7N

70

8A

8B

8C

8D
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2014-15

Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /IG5 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también otro
mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /IG5D en el
asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas debe
rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader Xl) y grabarse en formato pdf. Solo se
admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
9A
9B
9C

9D
9E
9F

9G
9H
9l
9)
9K

oL
10A
10B

10C
10D
10E
10F
10G

10H
101

10J
10K
10L
10M
10N

122


mailto:jlmicol@umh.es

José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (curso 2014-15)
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Hoja de respuestas a la serie 6 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G6 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también
otro mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G6D en
el asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas
debe rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader XI) y grabarse en formato pdf. Solo
se admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
11A

11B

11C

11D

11E

11F

11G

11H

12A 12B

12C

12D

12E

12F

12G

12H
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
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Hoja de respuestas a la serie 7 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G7 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también
otro mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G7D en
el asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas
debe rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader XI) y grabarse en formato pdf. Solo
se admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
13A

13B 13C

13D

14A 14B

14C

14D

14E

14F
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
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Hoja de respuestas a la serie 8 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G8 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también
otro mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G8D en
el asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas
debe rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader XI) y grabarse en formato pdf. Solo
se admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
15A

158

15C

15D

15E

16A

16B

16C

16D
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2014-15

Hoja de respuestas a la serie 9 de problemas
Remitir a jlmicol@umbh.es indicando /G9 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también
otro mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G9D en
el asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas
debe rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader XI) y grabarse en formato pdf. Solo
se admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: | Nombre: Foto
17A

178

17C

17D

17E

17F

17G

18A

18B

18C

18D

18E

18F

18G
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Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2014-15

Hoja de respuestas a la serie 10 de problemas
Remitir a jimicol@umbh.es indicando /G10 en el campo del asunto del mensaje. Debe remitirse también
otro mensaje que contenga un archivo adjunto con al menos una diapositiva por problema, indicando /G10D en
el asunto. El nombre de los archivos sera Apellido1 Apellido2 Nombre (del remitente). La hoja de respuestas
debe rellenarse empleando un visor de archivos pdf (como Acrobat Reader XI) y grabarse en formato pdf. Solo
se admitirdn archivos pdf para las hojas de respuestas rellenas y ppt o pptx para las diapositivas.

Apellidos: Nombre: Foto
19A

19B 19C 19D 19E 19F

19G

19H

20A

20B

20C

20D

20E

20F

20G

20H

201

20J

20K

20L
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Hoja de respuestas a la serie 1 de problemas

Apellidos: Nombre:

1A H,N-MMMMMMMMMM-COOH. Los tres ARNm solo difieren en su coddn de
terminacion.

1B 5'-(CTA/TTA/TCA)CATCATCATCATCATCATCATCATCATCAT-3'

Foto

1C 5'-ATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATG(TAG/TAA/TGA)-3’

1D H,;N-MLLLLLLLLL-COOH. Es vélida cualquier secuencia con una M inicial y nueve L, SoR.
1E H;N-M-...-SK-COOH 0 H,N-M-...-VSK-COOH

1F HyN-M-...-SK-COOH 0 HyN-M-...-VSNVS-...-COOH

1G En el ADN.

1H No puede establecerse.

2A

A
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Hoja de respuestas a la serie 2 de problemas

Apellidos:

Nombre:

Foto

3A No. La ausencia de la miostatina y la eliminacidn de todos sus aminoacidos menos
los dos primeros deberian causar el mismo efecto fenotipico.

3B No, como en 3A. Que la mutacion sea espontanea o inducida es irrelevante.

3C Bully whippet.

3E

3D No se conoce ningun caso.

3G Un nifio aleman cuyo nombre
no se ha hecho publico.

3F No se conoce
ningun caso.

7 Months

Neonate

3l 5'-CCTATACATAGGTGATTGAGG-3'

3J 5'-CCTATGTATATCAATCACCGG-3’

3K 94°C, 30's; 35 x(94°C, 30 s; 45,5°C, 10 s; 72°C, 3 min); 72°C, 10 min; 4°C, «©

4A Floyd E. Romesberg, Scripps
Institute, La Jolla, California, USA.

4C d5SICSTP y dNaMTP.

4D

Of

dNaM - d5SICS

4E (1) Obtener dos nuevos nucledtidos X e Y que no distorsionen la doble hélice, (2) que no
impidan la transcripcion del ADN a ARN, (3) que puedan formar un par de bases X-Y estable, (4) que
no se apareen con A, C, G ni T, (5) que no sean rechazados por la maquinaria de replicacidn, (6) que
no sean eliminados por la maquinaria de reparacién, (7) que no sean eliminados por algun
mecanismo de defensa, y (8) que las células puedan sintetizarlos, o lo que es mas sencillo,
incorporarlos si se les suministran.

4F El calculo del nimero de variaciones con repeticion de 6 elementos tomados de 3 en 3 rinde el
de tripletes posibles en un alfabeto genético de 6 letras. Restando de este valor el nimero de
codones del cédigo genético natural se obtiene 63— 64 = 152.
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Hoja de respuestas a la serie 3 de problemas

Apellidos: Nombre: Foto

5A pGEM-T Easy, 3015 pb; pCR-TOPO, 3931 pb; pENTR/D-TOPO, 2580 pb; pUC18,
2686 pb; pGEM-3Z, 2743 pb.

5B

Sin digerir Digeridos
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

3931 3931
2743
2671
2-580 - T

&
|
NIRI E

=
o
ey
oo

199
-

5C Pvul no deberia haberse empleado para digerir pPGEM-T Easy, ya que se trata de un vector
lineal, con dianas de Pvul en sus posiciones 1780 y 2876 pb, por lo que rinde tres fragmentos de
restriccion, de 1780-60=1720 pb, 2876-1780=1096 pb y 3015-2876+60=199 pb. Los vectores pCR
2.1-TOPO y pENTR/D-TOPO también son lineales y no requieren corte alguno previo a su uso.
Ademas, Accl y Xmal no cortan pCR 2.1-TOPO y pENTR/D-TOPO, respectivamente.

6A Amp°®y lacZAM15

6B /acZAM15y Amp® o Kan®

6C Kan®

6D Amp’y lacZAM15

6E Amp®y lacZAM15

6F Ampicilina, IPTG y X-gal

6G Ampicilina o kanamicina, IPTG y X-gal

6H Kanamicina

6l Ampicilina, IPTG y X-gal

6J) Ampicilina, IPTG y X-gal
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Hoja de respuestas a la serie 4 de problemas

Apellidos: Nombre: Foto

7A Latecnologia Gateway.

7B T-DNA left border (LB): Borde izquierdo del ADN-T del plasmido pTi de
Agrobacterium tumefaciens. Se requiere para la insercion del ADN-T en un genoma
vegetal.

7C T-DNA right border (RB): Borde derecho del ADN-T del pldsmido pTi de A.
tumefaciens. Se requiere para la insercion del ADN-T en un genoma vegetal.

7D El gen ccdB del plasmido F codifica una proteina que inhibe a la topoisomerasa Il, impidiendo
la replicacién del ADN y resultando téxica para muchas estirpes de E. coli.

7E Elgen GmR® (aacC1) de Acinetobacter baumannii codifica la gentamicina 3’-acetil transferasa,
gue confiere resistencia a gentamicina, un inhibidor de la sintesis de proteinas.

7F El cloranfenicol es un antibidtico que inhibe la actividad del ribosoma. El gen Cm® (cat) codifica
la cloranfenicol acetil transferasa, que inactiva al cloranfenicol.

7G La DL-fosfinotricina (glufosinato de amonio) inhibe la biosintesis de glutamina. El gen bar de
Streptomyces hygroscopicus confiere resistencia a este herbicida, ya que codifica la fosfinotricina
acetil transferasa.

7H La higromicina inhibe la sintesis de proteinas tanto en eucariotas como en procariotas. El gen
hpt de Escherichia coli codifica la higromicina fosfotransferasa, que inactiva a este antibidtico.

71 Se requiere para la insercion del ADN-T en un genoma vegetal.

7) Se requiere para la insercion del ADN-T en un genoma vegetal.

7K El gen ccdB se usa como marcador para la seleccion negativa de las bacterias en las que no ha
sido reemplazado por un inserto de interés. Las células hospedadoras deben ser ccdB®.

7L El gen aacC1 se usa como marcador seleccionable positivo. Las células hospedadoras son Gm®y
el medio debe contener gentamicina.

7M El gen barl se usa como marcador seleccionable positivo. Las plantas hospedadoras son
sensibles a la fosfinotricina, que debe anadirse al medio.

7N El gen cat se usa como marcador seleccionable positivo. Las células bacterianas y/o las plantas
hospedadoras son Cm® y el medio debe contener cloranfenicol.

7N El gen hpt se usa como marcador seleccionable positivo. Las células hospedadoras son Gm®y
el medio debe contener higromicina.

