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INSTRUCCIONES:

1. No abra este cuestionario hasta que se lo indiquen.
2. Este examen consta de tres casos practicos, deberd elegir dos de ellos.
3. El tiempo de realizacion de este ejercicio es de tres horas.
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EJERCICIO 1

SaiS es una proteina con una estructura primaria bien conservada en procariotas que incluye un
dominio S1. Los valores tedricos de masa molecular y punto isoeléctrico apenas varian entre
especies: 250-260 kDa vy 11.5-12.0, respectivamente. Quieres caracterizar SaiS en
Exampliobacterium sextilus, una bacteria recién descubierta con alto potencial biotecnolégico.
Explica concisa y razonadamente cémo llevarias a cabo las siguientes cuatro tareas concretas
relacionadas con el proyecto:

1) El genoma de E. sextilus acaba de secuenciarse, pero aun no tiene anotado ningiin marco abierto
de lectura. (5 puntos.)

a) ¢Como identificarias el ortdlogo del gen saiS en E. sextilus mediante analisis bioinformatico?

b) Una vez identificado, y también usando analisis bioinformatico, écdmo podrias aumentar tu
confianza en que el gen que has identificado sea el ortélogo de saiS?

2) El genoma de E. sextilus esta ya anotado, y comienzas ahora la caracterizacién de SaiS en esta
bacteria. Dispones de un anticuerpo comercial monoclonal procedente de ratén, subtipo 1gG1,
obtenido frente a SaiS de otra bacteria. Quieres comprobar si este anticuerpo es capaz de reconocer
a SaiS de E. sextilus. (5 puntos.)

a) ¢Qué abordaje/s experimental/es emplearias? Razona tu respuesta.

b) Teniendo en cuenta la masa molecular de SaiS, énecesitarias modificar algin aspecto del/los
protocolo/s habituale/s?

3) Has confirmado que, efectivamente, el anticuerpo comercial reconoce la proteina SaiS enddgena
de E. sextilus. Ahora quieres purificar SaiS nativa en cantidades suficientes para estudios
funcionales. Has comprobado que SaiS no es proclive a la adicion de etiquetas en su secuencia para
su posterior purificacion, por lo que necesariamente debes purificar la proteina enddgena a partir
de extractos de E. sextilus mediante cromatografia liquida. Teniendo en cuenta las caracteristicas
fisicoquimicas de SaiS: (5 p.)

a) Enumera qué tipos de cromatografia son, en principio, las mas idéneas. Razona la respuesta.

b) Describe brevemente como eluirias la proteina en cada caso.

c) éCémo seguirias la purificacion?

4) Finalmente, planteas la hipdtesis de que, en E. sextilus, SaiS se une especificamente a un
subconjunto especifico de ARNs entre los que se encuentra un transcrito llamado rokU pero no otro
denominado sitA. {Qué técnica emplearias para confirmar tu hipétesis?



MINISTERIO ,
DE CIENCIA, INNOVACION
Y UNIVERSIDADES

Enumera los pasos a seguir y menciona controles y precauciones especiales que deberias tener en
cuenta. (5 p.)

EJERCICIO 2

En diferentes zonas de un hospital se identifican varios pacientes que muestran sintomas de
infeccidn respiratoria grave. Se sospecha que la infeccién es causada por una bacteria aerobia que
crece bien en una gran variedad de medios de cultivo y que la cepa implicada en dicha infeccién
porta en su genoma una variante alélica en el gen penA (2,4kb de fase de lectura) que ha sido
previamente caracterizado por otros laboratorios y cuya secuencia es bien conocida y esta
depositada en las bases de datos. La proteina codificada por el gen penA estd implicada en el
desarrollo de resistencia a antibidticos. Los investigadores observan que esta variante es causante
de resistencia a la zeocina.

1) Indique, de forma esquematizada y con un razonamiento breve, cdmo procederia a la obtencion
de muestras procedentes de tres puntos diferentes del hospital (mobiliario de habitacidn, sistema
de aireacién y sistema de agua sanitaria), asi como al cultivo de las bacterias presentes en las
muestras y a la determinacion de su sensibilidad a antibidticos. (4 p.)

2) Una vez identificada la bacteria entre las diferentes muestras, se selecciona uno de los aislados y
se procede a determinar la secuencia nucleotidica del gen penA en dicha cepa. Describa los pasos a
seguir para:

a) Realizar la extraccidon del DNA bacteriano. Describa esencialmente el procedimiento describiendo
los pasos bdsicos hasta conseguir una muestra de DNA bacteriano en solucién 10mM Tris HCl, 1ImM
EDTA, pH=8. Indique también como cuantificaria el rendimiento final de ADN. (3 p.)

b) Realizar la amplificacidon por técnicas de PCR de la regién codificante del gen penA. Incluya
ndimero y las caracteristicas de los cebadores para la amplificacion y posterior secuenciacién del
fragmento, asi como los materiales y equipamiento que se precise. Mencione también los controles
necesarios para determinar, tras el envio a secuenciar de las diferentes muestras, los posibles
cambios en la secuencia nucleotidica que se identifiquen en la regidn codificante del gen penA en la
cepa aislada causante del fenotipo de resistencia a antibiético. (3 p.)

