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SEGUNDO EJERCICIO DEL PROCESO SELECTIVO PARA PARA E L INGRESO
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ESPECIALIDAD: INVESTIGACION

SUPUESTO PRACTICO:

Responda a las preguntas que se plantean tras el enunciado. Debe desarrollar las mismas todo lo
posible en funcion de los datos proporcionados. Razone las respuestas con criterios técnicos que
considere aplicable. Cualquier dato o hipdtesis que utilice, adicional a los aportados en los
enunciados, debe ser justificada razonablemente.

ENUNCIADO:
Unos investigadores estan interesados en el estudio del gen ABC de Saccharomyces cerevisiae
frente al estrés salino.

Apartado 1 (10 puntos)

Los investigadores han generado mutantes de delecion para el gen ABC (tamafio 2600 pb) en el
que este se sustituye por la secuencia del gen por el gen que confiere la resistencia a higromicina
HYG (tamafo 1500). Describe los pasos a seguir para realizar la extraccion de DNA gendmico
previa a la realizaciéon de la PCR de comprobacién de los distintos candidatos conseguidos.

Apartado 2 (10 puntos)
El analisis de los distintos candidatos por PCR utilizando unos cebadores 100 pb antes y después
de la secuencia del gen ABC di6 los siguientes resultados en un gel de electroforesis. Indica los
reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccion de PCR de comprobacion. Segun la informacion
que se indica en el apartado b), indica cada carrera si corresponde a la cepa silvestre o a la cepa
mutante.
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Apartado 3 (5 puntos)
Describe brevemente el procedimiento que usarias para congelar las diferentes cepas en una
coleccion de levaduras.

Apartado 4 (20 puntos)
Los investigadores quieren determinar si la expresion del mMRNA de ABC aumenta frente al estrés
salino. Para evaluar la expresién de este gen mediante RT-gPCR en respuesta al estrés, responda
a los siguientes apartados:

Subapartado 4.1. (5 puntos)
Establece las condiciones de cultivo y numero de réplicas biolégicas en el experimento.

Subapartado 4.2. (10 puntos)
Describe brevemente como llevar a cabo la extraccion de RNA (sin necesidad de usar un kit de
extraccién) y como evaluar su cantidad y calidad.

Subapartado 4.3. (5 puntos)

Tras obtener el cDNA para realizar la gPCR: indica que cebadores y reactivos se necesitan para
llevar a cabo la reaccion de gPCR que permite la cuantificacién de los niveles de mRNA de ABC
y su normalizacion, asi como los materiales y equipamiento que se precise.

Apartado 5 (10 puntos)
Los investigadores han etiquetado la proteina Abc con la etiqueta fluorescente GFP para evaluar
si existen cambios en los niveles de proteina mediante la técnica de Western Blot. Describe
brevemente los principales pasos para llevar a cabo esta técnica y cuéles serian los controles
necesarios para la correcta normalizacion.

Apartado 6 (5 puntos)
Ademas de estudiar los cambios en los niveles de proteina, los investigadores estan interesados
en estudiar si la proteina Abc-GFP cambia su localizacién celular entrando al nucleo frente al
estrés salino ya que posee una sefial de localizacion nuclear en su secuencia polipeptidica.
Menciona qué técnica permitiria observar estos cambios de localizacion en las células y explica
brevemente que protocolo de tincion/marcaje podria usarse para confirmar su localizacion nuclear.
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