70 Los genes vir, que codifican proteinas necesarias para la transferencia del ADN-T al genoma de
la célula vegetal hospedadora (infectada).

8A En una misma reaccion LR se fusiona un gen de interés (GOI) a un promotor (attL1 recombina
con attR1) y la molécula resultante reemplaza al inserto del vector (attL2 con attR2 y attL4 con
attR4). El inserto reemplazado contenia dos marcadores: ccdB y CmR.

8B En una misma reaccion LR se fusiona un marcador seleccionable (GmR) a un promotor (attL1
recombina con attR1) y la molécula resultante reemplaza al inserto del vector (attL1 con attR1,y
attlL4 con attR4). El marcador seleccionable es después reemplazado en una reaccién BP por una
construccion que contiene dos copias del gen ccdB, ambas flanquedas por sitios attR1 y attR2. La
construccion asi obtenida solo podra ser incorporada a bacterias resistentes a ccdB (portadoras del
gen ccdA, que produce una antitoxina de ccdB). En el vector 13 podran reemplazarse los dos genes
ccdB por dos copias invertidas de un gen de interés.

8C En ambas construcciones se fusiona un gen de interés al de una proteina fluorescente (EGFP).
La construccion 7 rendird una proteina de fusién con la EGFP en el extremo carboxilo, y 1a 8, en el
amino.

8D Son diferentes versiones de los sitios attL, attR, attBy attR originales, cada una de las cuales
recombina especificamente con solo otra variante: attL4 con attR4, attB3 con attR3, etc. Su
existencia hace posible la recombinacion simultanea de mas de dos moleculas en reacciones LR o

BP.
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Hoja de respuestas a la serie 5 de problemas

Apellidos: Nombre: Foto

9A Secuencias que flanquean al locus mir-290~295 (“miRNA gene” en la figura).

9B Parte de las secuencias PGK/EM7 prom y bpA.

9C PGK/EM7 prom contiene un promotor eucariético (PGK; del gen de la fosfoglice-
rato quinasa) y otro procariético (EM7; es un promotor bacteriano sintético derivado
del de T7).

9D bpA es el sitio (la sefial) de poliadenilacion del gen de la hormona de crecimiento bovina.

9E /oxP es la diana de la recombinasa Cre del fago P1 de Escherichia coli.

9F PuroAtk codifica una proteina de fusién entre la puromicina N-acetiltransferasa y una version
truncada de la timidina quinasa del virus del herpes simple de tipo 1.

9G F3 es una variante de FRT, la diana de la flipasa FLP del plasmido de 2 p de Saccharomyces
cerevisiae.

9H Para fusionarlo a genes eucarioticos y/o procaridticos e inducir su transcripcion.

91 Para poliadenilar transcritos, facilitando la traduccién de los correspondientes ARNm maduros.

9J Para sustituir, delecionar, invertir o translocar secuencias floxadas en células (o animales) Cre.

9K Transfeccidn de células Pur® y FIAUR; seleccién positiva en medio con puromicina o negativa
con 1-(-2-desoxi-2-fluoro-1-B-D-arabino-furanosil)-5-yodouracilo (FIAU o fialuridina; un analogo de
nucleésidos).

9L Para sustituir, delecionar, invertir o translocar secuencias flanqueadas por F3y FRT.

10A Red/ET; recombinaciéon homdloga; Reda y RedB; RecE y RecT.

10B Se seleccionaron células Pur® Amp?®, en las que la construccion se habia insertado por
recombinacion homdloga. La insercidn por recombinacidn ilegitima (al azar) rinde células Pur®
AmpR.

10C Extremo 5’ de una unidad de transcripcion; lo flanquean un promotor y una regién 5’ no
traducida.

10D Dre-rox es un sistema de recombinacion especifica de sitio analogo a Cre-lox.

10E Delecidon del marcador NeoR.

10F La banda de 5.236 pb indica que algunas células JM8.A3 transfectadas son mir-
290~295PuroAtk/+

10G La ausencia de bandas confirma que las células JM8.A3 carecian del alelo mir-290~295PuroAtk
antes de la transfeccion.

10H Control negativo para comprobar la ausencia de productos de amplificacion en ausencia de
molde.

10l Se obtiene la banda esperada de 3.043 pb, que revela la presencia de mir-290~295P/°4% asi
como otra ligeramente menor de origen desconocido.

10J) mir-290~295Neo Td-tomato

10K mir-290~295Puro4tk

10L mir-290~295*

10M_mir-290~2957%tomato

10N mir-290~295
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11A Department of Medical Genetics, University of British Columbia (Canada),
University of Massachusetts Medical School (USA) y Sangamo BioSciences (USA).

11B Jeanne B. Lawrence.

11C Se toman fibroblastos de un paciente con el sindrome de Down y se obtiene un cultivo de
células pluripotentes inducidas trisémicas para el cromosoma 21, que son transformadas con
construcciones portadoras de un transgén XIST inducible por doxiciclina y otro que produce una
nucleasa con dedos de zinc. La integracion de XIST en uno de los tres cromosomas 21y su
induccion por doxiciclina causa la inactivacidn de este cromosoma, que se manifiesta en la
formacién de un corpusculo de Barr.

11D Segmento del cromosoma X que contiene la unidad de transcripcion del gen XIST.

11E Molécula de ADNc retrotranscrita a partir del transcrito maduro mas largo del gen XIST.

11F Construccion en la que se ha colocado al ADNc de XIST bajo el control de pTRE3G, un
promotor inducible por doxiciclina.

11G Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A; es uno de los 33 genes de la
region critica del sindrome de Down.

11H Es el segmento del gen DYRK1A que se ha elegido para disefiar una ZFN que la reconozca
como dianay la corte, propiciando asi la insercién de pTRE3G-XIST.

12A 7 identical tetO repeats lzB
(transactivator binding sites) Minimal CMV promoter
| mutated to consensus
r 1

Il | 1l
Equal Randomized
spacing central sequence

12C Al operador (tetO) del operdn de resistencia a
tetraciclina de Escherichia coli se le une el represor
TetR en ausencia de tetraciclina. Este antibidtico se
une a TetR, inactivandolo e induciendo la expresion
del operon.

12D tTa es una proteina de fusién que incluye el
represor de la tetraciclina (TetR) de Escherichia coliy
el dominio activador de la transcripcion de la proteina
VP16 del virus del herpes simple.

12E La doxiciclina es un analogo de la tetraciclina
que se une muy eficazmente a la proteina tTay la e |
inactiva.

12F CMV es un promotor minimo, el del
citomegalovirus.

12G TRE es el elemento de respuesta a tetraciclina, que incluye 7 secuencias tetO, aguas arriba de
un promotor minimo de muy baja actividad basal.

12H El operador tetO es la secuencia que es reconocida por la forma activa de la proteina tTa. El
promotor pTR3G tiene varios tetO en tandem.

12l En los sistemas Tet-Off, la doxiciclina se una a la proteina tTa, inactivandola. Los genes
controlados por un promotor TRE se transcribirdn en ausencia de doxiciclina.

12J) En los sistemas Tet-On, la doxiciciclina se une a la proteina rtTa (difiere de tTa en 4
aminoacidos de su dominio de unién a ADN), activandola. Los genes controlados por un promotor
TRE se transcribiran solo en presencia de doxiciclina.

12K El sistema Tet-On 3G es una versidon mejorada del Tet-On original, en la que la proteina

transactivadora tiene tres dominios VP16 y es sensible a dosis muy bajas de doxiciciclina.

133



José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (cursos 2014-15)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2014-15

Hoja de respuestas a la serie 7 de problemas

Apellidos: Nombre: Foto

13A Fokl es una endonucleasa de restriccidon que tiene una estructura modular: sus
dominios de reconocimiento y endonucleolitico pueden ser separados. Se han
generado colecciones de endonucleasas con dedos de zinc (Zinc Finger Nucleases;
ZFN), que contienen el dominio endonucleolitico de Fokl y un dominio de
reconocimiento artificial, con varios dedos de zinc, cada uno de los cuales reconoce
una secuencia de tres nucledtidos.

13C Se realizé un ensayo previo para
demostrar que se podia insertar un
b) DNA-Cleaving transgén XIST en uno de los dos cromoso-
mas 21 de células HT1080 (XY). La
construccion empleada incluia la unidad de
transcripcion de XIST flanqueda por un
‘ promotor minimo pCMV unido a secuencias
2 ONASinding ) | A TetO y un gen de resistencia a higromicina
i q W YN e bajo el control de un promotor pSV40. A

’ ambas unidades de transcripcion se les

afiadieron sefiales de poliadenilacion (pA).

