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GUIA DE PROBLEMAS DE ACIDOS NUCLEICOS
1- ¿Qué uniones relacionan: a) dos deoxirribosas entre si; b) 2 bases enfrentadas?

2- Un segmento de ADN de cadena simple tiene la siguiente composición de bases:
A 31,5 %

C 23,7 % 

T 17,1 %

G 27,7 %

¿Cuál sería la composición de bases de la cadena complementaria?

¿Cuál sería la composición de bases de la forma de doble cadena de dicho segmento?

3- Explique por qué a mayor concentración salina en el medio, la hibridización entre dos hebras 
de ADN es menos rigurosa y viceversa.  ¿Qué utilidad tiene esto en las técnicas de Southern y Northern blot? ¿Cómo influye la temperatura en el grado de hibridización? Fundamente. ¿Cómo se puede lograr la hibridización entre dos cadenas con complementariedad parcial?

4- (a) ¿Qué es una enzima de restricción, de dónde se obtienen y para qué se usan como herramienta de Ingeniería Genética? 

      
      (d)¿Qué tipos de extremos pueden dejar en el ADN de cadena doble? ¿Qué es una secuencia palindrómica? Completar las siguientes secuencias para que correspondan a posibles palindromes:

i-   AGT

ii- CAA

iii- CCC

iv- ATC
5- Existe un solo gen para la pirulasa en cada célula de mamífero (en realidad dos copias dado que hay dos alelos, porque en humanos los cromosomas se encuentran de a pares). El gen tiene 70 kb de longitud. Sin embargo, se han encontrado en el citoplasma de diferentes tipos de células de un mismo organismo dos mRNA de 7,7 y 8 kb de longitud.

El de 7,7 es idéntico en secuencia al de 8 kb, excepto por el hecho de que carece de un segmento interno de 0,3 kb.

a)-¿Cómo explica la gran diferencia de tamaño entre el gen (70 kb) y sus mensajeros?

b)-¿Cómo explica la existencia de dos tipos de mRNA diferentes de pirulasa?

c)-Usted supone que algunos tejidos expresan el mensajero de 7,7 kb, mientras que otros solo expresan el de 8 kb. Para demostrarlo decide analizar los extractos de mRNA total de los diferentes tejidos mediante la técnica de northern-blot, utilizando la hibridación de sondas específicas de cDNA radioactivas.

¿Cuál de las dos especies de mensajero detecta en un Northern blot con cada una de las siguientes tres sondas? Esquematice y explique por qué
-un cDNA del mRNA de pirulasa de 7,7 kb

-un cDNA del mRNA de pirulasa de 8 kb

-un cDNA del mRNA del segmento diferencial de 0,3 kb

6- Usted posee un plásmido de 3 kb “pIBCM” y una secuencia de DNA proveniente de una PCR de 1 Kb “DNAx”. El pIBCM tiene una secuencia de corte con EcoRI (extremo cohesivo) y con EcoRV (extremo romo) ambos separados por 700 pb. El DNAx posee un sitio de corte con BamH1 a 200 pb del extremo 5’. También cuenta con un ladder de 9000, 7000, 5000, 4000, 2000, 1000 y 500 pb. 

a) ¿Cómo efectuaría el clonado de DNAx en pIBCM?

b) Utilizando digestión con ER cómo chequearía que su vector incorporó el inserto. Grafique lo obtenido en la electroforesis de agarosa. 

c) ¿Cómo chequearía la orientación del inserto? Grafique lo obtenido en la electroforesis de agarosa.
7- Usted posee la siguiente secuencia de ADN:

5’-ATATCCCAGTGCCAATTGCTGGGTATAATACTGTCCAGTCTCTCTCGGAGCTGCTGCGAAAG-3’

Su idea es amplificar la secuencia por PCR y tiene que comprar los primers de 10 pb. ¿Cómo escribiría la secuencia de los primers al hacer el pedido?
8- Se quiere determinar la presencia de secuencias correspondientes al virus del HIV  en ADN de 
linfocitos T de un paciente. Los linfocitos son un tipo de células de la sangre pertenecientes al conjunto de los glóbulos blancos. En un tubo de ensayo agregaron los siguientes componentes para una reacción de amplificación de  ADN por PCR:

i. ADN molde: ADN total de linfocitos de un paciente que tiene anticuerpos anti-HIV 
circulantes en sangre
ii. Primer a de 20 nucleótidos cuya secuencia es complementaria de la hebra inferior en la 
región “a” (figura 1)
iii. Primer b, de 22 nucleótidos cuya secuencia es complementaria de la hebra superior en la 
región “b” (figura 1) 
iv. dNTPs y Buffer con Mg+2

v. Taq polimerasa: ADN polimerasa de una bacteria termófila

                 Región a                                                                       Región b
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Se realizaron 30 ciclos de amplificación en un termociclador automático computarizado. Cada ciclo consiste en:

(a) Indicar lo que está ocurriendo en cada una de las siguientes etapas de un mismo ciclo:

1-Etapa 1: 30 seg a  94ºC.
2- Etapa 2: 60 seg a  52ºC.
3- Etapa 3: 30 seg a 72ºC.
(b) ¿Cuál es la longitud (en pares de bases) del producto de la PCR?