3. El andlisis de las secuencias recibidas muestran que la mutacién del gen penA causante del
fenotipo de resistencia a antibidticos genera una diana de restriccién para la enzima Hindlll. La
amplificacién mediante PCR con oligonucleétidos especificos, denominados PenAUP y PenADW, del
fragmento del gen penA que contiene la mutacién tiene un tamafo total de 600 pb y genera dos
fragmentos de 150 pb y 450 pb tras su digestion con Hindlll. Tras el andlisis por amplificacion y
digestion de muestras de varios pacientes que muestran sintomas de infeccién, obtenemos los
siguientes resultados en un gel de electroforesis. Indique razonadamente qué pacientes podrian
estar infectados con la bacteria patdgena. (4 p.)
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Figura 1. SD indica sin digerir, D digerido con Hindlll.

4. Queremos realizar la expresion de la proteina codificada en el gen penA en la bacteria E. coli. Para
ello se requiere introducir la secuencia codificante del gen penA en el plasmido de expresién pET-

21b.

a) Disefie un protocolo para obtener un plasmido recombinante que sirva para expresar la proteina
PenA con una cola de histidinas en la cepa adecuada de E. coli a partir del promotor T7. Tenga en
cuenta las dianas de restriccidon presentes en el sitio de multiclonaje del plasmido que se indican en
el diagrama de abajo y sabiendo que la secuencia nucleotidica del gen PenA carece de la diana EcoRlI,
aunque posee dianas Unicas para las enzimas de restriccion BamHI y Notl a 700pb y 1,2kb,
respectivamente, del ATG iniciador de penA: (2 p.)
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b) Describa cémo procederia para la transformacién de la cepa mas adecuada de E. coli con este
vector y la seleccién de transformantes teniendo en cuenta que la proteina PenA-6xHis puede
expresarse y es completamente funcional. (2 p.)

c) Describa sucintamente los pasos esenciales para proceder a la expresién de la proteina PenA-
6xHis y para su purificacién. (2 p.)
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EJERCICIO 3

Un investigador quiere caracterizar la localizacién intracelular de dos proteinas (FtsZ y ZipA) y su
posible colocalizacién espacial y temporal. Para ello dispone de tres tipos de células: (1) en las que
tiene FtsZ se expresa con GFP; (2) en las que ZipA se expresa con mCherry; (3) en las que expresa
simultaneamente FtsZ-GFP y ZipA-mCherry.

El laboratorio tiene a su disposicion equipos de microscopia confocal, campo amplio, super-
resolucién STED y super-resolucion STORM. Los microscopios estan dotados con laseres y ldmparas
con las longitudes de onda y cubos de filtros necesarios.

1. El investigador quiere conocer la localizacién intracelular de FtsZ y ZipA con células vivas y
resolucién limitada por difraccion.
Justifique:
1.1. la técnica microscopica de fluorescencia que usaria para obtener mayor contraste, (1,5p.)
1.2. el tipo de objetivo para maximizar la resolucion (agua, aceite o glicerol), (1,5p.)
1.3. la magnificacion del objetivo y la abertura numérica aproximada, (1,5p.)
1.4. el tipo de fuente de excitacidn (laser o lampara/led), (1,5p.)
1.5. la longitud de onda (el color) de excitacién para cada proteina. (1,5p.)
1.6. Describa las caracteristicas del cubo de filtros que emplearia. (1,5p.)
1.7. éCudl es la resolucién aproximada que obtendria en el plano XY? (1,5p.)

2. Durante el experimento observa que las células transformadas con proteina fluorescente son
muy brillantes, aunque tienen una morfologia inusualmente alargada.
2.1. ¢Cudl es la causa mas probable de esa morfologia? (1,25 p.)
2.2. ¢Qué aconsejaria al investigador antes de continuar sus experimentos? (1,25 p.)

3. Elinvestigador quiere realizar una tincién para cuantificar la supervivencia de las células al cabo
de un tratamiento con un péptido antimicrobiano.
3.1. Describa el modo de funcionamiento de una tincién que marca las células vivas y las células
muertas. (1,25 p.)
3.2. Mencione un ejemplo de una pareja de tinciones complementarias vida/muerte. (1,25 p.)

4. El investigador quiere observar las estructuras intracelulares que forma la proteina FtsZ en el
anillo con resolucién de molécula individual.
Justifique:
4.1. la técnica microscopica de super-resolucién que utilizaria, (1,5 p.)
4.2. el tipo de sondas fluorescentes segun la técnica escogida. (1,5 p.)
4.3. iCual es la maxima resolucién que podria alcanzar con la técnica escogida? (1,5 p.)