Zinc Finger Nucleases: Highly-specific Genomic Scissors

13D En esta hibridacion in situ fluorescente (FISH) de una célula HT1080 se visualizan todos los
cromosomas, que estdn tefiidos con DAPI. La sonda contra XIST hibrida con el cromosoma X (punta
de flecha) y con un cromosoma 21, colocalizando con la sonda contra DYRK1A (recuadro blanco en
b e imagenes de la derecha). El otro cromosoma 21 no presenta el transgén y solo hibrida con la
sonda DYRKI1A.

14A _ ovaextraction and digestion T 14B CGH Array: hibridacion gendmica
_LL)V\/\’ comparada en una micromatriz, que
swtmg = permite detectar variaciones de ploidia
rele Y Reterence = Normat ov - 4 (ganancias o pérdidas de segmentos
eocec i S eoged i (B ' gendmicos: duplicaciones, deleciones...)
ombine equa mage analysis software mediante tincion fluorescente diferencial
Prooes amounts of DNA T de dos muestras de ADN, una de las cuales
Hyb,,d,sat,on Smmg A es el control, y su hibridacién en una
v L EEE micromatriz.

14C Se obtuvieron seis clones de células trisémicas 21 en las que se habia integrado el transgén
que codifica rtTA en un cromosoma 19 y pTRE3G- XIST en un cromosoma 21; se comprobd que este
ultimo se cubria de ARN de XIST (XIST “paint”) en muchas células tras la induccién de la expresion
de pTRE3G- XIST por dox.

14D Cariotipo de los clones estudiados, obtenido mediante tincién Giemsa. Se confirmé que
todos estaban integrados por células XY y trisémicas 21 (flecha).

14E CGH Array de uno de los clones a estudio (clon 3; Ch1), comparado con células XY no
trisémicas (Ch2), que confirma el exceso de las secuencias del cromosoma 21 (un incremento de
3/2 =1,5 veces) y de las de XIST (2 veces; las células trisémicas transgénicas tienen un XIST
enddégeno en el cromosoma X y otro, el transgén, en el 21).

14F CGH Array de secuencias del cromosoma 21 del clon 3 que confirma la trisomia y demuestra
gue este cromosoma no ha sufrido deleciones ni duplicaciones.
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15A Se visualizan experimentos de FISH de ARN en células con trisomia 21 con una
insercidn del transgén pTRE3G-XIST. Se comprueba que la induccidn del transgén con
doxiciclina inhibe la transcripcidn de los genes USP25, CXADR, ITSN1y COL18A1, que
estan situados en el cromosoma 21 a diferentes distancias de DYRK1A, el sitio de
insercidon de pTRE3G-XIST.

15B Secuenciacion semiautomatizada mediante deteccion fluorescente (método de Sanger).

15C Se amplificaron mediante RT-PCR los transcritos de cuatro genes polimorficos del cromosoma
21 en células con trisomia 21 portadoras de una insercion del transgén pTRE3G-XIST. El ARN fue
retrotranscrito y el ADNc fue secuenciado en un secuenciador de primera generacién. Se comprobd
gue los electroferogra-mas asi obtenidos eran distintos en muestras obtenidas a partir de células
tratadas o no con doxiciclina. Se sombrean en la figura estas diferencias, que corresponden a la
presencia de picos dobles.

15D Los picos dobles corresponden a los polimorfismos de un solo nucledtido entre los alelos de
un determinado gen en cada uno de los tres cromosomas 21 de las células trisémicas. La presencia
de dos o tres alelos en una misma muestra de ARN se manifiesta en la visualizacion de dos picos
superpuestos, cada uno de los cuales se corresponde con la presencia de un nucleétido distinto en
la misma posicidon. Por ejemplo, ADAMTS1 pasa de manifestar T, Ty Asindoxa Ty T con dox
(véase la posicién sombreada en 9b).

15E Se representan dos SNP en cada uno de los genes HSPA13, ADAMTS1, TIAM1 y ETS2 del
cromosoma 21 (aparecen los tres cromosomas 21 de las células a estudio). Las flechas ({ ) indican
la disminucién de la presencia de algunos de los alelos de estos SNP en el ARN de tres de los clones
obtenidos (1, 2 y 3 en la figura) como consecuencia de la represién del correspondiente
cromosoma 21 por el transgén pTRE3G-XIST.

16A Resultados de un analisis de micromatrices de todos los genes humanos en el que se
demuestra que en tres de los clones trisomicos 21 a estudio, la induccion del transgén pTRE3G-XIST
por doxiciclina causa la represiéon de los genes de uno de los tres cromosomas 21. Los niveles de
expresion de los genes de los cromosomas 1-20, 22, X e Y no son modificados por doxiciclina en los
clones a estudio; los del cromosoma 21, sin embargo, se reducen en presencia de doxiciclina de tal
modo que la relacion entre los niveles de expresidon dox/no dox en los clones trisomicos es similar a
la que muestran células disémicas/trisémicas.

16B Resultados de un andlisis de micromatrices de casi todos los genes del cromosoma 21. Se
comparan los niveles de células disdémicas y trisémicas, cuyo cociente es similar al de las células del
clon 3 (trisémicas 21 con un transgén pTRE3G-XIST en uno de los cromosomas 21), en presencia y
ausencia de dox. Se confirma que XIST corrige a nivel de expresidn génica la trisomia 21.

16C Demostracidn de que la doxiciclina incrementa la metilacion de casi todos los genes del
cromosoma 21 (pero no en los del 22 o el X) de los clones 1y 2. La doxiciclina no modifica los
niveles de metilacién de los cromosomas 21, 22 y X de la linea parental.

16D Validacion mediante qRT-PCR (retrotranscripcion seguida de PCR cuantitativa) de los
resultados del analisis de micromatrices de la Figura 10a. Se analizaron los 10 genes del
cromosoma 21 que se indican en el eje de abscisas, confirmandose que en todos los casos su
expresion en presencia de doxiciclina es menor que en su ausencia.

135



José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (cursos 2014-15)

Area de Genética Departamento de Biologia Aplicada
Universidad Miguel Hernandez Grado en Biotecnologia Curso 2014-15

Hoja de respuestas a la serie 9 de problemas

Apellidos: Nombre: Foto

17A No es compatible con el modo de herencia autosémico dominante, ya que se
observan varios casos de hermanos enfermos cuyos padres y madres no manifiestan
la enfermedad.

17B Si es compatible con el modo de herencia autosémico recesivo, ya que los casos
men-cionados en 17A pueden explicarse por la heterocigosis del padre y la madre de
los enfermos.

17C No es compatible con el modo de herencia ligado al sexo dominante, ya que se observan
varios casos de hermanos enfermos (de ambos sexos), cuyos padres y madres no manifiestan la
enfermedad.

17D No es compatible con el modo de herencia ligado al sexo recesivo, ya que se observan varios
casos de hermanos enfermos (de ambos sexos), cuyos padres y madres no manifiestan la
enfermedad.

17E C526T y G975A: sustitucidn de la citosina 526 por timina y de la guanina 975 por adenina (la
numera-cién corresponde al ADNc de PNKP), que causan sustituciones de la leucina 176 por
fenilalanina (L176F) y del acido glutdmico 326 por lisina (E326K). g.5646_5662del: delecién de los
nucledtidos 5646 a 5662 de un intron del gen PNKP. T424FfsX48: desfase que causa el reemplazo
de 47 aminodcidos (desde la treonina 424, que es sustituida por fenilalanina) e introduce a
continuaciéon un codén de terminacién prematura.

17F Es un “western blot” de la proteina PNKP (visualizada con un anticuerpo), cuya concentracion
es mucho menor en las células de los homocigotos recesivos enfermos que en las de sus parientes
sanos. Se re-presentan, de izquierda a derecha, los individuos VI:3 y VI:1 de la familia 3 y II:1, 1I:4,
I:1yI1l:3 de la familia 7.

17G Se visualizan en un gel los productos de amplificaciones de RT-PCR realizadas a partir de
ARNm de dos individuos enfermos (izquierda) y dos sanos (derecha) de la familia 7. La banda
podria corresponder a la amplificacion de ADN gendmico contaminante.

18A En la de Oxford Nanopore Technologies, que emplea nanoporos de hemolisina (0:13 de la
animacién A5) con un sensor de ciclodextrina (0:58).

18B En la de Pacific Biosciences. Emplea nucleétidos hexafosfatados con un fluoréforo fosfoligado
(1:03 de la animacién A4) para la sintesis individual de moléculas de ADN (1:27), que es llevada a
cabo por una polimerasa de ADN inmovilizada en una guia de onda de modo cero (1:48).

18C En la del lon Proton de Life Technologies. Se basa en la deteccidn por un semiconductor de
los protones que se liberan al formarse un puente fosfodiéster (2:55 de la animacién A2). Segun su
fabricante, esta tecnologia supera a las basadas en la detecciéon de emisiones fluorescentes ya que
la reaccidn de sintesis no debe ser ciclicamente interrumpida y reiniciada y porque es menos
proclive a errores de lectura.

18D En las del Roche 454 (2:00 de la animacion A3) y el lon Proton de Life Technologies. Cada
microesfera esta asociada a un solo molde y un solo tipo de producto de amplificacion.