(c) ¿Cuál es el peso molecular del producto de la PCR? DATO:1 par de bases = 650 Da
(d) ¿Cuál sería el producto de PCR si se omitiera:
i- uno de los primers

ii- los 2 primers

iii- el ADN molde

(e) Dado que la PCR es extremadamente sensible, que controles realizaría para descartar una eventual contaminación.
9- Usted cuenta con el plásmido pGL3-basic que es un vector reportero que se utiliza para expresar la proteína Luciferasa, cuyo mapa de restricción es el que se muestra en la Fig. 2. Este tipo de plásmido se utiliza para medir la actividad de promotores frente a distintos estímulos, estas secuencias son en general muy acotadas (100-1000 pb)
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a) Diga para que sirven las secuencias que están indicadas en el mapa del plásmido 
(Ampr,  luc+, ori y SV40 polyA)

b) Usted amplifica el plásmido vacío (sin ningún promotor río arriba del gen de luciferasa) en 
bacterias y realiza una miniprep para purificarlo. ¿Qué ER utiliza para chequear que el producto obtenido es el deseado? Haga un diagrama del gel y que bandas esperaría obtener si usted no trato con RNAsas:

calle 1: Ladder

calle 2: plásmido sin digerir

calle 3: plásmido digerido con la enzima de su elección.

Utilice el diagrama Fig. 3 A
c) Si usted utiliza la ER PvuI ¿Cuántas bandas obtiene y de que tamaño? Esquematícelos en la Fig. 3B.

d) El promotor que usted desea clonar fue levantado por la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) desde ADN genómico utilizando primers diseñados de tal manera que en sus extremos dejan sitios de restricción para las siguiente/s enzima/s:

i- SmaI CCCGGG 

ii- SalI y BamHI GTCGAC y GGATCC 
iii- XhoI CTCGAG

iv- SacI y XhoI GAGCAC 

¿Cuál cree que sería la mejor estrategia de clonado? ¿Cómo chequearía que la inserción ha sido exitosa? DATOS: 
SmaI        extremos romos
BamHI    5’ protuyente

SacI         3’ protuyente

SalI          5’ protuyente

XhoI        5’ protuyente

e) Desgraciadamente cuando chequea si posee los reactivos necesarios para realizar el experimento descubre que solo posee ER que dejan extremos romos. ¿Qué cambios va a tener que hacer en su estrategia de clonado? 
Sabiendo que la secuencia de su inserto es la siguiente, donde la secuencia en negrita y subrayada  corresponde a la reconocida por NciI y que esta enzima no corta en el plásmido ¿Qué estrategia sugiere para chequear que el clonado ha sido exitoso y que el inserto se incorporo en la dirección correcta?
1 TCCATTCAGAGGTGTGTTTCTCCCGGTTAAATTGCCGGCACGGGAAGGGAGGGGGTGCA

 60 GTTGGGGACCCCCGCAAGGACCGACTGGTCAAGGTAGGAAGGCAGCCCGAAGAGTCTCC

119  AGGCTAGAAGGACAAGATGAAGGAAATGCTGGCCACCATCTTGGGCTGCTGCTGGAATT

177  TTCGGGCATTATTTTATTTTATTTTTTGAGCGAGCGCATGCTAAGCTGAA

Fig 3.

A                                                                                 B

10- Se dispone de una cepa de ratones gentilmente cedida a su laboratorio por el Dr. Menguelito.

Estos ratones tienen un llamativo pelaje en tono púrpura casi fluo por obra y gracia del Dr. Menguelito, quien, en alguna oportunidad, en medio de sus misteriosos experimentos obtuvo mutantes que luego mantuvo por endocría (cruzamiento entre parientes con las mismas características, lo que lleva a tener una cepa: todos genéticamente iguales).

Otros investigadores estudiaron esta cepa de ratones y determinaron que el color púrpura se debe a la expresión en la dermis del gen que se indica en la FIGURA 4 el cual se encuentra bajo el control del factor de transcripción FT y en copia única en el genoma (no hay otro alelo en el cromosoma homólogo).
a) Esquematice el mRNA maduro de la purpurina y determine su longitud. JUSTIFIQUE.
b) Esquematice el patrón de bandas esperado en un Southern blot y en un Northern blot realizado a partir de muestras de tejido hepático, dérmico y de riñón si se utilizó como sonda un fragmento de DNA marcado radioactivamente complementario a una de las cadenas en el EXON 2.
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FIGURA 1

: esquema de DNA genómico de ratón que muestra la región 

correspondiente

 al gen de la proteína 

púrpura

 que solo se expresa en la dermis de ratón bajo el control 

de FT.

FIGURA 2

: esquema de la construcción con la cual se preparan ratones transgénicos en 

la cual, el cDNA de FT se ha colocado bajo el control de un promotor que responde a 

factores de transcripción de expresión constitutiva en todos los tejidos del ratón.

DATOS

E1=160 pb          5’ no codificante= 50 pb                  

Intrón 1= 300 pb

E2= 300 pb         3’ no codificante= 80 pb                

Intrón 2= 500 pb

E3= 130 pb                                                                  

Intrón 3=  350 pb

E4= 260 pb         Distancia entre los sitios BamH1= 810 pb                                              

P

FT

J

J 

Es la región a amplificar por PCR


Ejercicio adicional

Usted encontró y aisló en la Antártica una bacteria criófila, cuya máxima actividad metabólica 

es a 4º C. En principio su idea es lograr comercializar alguna de las proteasas de esta bacteria, en la industria alimenticia, como un producto ablandador de carnes en frío. Para ello decide hacer una biblioteca genómica de la bacteria ya que más adelante podría identificar otros genes de importancia comercial.

(a) Describa como realizaría la biblioteca genómica

(b)  Suponiendo que en cada placa de Petri de la biblioteca usted posee aprox. 100 colonias y que el genoma de su bacteria criofila es de 1.400.000.000 pb. ¿Cuántas placas de Petri tiene la biblioteca?

(c) Para el screening del gen usted cuenta con una sonda de 100 pb marcada radioactivamente, donde la secuencia de la sonda fue diseñada a partir de regiones altamente conservadas de proteasas de otras bacterias no criófilas. ¿Cómo sería la rigurosidad de hibridización? ¿Cómo la controlaría?
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Figura 2