18E En la del Roche 454 (3:10 de la animacién A3). Participan en el proceso una polimerasa de
ADN, una sulfurilasa, una luciferasa y una apirasa.

18F En la de lllumina (HiSeq; 2:10 de la animacion Al). El extremo 3’ de los nucleétidos libres en la
mezcla de reaccién esta covalentemente unido a un fluoréforo; tras la incorporacion de uno de
estos nucledtidos a la cadena en sintesis, se requerira el desbloqueo de su extremo 3’ para permitir
la incorporacién del siguiente.

18G En la de lllumina (HiSeq; 0:50 de la animacidn Al). Consiste en la sintesis de ADN mediante
PCR en base a la complementariedad entre dos tipos de oligonucledtidos inmovilizados y los
acopladores que han sido incorporados a los extremos de los fragmentos del genoma a estudio. El
extremo 3’ de cada molécula recién sintetizada puede colisionar con un oligonucleétido
inmovilizado cercano y unirse a él por complementariedad, permitiendo la sintesis de ADN que se
denomina PCR puente.
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19A Si. GenBank Feature Extractor.

198 19C 19D 19E 19F
113 20 77 Bglll y Hincll TCT (UCU)

19G 5'-ATGGATTTATCTGCTCTTCGC-3’; su longitud es de 21 nt, su Tm bdsica es 50°C, no forma
horquillas por apareamiento intracatenario ni autodimeriza, por lo que es adecuado como cebador.

19H 5°-TCACACATCTGCCCAATTGCA-3’; su longitud es de 21 nt, su Tm basica es 52°C, no forma
horquillas por apareamiento intracatenario pero puede autodimerizar, por lo que no es adecuado
como cebador.

5'-TCACACATCTGCCCAATTGCA-3'

|
3'-ACGTTAACCCGTCTACACACT-5'

20A No es compatible con el modo de herencia autosémico dominante, ya que los individuos I11-1
y -2 (se indica en el propio arbol que son heterocigdticos) son sanos y varios de sus hijos,
enfermos.

20B Si es compatible con el modo de herencia autosdmico recesivo, ya que Ill-1 y l11-2 son
heterocigotos sanos y varios de sus hijos (de ambos sexos) padecen la enfermedad.

20C No es compatible con el modo de herencia dominante ligado al sexo, ya que se indica en el
arbol que el hombre Ill-1 (que por serlo solo cuenta con un cromosoma X) es heterocigotico.

20D No es compatible con el modo de herencia recesivo ligado al sexo, ya que se indica en el
arbol que el hombre lll-1 (que por serlo solo cuenta con un cromosoma X) es heterocigotico.

20E rs1406012 no es informativo, ya que los cinco individuos a estudio presentan el mismo
genotipo para este SNP (TT).

20F rs203024 parece cosegregar con la enfermedad ya que Ill-1 y 11I-2 son heterocigdticos AC, su
hija sana IV-1 es AA y sus hermanos enfermos IV-3 y IV-5 son CC.

20G rs963292 parece cosegregar con la enfermedad ya que IlI-1 y IlI-2 son heterocigdticos CT, su
hija sana IV-1 es TT y sus hermanos enfermos IV-3 y IV-5 son CC.

20H R258H parece cosegregar con la enfermedad ya que llI-1 y I1l-2 son heterocigéticos AG, su
hija sana IV-1 es GG y sus hermanos enfermos V-3 y IV-5 son AA.

201 rs1296279 parece cosegregar con la enfermedad ya que Ill-1 y I1l-2 son heterocigéticos CT, su
hija sana IV-1 es TT y sus hermanos enfermos IV-3 y IV-5 son CC.

20J rs725900 no cosegrega inequivocamente con la enfermedad ya que lll-1 es CTy IlI-2 es TT, su
hija sana IV-1 es CT y sus hermanos enfermos IV-3 y IV-5 son TT.

20K rs203024 no cosegrega con la enfermedad ya que IlI-1 es GG y llI-2 es AG, su hija sana IV-1 es
AG y sus hermanos enfermos IV-3 y IV-5 son GG.

20L Los genotipos para el polimorfimo que muestra el electroferograma son AG en Ill-1, GG en su
hija sana IV-1 y AA en su hermano enfermo IV-5. Estos genotipos coinciden con los del SNP R258H,

en el gen RAD51C.
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14.- Modificado por José Luis Micol Molina, a partir de las imdagenes y el texto de
http://depts.washington.edu/genetics/courses/genet371b-aut99/problems/sample2_key.html

15.- Modificado por José Luis Micol Molina, a partir de las imdagenes y el texto de
http://ibgwww.colorado.edu/genotyping_lab/IBG-Hvar2.html

16.- Modificado por José Luis Micol Molina, a partir de las imagenes y el texto de
http://www.mun.ca/biology/scarr/PCR_based_ASO_SNP_test.html,
http://www.mun.ca/biology/scarr/ASO_test_for CF2.html y
http://www.mun.ca/biology/scarr/SSO_test_for_scallop_forensics.html
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http://www.mun.ca/biology/scarr/PCR_based_ASO_SNP_test.html
http://www.mun.ca/biology/scarr/ASO_test_for_CF2.html
http://www.mun.ca/biology/scarr/SSO_test_for_scallop_forensics.html

José Luis Micol Molina Problemas resueltos de Ingenieria Genética (cursos 2011-15)
18.- Modificado por José Luis Micol Molina, a partir del texto de
http://www.cbs.dtu.dk/dtucourse/cookbooks/hnielsen/multali.html

Curso 2014-15

7 y 8.- Originales de José Luis Micol Molina, en base a las imagenes y el texto de Karimi et al. (2013).
9y 10.- Originales de José Luis Micol Molina, en base a las imagenes y el texto de Prosser et al. (2011).
11 a 16.- Originales de José Luis Micol Molina, en base a las imagenes y el texto de Jiang et al. (2013).
17.- Original de José Luis Micol Molina, en base a las imagenes y el texto de Shen et al. (2010).

20.- Original de José Luis Micol Molina, en base a las imagenes y el texto de Vaz et al. (2010).
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Distribucion de las calificaciones de las series

Se representa mas abajo la distribucién de las calificaciones (de 0 a 3 puntos; en @ Atipico maximo
ordenadas) de las series de problemas de los cursos 2011-12 a 2014-15 mediante diagramas [ %*1°19%
de cajas y bigotes, en los que los bigotes, las lineas que delimitan cada caja y la que la

.. .. Qj: Tercer cuartil
subdivide corresponden a los valores que se indican a la derecha. :

Estos diagramas permiten estimar la dificultad relativa de cada serie. La décima del M: Mediana
curso 2011-12 fue muy distinta de las restantes porque ese aiio planteé 30 problemas pero Q,: Primer cuartil
estableci una calificacion maxima de 20 puntos; muchos de los alumnos que alcanzaron esa
puntuacion acumulada en las primeras 8 o0 9 series no presentaron la hoja de respuestas de 1 q,-150r
la décima. También es distinta la serie décima del curso 2012-13, en la que concedi 3 puntos | Atipico minimo
a casi todos mis alumnos. IQR=Q;-Q,
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Archivos complementarios

Diapositivas complementarias

Para resolver el problema 51G2014-15.pptx

Problemas resueltos de IG (2013-14) diapositivas complementarias.pptx
Problemas resueltos de IG (2014-15) diapositivas complementarias.pptx

Problema81G2012-13.txt
ATGTTCCTGGTTGCGTGAACAGGATAGGTGAGGAGTTTAGCCTCAACGATTTTCGCGCGAGTTAAACTCGATAACACAACTA
ATCCACTTGCCCTATTATCGGACAGTGTCGCCTGCGAACGCAGAAAGCCAAGTTCGTGAAATAGTTCGTCCGAAACGCAAAC
TGGAAAGGTCGCGCATGTTCGTGCTCCCGCATTTATCTTCACCAATATCAGGAATATGCATATTTTCCCTTCGGTGATAACT
ATGGAATACTCCAGGAAAACTTACTTGGATTTAAACATAATGGCGAAGTATATATTGATCCTGAGTCTCTTTTTTGGACCAG
GACTAAGTTGGGACGTTTTCTACTCTGGAGACGAGGACCAACTCAGCTTAGCCCGGGAGCGACGGGCGGCAAATTACAACCC
TTCACCCCATATGAGTACGTGGGAAAGAAACGAAATCCAGCAAGAAATCCTGAACATTCTAGGCCTACAACACCGGCCTAGG
CCCCCGTCCCTTCGGGGTGGCCAGAACCAATTCTGCGCTCAGTTTACTGAATGGAGTTATTATCGTACTTTGAATATCGACG
AGCAGTCTGGACACCCTAGTGAAACTGAGCCCCAGCCCGGAGGTTTGGCGTCCAATGCCATCTACAACTCGCCCGATTCGTC
GGGGATCGGGAGTGTTATGTCTGGCACAGTGTTTAACTATACAAGARAATGAAGTACAAGCCGTCAGTCAAGCCGATACCATT
ATGAGTTTACCTGTCCACTACAAAGACGCGGCAATCGAAGACACGGAGCATCGGTACCGATTCGATATCGGCAGGATACCCCC
AAGGTGAGACGGTGACGTCAGCTGAGCTGCGCGTCTTCCGTGACGCGGGGAGGCAAGGCAGATCCTTGTATCGAATCGATGT
TCTGCTGCTGAGAGAACGAGGTAGTGATGGTTCCAGGTCACCCGTGTATTTGGATAGTACCATTGTTGGCGCAGGGGATCAT
GGCTGGTTGGTCTTTGATATGACGTCGGCTACAAGTACATGGAGGTCCTACCCAGGGGCTAATGTTGGTCTTCAGCTCCGTG
TTGAGTCTTTACAAGGTCTGAACATCGATCCCACGGACGCAGGGGTGGTTGGTGTCGGCAATAACGAGGGTCGAGAGCCTTT
CATGGTGGTCTTCTTCCAACGCAACGAGGAGGTCATCGCGACAAACTCCCATCTCCGGCGTAATCGTCGAGCAGCGALCTCGA
CAAAAGAAAGGCGGAAAGAGACCAAGAAAACCAGATACAGATAACGACATCGCTTCCAGGGATAGTGCATCATCTCTAAATA
GCGATTGGCAATGTAAACGAAAGAATTTGTTCGTCAATTTCGAAGACCTAGACTGGCAGGAATGGATCATCGCACCCCTTGG
GTACGTGGCTTTCTACTGCCAGGGTGAGTGCGCCTTCCCTCTCAATGGGCACGCCAATGCCACCAACCACGCCATCGTGCAG
ACACTCGTCCACCACATGAGCCCTAGTCACGTACCTCAGCCATGCTGTGCCCCGACCAAACTCAGTCCAATCACCGTACTCT
ATTACGATGACAGTCGCAACGTGGTTCTTAAGAAGTACAAGAATATGGTGGTCCGTGCATGTGGTTGCCTCTAGCAACGGAA
GATGCATCAAATTGATGTTTTCTTCTTTGATTTTTTATTCGTCGAGTACGGCTTTAAGAGGCTACCAGACATGTTGGACTGA
TTTAATCGGAGTTTAAAATCTGAAGGAAGAAAGGCAAGCGTCCACACAGTGTAAGAGATAATTGTTAATTTGTTTTAATAAT
GTTTTATGATCAAGTATTCTGCAGGTCTTTGACAAATAGTTTGCTAACARAAGGTGGCTTTTTCAATCGGTTTTCAATCATAT
TTTATAATTCAACCCACTATCAATATAGTGTTGTTGCTTCTTTGGCGTATATCATCTTGTGTTGGAAATATAATTACAATGA
CCGAAAGTTACTGAGATTATGATGAAAGTTTGTAGGGAAAATAATGTGTATTTATATATACGGAAACGGAGGAAATGTCATG
TACGTGAGTATTTTATTAGTGGAATTACGGCCATTCCATTGTCAATTTGCCGATGACATTAGACTTATGAGAAATTTTGATA
TTGTTTTTTTTTCGAACTTGAACTCGTTTTCCGATCCACATACAATATTTAAAAAAATCATTCAGAAAAATGAAAAGGTTAT
GATTAAAGTGGGGATATATATATACATATGAAACCATCATCACTTCATGCCCATTATTTTATTATCCGTAATTTTTTTGTCA
TTTTTGGATAGGTAATATTTTACTTGTAATAATTATGGAGATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTCCCGTCTCTCTATTTCTGC
ATCACTTTTGCAGCAAATTGCTACTTAGATCCAGTTAGCAATAATACATCATTTTATTTAACTTGTTCCCGGCCGTCGATTC
AATACGTGACTATTTAGTCACTACTCATATCAAGAGAAAACTGGGAATATAACATTAACACCGAGGCTATATCAAGCCTACA
AGATTATATCAAAGTTGTTGAGATCCGTGAAAATTTGTATGGGAAAAAAAGTGTTAATTACCCTCAGGGCTGGATAAAGATG
TATACGTGACTATACTAAGGACAAATTCTCATGTGGCGATCGTAATTTCTTCTTAATTTTCTTATTGAGTAGCAGGGGAGAT
TTCAGTTATTAGCCAAAGACGAACAAGTCAATAGCAATTTTCTGCTATAATTAAGCACGCGAATGTAATATCAGTATGAGGC
ATTACGACTTGATTCGGCATGCATGACGCGGAGACACAATTTTCTATGGGAAAAAAAAAAAAAGGGGCAAACAGTTGTGTGG
GCCGGCCAATAACACTGGCCTAGGATGAATATATGAATAAACTACTAGTATATAGATGTGAGTGTGAGAAAAAATATATTCA
ATAATTATGTGTCTATGCGAGAAGAACGTAAAACCATGTTGGATTTCATTTTTATATCGCGTGCATTTACGTCATG

Problemal01G2012-13.txt

MDAYALPTYFPLAYSELQFLASRRAAAVAAAATVLPGSPCINQHHPTDVSSSVTVPSIIPTGGTSDSIKTSIQPQICNENTL
LGNAGHQHNHQPQHVHNINVTGQPHDFHPAYRIPGYMEQLYSLORTNSASSFHDPYVNCASAFHLAGLGLGSADFLGSRGLS
SLGELHNAAVAAAAAGSLASTDFHFSVDGNRRLGSPRPPGGSIRASISRKRALSSSPYSDSFDINSMIRFSPNSLATIMNGS
RGSSAASGSYGHISATALNPMSHVHSTRLOQIQAHLLRASAGLLNPMTPQQOQVAASGESIGHMPTSASLRVNDVHPNLSDSHI
QITTSPTVTKDVSQVPAAAFSLKNLDDAREKKGPFKDVVPEQPSSTSGGVAQVEADSASSQLSDRCYNNVVNNITGIPGDVK
VNSRLDEYINCGSISIPSNEYDCANADTTDIKDEPGDFIETNCHWRSCRIEFITODELVKHINNDHIQTNKKAFVCRWEDCT
RGEKPFKAQYMLVVHMRRHTGEKPHKCTFEGCFKAYSRLENLKTHLRSHTGEKPYTCEYPGCSKAFSNASDRAKHQNRTHSN
EKPYICKAPGCTKRYTDPSSLRKHVKTVHGAEFYANKKHKGLPLNDANSRLOQONNSRHNLQEHNIDSSPCSEDSHLGKMLGT
SSPSIKSESDISSSNHHLVNGVRASDSLLTYSPDDLAENLNLDDGWNCDDDVDVADLPIVLRAMVNIGNGNASASTIGGSVL
ARQRFRGRLQTKGINSSTIMLCNIPESNRTFGISELNQRITELKMEPGTDAEIKIPKLPNTTIGGYTEDPLONQTSEFRNTVS
NKQGTVSGSIQGQFRRDSONSTASTYYGSMQSRRSSQSSQVSSIPTMRPNPSCNSTASEFYDPISPGCSRRSSQOMSNGANCNS
FTSTSGLPVLNKESNKSLNACINKPNIGVQGVGIYNSSLPPPPSSHLIATNLKRLOQRKDSEYHNFTSGREFSVPSYMHSLHIK
NNKPVGENEFDKAIASNARRQTDPVPNINLDPLTNISREFSTTPHSEDINVGKTNNIASSINKDNLRKDLFTVSIKADMAMTS
DOHPNERINLDEVEELILPDEMLQYLNLVKDDTNHLEKEHQAVPVGSNVSETIASNHYREQSNIYYTNKQILTPPSNVDIQP
NTTKFTVQDKFAMTAVGGSEFSQRELSTLAVPNEHGHAKCESFHHQSQKYMNTDIGSKQQSALPSAHQRQTEKSNYNQIIDSS
MTSLPELNVDSIYPRNETENIFKVHGDHDNEIQCGIISQSQMSPSTNLNNDGQFSTVNMQPITTSKLEFPPEPQKIVCDTQAS
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NTSVMHLDTYQRTLEYVQSCONWMETNNTSTNQIQSLPGMPVNNTLFPDVSSSTHPYHGTNMVINDMTTSLTSLLEENRYLQ
MMOQ

Problemal81G2013-14.txt

>HV1A2
TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDARAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLGNVTENENMWKNNMVEQMQEDI I SLW
DQOSLKPCVKLTPLCVTLNCTDLGKATNTNS SNWKEEIKGEIKNCSFNITTSIRDKIQKENALFRNLDVVPIDNASTTTNYTN
YRLIHCNRSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPAGFAILKCNNKTFNGKGPCTNVSTVQCTHGIRPIVSTQLLLNGSLAEEEVVI
RSDNFTNNAKTIIVQLNESVAINCTRPNNNTRKSIYIGPGRAFHTTGRIIGDIRKAHCNISRAQWNNTLEQIVKKLREQFGN
NKTIVFNQSSGGDPEIVMHSFNCRGEFFYCNTTQLFNNTWRLNHTEGTKGNDTIILPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIGGQ
ISCSSNITGLLLTRDGGTNVTNDTEVFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVIKIEPIGVAPTKAKRRVVQOREKR

>HV1B1
TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLVNVTENFNMWKNDMVEQMHEDI ISLW
DOSLKPCVKLTPLCVSLKCTDLKNDTNTNSSSGRMIMEKGEIKNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFYKLDIIPIDNDTTSYTLT
SCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTEFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSAN
FTDNAKTIIVQLNQSVEINCTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNISRAKWNNTLKQIDSKLREQFGNNKT
IIFKQSSGGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWENSTWSTKGSNNTEGSDTITLPCRIKQI INMWNQEVGKAMYAPPIS
GOIRCSSNITGLLLTRDGGNSNNESEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQREKR

>HV1BR
TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLVNVTENFNMWKNDMVEQMHEDI I SLW
DOSLKPCVKLTPLCVSLKCTDLGNATNTNSSNTNSSSGEMMMEKGE IKNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFYKLDIIPIDNDTT
SYTLTSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTENGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVV
IRSANFTDNAKTIIVQLNQSVEINCTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNISRAKWNATLKQIASKLREQF
GNNKTIIFKQSSGGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWENSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAMY
APPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNNNNGSEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQREKR
>HV1C4
ANLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEAHNVWATHACVPTNPNPQEVVLENVTENENMWKNNMVEQMHEDI I SLWD
QSLKPCVKLTPLCVTLNCTDLNTNNTTNTTELSIIVVWEQRGKGEMRNCSEFNITTSIRDKVQREYALFYKLDVEPIDDNKNT
TNNTKYRLINCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPTGFALLKCNDKKENGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAE
EEVVIRSENFTNNAKTIIVQLNVSVEINCTRPNNHTRKRVTLGPGRVWYTTGEILGNIRQAHCNISRAQWNNTLQQIATTLR
EQFGNKTIAFNQSSGGDPEIVMHSEFNCGGEFFYCNSTQLENSAWNVTSNGTWSVTRKQKDTGDIITLPCRIKQI INRWQVVG
KAMYALPIKGLIRCSSNITGLLLTRDGGGENQTTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVOREKR
>HV1EL
ADNLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKSYETEAHNIWATHACVPTDPNPQEIALENVTENFNMWKNNMVEQMHEDI ISLW
DQOSLKPCVKLTPLCVTLNCSDELRNNGTMGNNVTTEEKGMKNCSEFNVTTVLKDKKQQVYALFYRLDIVPIDNDSSTNSTNYR
LINCNTSAITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCRDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVIIRS
ENLTNNAKNIIAHLNESVKITCARPYONTRORTPIGLGQSLYTTRSRSIIGQAHCNISRAQWSKTLOQVARKLGTLLNKTII
KFKPSSGGDPEITTHSFNCGGEFFYCNTSGLENSTWNISAWNNITESNNSTNTNITLQCRIKQI IKMVAGRKAIYAPPIERN
ILCSSNITGLLLTRDGGINNSTNETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVQIEPIGVAPTRAKRRVVEREKR

>HV1H3
TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLVNVTENENMWKNDMVEQMHEDI I SLW
DQOSLKPCVKLTPLCVSLKCTDLKNDTNTNSSSGRMIMEKGE IKNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFYKLDIIPIDNDTTSYTLT
SCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSVN
FTDNAKTIIVQLNTSVEINCTRPNNNTRKKIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNI SRAKWNATLKQIASKLREQFGNNKT
IIFKQSSGGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWENSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAMYAPPIS
GQIRCSSNITGLLLTRDGGNNNNGSEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQREKR

>HV1JR
LWVTVYYGVPVWKETTTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLENVTEDFNMWKNNMVEQMQEDVINLWDQS
LKPCVKLTPLCVTLNCKDVNATNTTSSSEGMMERGEIKNCSFNITKSIRDKVQKEYALFYKLDVVPIDNKNNTKYRLISCNT
SVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTENGKGQCKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEKVVIRSDNFTDN
AKTIIVQLNESVKINCTRPSNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHCNISRAQWNNTLKQIVEKLREQFNNKTIVFTHS
SGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWNDTEKSSGTEGNDTIILPCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIKGQIRCSSNIT
GLLLTRDGGKNESEIEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQREKR

>HV1KB
AEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEAHNVWATHACVPTDPNPQEVVLVNVTENFNMWKNNMVEQMHENTI I SLW
DQOSLKPCVKLTPLCVTLHCTDLRNTTNNNSSIEEKMKGEIKNCSEFNVTTNIRDKVQKEYALFYKLDVVPIDNDNNSTNTCYR
LISCDTSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPAGFALLKCNNKTFNGTGPCKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEGVVIRS
ENFTDNVKTIIVQOLNETVKINCIRPNNKTRKRVTMGPGRVYYTTGEIIGDIRQAHCNISRAEWNKTLEQIANKLRKQFENKT
IVFNQSSGGDPEIVMHNFNCGGEFFYCDSSQLFNSTHLSNGTWHWNGTGPENITLPCRIKQIVNMWQEVGKAMYAPPIRGQIR
CSSNITGLLLTRDGGNTONNNTNSSIEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTRAKRRVVQOREKR

>HV1MN
TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATQACVPTDPNPQEVELVNVTENFNMWKNNMVEQMHEDI ISLW
DQOSLKPCVKLTPLCVTLNCTDLRNTTNTNNSTANNNSNSEGT IKGGEMKNCSFNITTSIRDKMOKEYALLYKLDIVSIDNDS
TSYRLISCNTSVITQACPKISFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFSGKGSCKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEV
VIRSENFTDNAKTIIVHLNESVQINCTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKNIIGTIRQAHCNISRAKWNDTLRQIVSKLKEQF
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KNKTIVENQSSGGDPEIVMHSENCGGEFFYCNTSPLENSTWNGNNTWNNTTGSNNNITLOQCKIKQIINMWQEVGKAMYAPPI
EGQIRCSSNITGLLLTRDGGKDTDTNDTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVTIEPIGVAPTKAKRRVVQOREKR

>HV1RH
AEDLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASEAKAYKTEVHNVWAKHACVPTDPNPQEVLLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLW
DOSLKPCVKLTPLCVTLNCTDANLNGTNVTSSSGGTMMENGEIKNCSEFQVTTSRRDKTQKKYALFYKLDVVPIEKGNISPKN
NTSNNTSYGNYTLIHCNSSVITQACPKVSFEPIPIHYCTPAGFAILKCNDKKENGTGPCKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLN
GSLAEEEVVIRSENFTDNVKTIIVQLNASVQINCTRPNNNTRKSITKGPGRVIYATGQIIGDIRKAHCNLSRAQWNNTLKQV
VITKLREQFDNKTIVFTSSSGGDPEIVLHSENCGGEFFYCNTTQLENSTWNSTEGSNNTGGNDTITLPCRIKQIVNMWQEVGK
AMYAPPISGQIKCISNITGLLLTRDGGEDTTNTTE IFRLGGGNMRDNWRSELYKYKVVRIEPIGVAPTRAKRRVVQREKR
>HV1S1
VEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEIVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLW
DOSLKPCVKLTPLCVTLHCTNLKNATNTKSSNWKEMDRGE IKNCSFKVTTSIRNKMOQKEYALEFYKLDVVPIDNDNTSYKLIN
CNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKENGSGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEGVVIRSENEF
TDNAKTIIVQLKESVEINCTRPNNNTRKSITIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHCNISGEKWNNTLKQIVTKLOAQEFGNKTIVE
KQOSSGGDPEIVMHSENCGGEFFYCNSTQLENSTWNNTIGPNNTNGTITLPCRIKQIINRWOQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNI
TGLLLTRDGGKEISNTTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQREKR

>HVIW1
VEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYSTEAHKVWATHACVPTNPNPQEVVLENVTENEFNMWKNNMVEQMHEDIISTW
DOSLKPCVKLTPLCVTLNCIDKNITDWENKTIIGGGEVKNCSENITTSIRDKVHKEYALFYKLDVVPIKSNNDSSTYTRYRL
THCNTSVITQACSKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKENGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEIVIRSE
NEFTDNAKTIIVHLNESVEINCTRPNNNVRRRHIHIGPGRAFYTGEIRGNIRQAHCNISRAKWNNTLKQIVEKLREQFKNKTI
VENHSSGGDPEIVTHSENCGGEFEFYCDSTQLENSTWNVTGISTEGNNNTEENGDTITLPCRIKQIINMWQGVGKAMYAPPIG
GQIRCSSNITGLLLTRDGGNSSSREEIFRPGGGNMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTKAKRRVVQREKR

>HV1Z2
DNLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKSYKTEAHNIWATHACVPTDPNPQEIELENVTENENMWRNNMVEQMHEDI ISLWD
QSLKPCVKLTPLCVTLNCIDEVMENVTMKNNNVTEE IRMKNCSEFNITTVVRDKTKQVHALFYRLDIVPIDNDNSTNSTNYRL
INCNTSAITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCRDKRENGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEITIRSE
NLTNNAKIIIVQLNESVAINCTRPYRNIRQRTSIGLGQALYTTKTRSIIGQAYCNISKNEWNKTLOQOVAIKLGNLLNKTTII
FKPSSGGDPEITTHSEFNCGGEFFYCNTSGLENSTWDISKSEWANSTESDDKPITLQCRIKQIINMWQGVGKAMYAPPIEGQI
NCSSNITGLLLTRDGGTNNSSNETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPIGVAPTRAKRRVVEREKR

>HV1Z8
AEDLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKSYEPEAHNIWATHACVPTDPNPREIEMENVTENEFNMWKNNMVEQMHEDIISTLW
DONLKPCVKLTPLCVTLNCTNAGGNKTTNGNNTTNQEEQMMEKGEMKNCSENITTVISDKKKQVHALEFYRLDVVPIDDDNSA
NTSNTNYTNYRLINCNTSAITQACPKVTFEPIPIHYCAPAGFAILKCKDKKENGTGPCKKVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNG
SLAEEEITIRSENLTNNVKTIIVHLNESVEINCTRPDNKITROSTPIGLGQALYTTRIKGDIRQAYCNISAAAWNKTLOQVA
KKLGDLLNQTTIIFKPPAGGDPEITTHSENCGGEFFYCNTSRLENSTWNSSTWNNDTLNSEGTIKLPCRIKQIINMWQGVGK
AMYAPPIEGLIKCTSNITGLLLTRDGGVNNSTNETFRPGGGDMKDNWRNELYKYKVVRIEPIGVAPTRAKRRVVEREKR
>HV2BE
YCSQYVTVEYGIPAWKNASIPLFCATKNRDTWGTIQCLPDNDDYQEIILNVTEAFDAWNNTVTEQAVEDVWHLFETSIKPCV
KLTPLCVAMNCSRVQGNTTTPNPRTSSSTTSRPPTSAASIINETSNCIENNTCAGLGYEEMMQCEEFNMKGLEQDKKRRYKDT
WYLEDVVCDNTTAGTCYMRHCNTSIIKESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFALLRCNDTNYSGFEPKCTKVVAASCTRMMETQTS
TWEGEFNGTRAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKYYNLTMRCKRPGNKTVLPITLMSGLVFHSQPINTRPROQAWCREFGGRWREAM
QEVKQTLVOHPRYKGINDTGKINFTKPGAGSDPEVAFMWTNCRGEFLYCNMTWELNWVEDKNQTRRNYCHIKQIINTWHKVG
KNVYLPPREGELACESTVTSIIANIDIDKNRTHTNITFSAEVAELYRLELGDYKLIEITPIGFAPTDQORR

>HV2CA
YCROQOYVTVEFYGVPAWKNASIPLFCATKNRDTWGTIQCLPDNDDYQEIPLNVTEAFDAWDNTITEQATEDVWNLEFETSIKPC
VKLTPLCVAMKCNISTSDTTMIRTTTPSTAKEAPISDNSPCIRTNNCSGLEEEKIVKCHFNMTGLERDKKKQYNETWYSSDV
VCDNSTDOTTNETTCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFAILRCNDTKYSGFAPNCSKVVASTCTRMMETQTST
WEGENGTRAENRTY IYWHGKDNRTITISLNKHYNLSMYCRRPGNKTVVPITLMSGOQRFHSRPIINKRPROAWCWEKGNWTEAM
QEVKQTLAEHPRYKGTKNITDITFKAPERGSDPEVTYMWSNCRGEFEFYCNMTWELNWVENKPNTTKRNYAPCHIRQIINTWH
KVGKNVYLPPREGELTCNSTVTSIIANIDERDNQTTNITEFSADVAELYRLELGDYKLVEITPIGFAPTSQKR

>HV2D1
YCKQYVTVEYGIPAWRNASIPLEFCATKNRDTWGTIQCLPDNDDYQEITLNVTEAFDAWDNTVTEQAIEDVWRLFETSIKPCV
KLTPLCVAMNCNITSGTTATPSPPNITIIDENSTCIGDNNCTGLGKEEVVECEFNMTGLEQDKKRKYNDAWY SRDVVCDKTN
GTGTCYMRHCNTSVIKESCDKHYWDAMKFRYCAPPGFALLRCNDTNYSGFEPKCSKVVAASCTRMMETQTSTWEFGENGTRAE
NRTYIYWHGKDNRTIISLNKYYNLTMHCKRPGNKTVVPITLMSGRREFHSRPVYNKKPGOAWCWFQGNWIEAMREVKQTLAKH
PRYGGTNDTGKINFTKPGIGSDPEVTYMWTINCRGEFLYCNMTWEFLNWVENKTNQTHGNYAPCHIRQIINTWHKVGTNVYLPP
REGELTCNSTVTSIIANIDSDGNQTNITFSAEVAELYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTKEKRYSSAPVRNKR

>HV2G1
YCTQYVTVEFYGVPVWRNASIPLFCATKNRDTWGTIQCKPDNDDYQEITLNVTEAFDAWDNTVTEQAVEDVWSLFETSIKPCV
KLTPLCVAMSCNSTTNNTTTTGSTTGMSEINETSPSYSDNCTGLGKEEIVNCQFYMTGLERDKKKQYNETWY SKDVVCESNN
TKDGKNRCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAIKFRYCAPPGYALLRCNDTNYSGFEPKCSKVVASTCTRMMETQTSTWEGENGT
RAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKYYNLSTIHCKRPGNKTVVPITLMSGLVEFHSQPINTRPROAWCWEFKGKWREAMOEVKQTLI
KHPRYKGTNDTKNINFTKPGRGSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWELNWVENRPNQTQHNYAPCHIRQIINTWHKVGKNVYL
PPREGQLTCNSTVTSIIANIDVNSNQTNITEFSAEVAELYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTREKR

>HV2NZ
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HCKQFVTVEFYGIPAWRNASIPLFCATKNRDTWGTIQCLPDNDDYQEITLNVTEAFDAWNNTVTEQAVEDVWNLFETSIKPCV
KLTPLCVAMNCTRNMTTWTGRTDTQONITIINDTSHARADNCTGLKEEEMIDCQFSMTGLERDKRKQYTEAWYSKDVVCDNNT
SSQSKCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFALLRCNDTNYSGFAPNCSKVVAATCTRMMETQTSTWEGENGTRA
ENRTYIYWHGKDNRTIISLNNFYNLTMHCKRPGNKTVLPITFMSGFKFHSQPVINKKPRQAWCWFEGQWKEAMQEVKETLAK
HPRYKGNRSRTENIKFKAPGRGSDPEVTYMWTNCRGESLYCNMTWFLNWVENRTGQKQRNYAPCRIRQIINTWHRVGKNLYL
PPREGELTCNSTVTSIIANIDAGDQTNITFSAEAAELYRLELGDYKLVEITPIGFAPTSVKR

>HV2RO
YCTQYVTIVEYGVPTWKNATIPLFCATRNRDTWGTIQCLPDNDDYQEITLNVTEAFDAWNNTVTEQAIEDVWHLFETSIKPCV
KLTPLCVAMKCSSTESSTGNNTTSKSTSTTTTTPTDQEQEISEDTPCARADNCSGLGEEETINCQFNMTGLERDKKKQYNET
WYSKDVVCETNNSTNQTQCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAIRFRYCAPPGYALLRCNDTNYSGFAPNCSKVVASTCTRMMET
QTSTWFGFNGTRAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKYYNLSLHCKRPGNKTVKQIMLMSGHVFHSHYQPINKRPRQAWCWEFKGK
WKDAMQEVKETLAKHPRYRGTNDTRNISFAAPGKGSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINT
WHKVGRNVYLPPREGELSCNSTVTSIIANIDWONNNQTNITFSAEVAELYRLELGDYKLVEITPIGFAPTKEKR

>HV2S2
YCVQYVTVEYGVPVWRNASIPLFCATKNRDTWGTIQCLPDNDDYQEIALNVTEAFDAWNNTVTEQAVEDVWSLFETSIKPCV
KLTPLCVAMRCNSTTAKNTTSTPTTTTTANTTIGENSSCIRTDNCTGLGEEEMVDCQFNMTGLERDKKKLYNETWYSKDVVC
ESKDTKKEKTCYMNHCNTSVITESCDKHYWDTMRFRYCAPPGFALLRCNDTNYSGFEPNCSKVVAATCTRMMETQTSTWEGE
NGTRAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKEFYNLTILCKRPGNKTVVPITLMSGLVFHSQPINRRPRQAWCWFKGEWKEAMKEVKL
TLAKHPRYKGTNDTEKIRFIAPGERSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWELNWVENRTNQTQHNYVPCHIKQIINTWHKVGKN
VYLPPREGQLTCNSTVTSIIANIDGGENQTNITFSAEVAELYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTSIKR

>HV2SB
YCTKYVIVEYGVPVWKNASIPLFCATKNRDTWGTIQCLPDNDDYQEIPLNVTEAFDAWDNIVTEQAVEDVWNLFETSIKPCV
KLTPLCVTMNCNASTESAVATTSPSGPDMINDTDPCIQLNNCSGLREEDMVECQFNMTGLELDKKKQYSETWYSKDVVCESD
NSTDRKRCYMNHCNTSVITESCDKHYWDAMRFRYCAPPGFVLLRCNDTNYSGFEPNCSKVVASTCTRMMETQPSTWLGENGT
RAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKYYNLTILCRRPENKTVVPITLMSGRRFHSQKIINKKPRQAWCRFKGEWREAMQEVKQTL
VKHPRYKGTNDTNKINFTAPEKDSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWFLNWVENKTGQQHNYVPCHIEQI INTWHKVGKNVYL
PPREGELSCESTVTSIIANIDVDGDNRTNITFSAEVAELYRLELGDYKLVEVTPIGFAPTAEKR

>HV2ST
YCVQYVTVEYGVPVWRNASIPLFCATKNRDTWGTIQCLPDNDDYQEIALNVTEAFDAWNNTVTEQAVEDVWSLFETSIKPCV
KLTPLCVAMRCNSTTAKNTTSTPTTTTTANTTIGENSSCIRTDNCTGLGEEEMVDCQFNMTGLERDKKKLYNETWYSKDVVC
ESNDTKKEKTCYMNHCNTSVITESCDKHYWDTMRFRYCAPPGFALLRCNDTNYSGFEPNCSKVVAATCTRMMETQTSTWEGE
NGTRAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKEFYNLTVHCKRPGNKTVVPITLMSGLVFHSQPINRRPRQAWCWFKGEWKEAMKEVKL
TLAKHPRYKGTNDTEKIRFIALGERSDPEVAYMWTNCRGEFLYCNMTWELNWVENRTNQTQHNYVPCHIKQI INTWHKVGKN
VYLPPREGQLTCNSTVTSIIANIDGGENQTNITFSAEVAELYRLELGDYKLIEVTPIGFAPTPVKR

>SIVCZ
SELWVTVYYGVPVWHDADPVLFCASDAKAHSTEAHNIWATQACVPTDPSPQEVFLPNVIESFNMWKNNMVDQOMHEDIISLWD
QSLKPCVKLTPLCVTLQCSKANFSQAKNLTNQTSSPPLEMKNCSENVTTELRDKKKQVYSLEFYVEDVVNLGNENNTYRIINC
NTTAITQACPKTSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKDFSGKGKCTNVSTVHCTHGIKPVVTTQLLINGSLAEGNITVRVENKS
KNTDVWIVQLVEAVSLNCHRPGNNTRGEVQIGPGMTFYNIENVVGDTRSAYCKINGTTWNRTVEEVKKALATSSNRTAANIT
LNRASGGDPEVTHHMFNCGGEFFYCNTSQIFTDNITNGIIILPCRIRQIVSSWMRVGRGIYAPPIRGNITCNSNITGLLLTS
DTPVTNNSGNLTFRPTGGNMKDIWRSELYKYKVVRIEPIGVAPTKARRHTVARQKDRQKR

>SIVM1
IQYVTVEFYGVPAWRNATIPLFCATKNRDTWGTTQCLPDNDDYSELALNVTESFDAWENTVTEQAIEDVWQLFETSIKPCVKL
SPLCITMRCNKSETDKWGLTKSSTTTASTTTTTTAKSVETRDIVNETSPCVVHDNCTGLEQEPMISCKEFNMTGLKRDKKKEY
NETWYSADLVCEQGNSTGNESRCYMNHCNTSVIQECCDKDYWDAIRCRYCAPPGYALLRCNDTNYSGEFMPNCSKVVVSSCTR
MMETQTSTWFRENGTRAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKHYNLTMKCRRPGNKTVLPVTIMSALVFHSQPVNERPKQAWCREG
GNWKEAIKEVKQTIVKHPRYTGTNNTDKINLTAPRGGDPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWFLNWVEDRSLTTQKPKERHKRNY
VPCHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTCNSTVTSLIANINWTDGNQTSITMSAEVAELYRLELGDYKLVEITPIGVAPTN
VKRYTTGGTSRNKR

>STIVMK
TQYVTVEFYGVPAWRNATIPLFCATKNRDTWGTTQCLPDNGDYSELALNVTESFDAWENTVTEQAIEDVWQLFETSIKPCVKL
SPLCITMRCNKSETDRWGLTKSSTTITTAAPTSAPVSEKIDMVNETSSCIAQNNCTGLEQEQMISCKFTMTGLKRDKTKEYN
ETWYSTDLVCEQGNSTDNESRCYMNHCNTSVIQESCDKHYWDTIRFRYCAPPGYALLRCNDTNYSGFMPKCSKVVVSSCTRM
METQTSTWEGENGTRAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKYYNLTMKCRRPGNKTVLPVTIMSGLVFHSQPLTDRPKQAWCWEGG
KWKDAIKEVKQTIVKHPRYTGTNNTDKINLTAPGGGDPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWELNWVEDRDVTTQRPKERHRRNYV
PCHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTCNSTVTSLIANIDWTDGNQTSITMSAEVAELYRLELGDYKLVEITPIGVAPTDV
KRYTTGGTSRNKR

>SIVML
TQYVTVEYGVPAWRNATIPLFCATKNRDTWGTTQCLPDNGDYSELALNVTESFDAWENTVTEQAIEDVWQLFETSIKPCVKL
SPLCITMRCNKSETDRWGLTKSSTTITTAAPTSAPVSEKLDMVNETSSCIAQNNCTGLEQEQMISCKEFNMTGLKRDKTKEYN
ETWYSTDLVCEQRNSTDNESRCYMNHCNTSVIQESCDKHYWDTIRFRYCAPPGYALLRCNDTNYSGFMPKCSKVVVSSCTRM
METQTSTWEGENGTRAENRTYIYWHGRDNRTIISLNKYYNLTMKCRRPGNKTVLPVTIMSELVFHSQPINDRPKQAWCWEGG
KWKDAIKEVKQTIVKHPRYTGTNNTDKINLTAPGGGDPEVTFMWTNCRGEFLYCKMNWELNWVEDKDVTTQRPKERHRKNYV
PCHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTCNSTVTSLIANIDWTDGNQTSITMSAEVAELYRLELGDYKLVEITPIGVAPTDV
KRYTTGGTSRNKR
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Curriculum resumido del autor

Soy Catedratico de Universidad en el drea de conocimiento de Genética desde el afio 2000. He impartido
asignaturas de Genética, Genética Humana, Genética de Poblaciones, Evolucion, Ingenieria Genética y Genética
Molecular en las licenciaturas o grados de Biologia, Medicina, Ciencias Ambientales, Bioquimica y Biotecnologia
de las universidades de Murcia y Alicante y en la UMH. He sido responsable de asignatura en 36 ocasiones,
organizando 13 de nueva creacidn, y he impartido 32 cursos de doctorado.

Soy Licenciado en Ciencias Quimicas (Universidad de Murcia, 1979) y en Ciencias Bioldgicas
(Universidad Autdnoma de Madrid, 1983). Fui Profesor Ayudante de la Universidad de Murcia (1979-85),
becario postdoctoral de la Fundacién Juan March en el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (Madrid,
1986-89), y Research Fellow y Senior Research Fellow en el California Institute of Technology (Pasadena,
EEUU, 1989-91). Creé el grupo de Genética de la Universidad de Alicante, a la que me incorporé en 1991
como Profesor Titular de Universidad, y el de la UMH, a la que fui transferido en el momento de su creacién,
en 1997.

Soy autor de mas de cien publicaciones cientificas, que incluyen articulos en Nature, Plant Cell, Nucleic
Acids Research, Proceedings of the National Academy of Sciences USA, Current Opinion in Plant Biology, Trends
in Genetics, Trends in Plant Science, New Phytologist, Development, Plant Journal, Plant Physiology, Molecular
Biology and Evolution, Genetics y otras revistas, que han recibido unas 6.000 citas segin Google Scholar. He
dirigido 19 tesis doctorales finalizadas y el trabajo de 14 investigadores doctores.

Para mas informacidn, véase http://genetics.umbh.es.
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