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1. DATOS BASICOS DE LA ASIGNATURA

NOMBRE: Trabajo Fin de Grado

CODIGO: 10216001 | CARACTER: Obligatorio

Créditos ECTS: 12 | CURSO: Cuarto | CUATRIMESTRE: Segundo

2. TUTOR/COTUTOR (en su caso)

Juan Bautista Barroso Albarracin y Raquel Valderrama Rodriguez

3. VARIANTE Y TIPO DE TRABAJO FIN DE GRADO (Articulo 8 del Reglamento de
los Trabajos Fin de Grado)

Variante: Especifico. Tipo: Experimental

4. COMPETENCIAS (*) Y RESULTADOS DE APRENDIZAJE

Competencias generales:

CG6. Realizar andlisis critico de trabajos cientificos y familiarizarse con su estructura.
CG7. Utilizar las fuentes de informacién dentro del ambito de las Ciencias de la Vida.
CG9. Aplicar los principios basicos del pensamiento y del método cientifico.

Competencias transversales:

CT1. Adquirir capacidad de gestion de la informacion, andlisis y sintesis

CT3. Ser capaz de comunicarse correctamente de forma oral y escrita en la lengua
materna

CT4. Conocer una lengua extranjera

CT6. Desarrollar actitudes criticas basadas en el conocimiento

CT7. Ser capaz de realizar aprendizaje autonomo para el desarrollo continuo profesional
CT8. Ser capaz de adaptarse a nuevas situaciones y de tomar decisiones

CT9. Tener sensibilidad hacia temas de indole social y medioambiental

Competencias Especificas:

* Estas son las competencias minimas. Afadir las competencias necesarias para cada Trabajo Fin de
Grado propuesto

Resultados de aprendizaje

Resultado |Capacidad de integrar creativamente sus conocimientos para resolver un
216001A |problema biologico real.

Resultado |Capacidad para estructurar una defensa sélida de los puntos de vista
216001B |personales apoyandose en conocimientos cientificos bien fundados.
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Resultado |Destreza en la elaboracion de informes cientificos complejos, bien
216001C |estructurados y bien redactados.

Resultado |Destreza en la presentacion oral de un trabajo, utilizando los medios
216001D |audiovisuales mas habituales.

5. ANTECEDENTES

La oxidacion de metioninas por la accion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
especies reactivas de nitrégeno (RNS) (1,2) conduce a la formacién de sulfoxido de
metionina (3), lo que puede alterar tanto la actividad como la conformacion de muchas
proteinas (4, 5, 6). Este dafio oxidativo es reversible porque la metionina sulféxido
reductasa (MSR) cataliza la reduccion de los sulfoxidos de metionina generando de
nuevo metionina. Hay dos clases de MSR no relacionadas estructuralmente
denominadas MSRA y MSRB que catalizan la reduccion de los enantiomeros “S” o “R”
del sulfoxido de metionina a metionina, respectivamente (5, 3). Las MSR se han
relacionado con la respuesta de las plantas al estrés oxidativo (4, 5, 7) y al 6xido nitrico
(NO) (6).

Una de las isoformas con abundancia relativa en Arabidopsis thaliana es la MSRB?7,
cuyos niveles de expresion en raices son superiores a los detectados en hojas, ya que
sus transcritos son relativamente abundantes en raices (5), aunque también hay
expresion en otros 6rganos como en las hojas de Arabidopsis (7). Ademas, se ha visto la
implicacion de esta isoforma en la respuesta de plantas de Arabidopsis a la exposicion a
metil violégeno 20 pM, incrementando sus niveles de expresion génica. Por otra parte,
las lineas celulares mutantes de Arabidopsis deficientes en el gen msb7 son sensibles al
estrés oxidativo provocado por la exposicion a metilviolégeno (20 uM) o a peroxido de
hidrogeno (20 mM), mientras que las lineas que sobreexpresan dicho gen se muestran
tolerantes a dicho tratamiento (7). También se ha descrito la participacion de moléculas
derivadas de NO, como el nitrosoglutation (GSNO), en la induccion de los genes de MSR

8).

6. HIPOTESIS DE TRABAJO

El principal objetivo de este trabajo consiste en iniciar al alumno en técnicas basicas de
expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

7. BREVE DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES A REALIZAR

7.1.- Revision bibliografica actualizada: Antecedentes.

7.2.- Metodologia y plan de trabajo.

A nivel experimental, para llevar a cabo la expresion y purificacion parcial de la Metionina
Sulféxido Reductasa B7 (MSRB7) de Arabidopsis thaliana se iran abordando
secuencialmente las siguientes fases que a continuaciéon se detallan:

7.2.1. Transformacién de células competentes de E. coli con el gen msrb7 y
seleccion de las bacterias que contengan el inserto.
A partir de la secuencia de ADN publicada en la base de datos de Arabidopsis
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thaliana (TAIR) se disefiaran cebadores para amplificar el gen msrb7 que codifica para la
proteina objeto de este estudio. Mediante PCR se amplificara el gen y posteriormente se
clonara en el vector de propagacion GEM®-T Easy Vector (PROMEGA). Tras comprobar
la correcta amplificacion y clonacién mediante secuenciacion se proseguira clonando de
nuevo el gen en el vector de expresion pFLAG-ATS Expression Vector (SIGMA Catalog
Number E5769).

Tras realizar las pertinentes comprobaciones se proseguird obteniendo grandes
cantidades del vector pFLAG-ATS::MSRB7 para transformar las células competentes de
E.Coli BL21 y DH5a.

7.2.2. Expresion de la proteina MSRB7 por las cepas de E.coli transformadas
previa induccion.

Una vez transformadas con dicho plasmido y comprobadas mediante técnicas
moleculares, se procedera a la expresion por parte de dichas células de la proteina
MSRB?7 siguiendo las indicaciones del fabricante del vector de expresion (SIGMA). En
este caso, se realizara una induccion en el medio indicado en el protocolo de dos horas
en presencia de IPTG a una concentracion de 0.5 mM. Una vez terminado el protocolo de
induccidon se comprobara la cantidad de proteina obtenida en las cepas de E. coli
transformadas con el vector de expresion y sus correspondientes controles mediante el
método colorimétrico Quick Start™ Bradford Protein Assay y mediante SDS PAGE.

7.2.3. Purificacion y aislamiento de la proteina MSRB7 del extracto total de
proteinas presentes en E.coli.

Una vez optimizado y realizado el protocolo de expresion, se procedera al
aislamiento y purificacion de la MSRB7del extracto total de proteinas. En primer lugar, se
realizard un protocolo de obtencién y aislamiento de proteinas periplasmicas (ya que la
proteina en cuestion se expresara junto con un péptido sefial que la transportara a dicho
espacio). Posteriormente, se procedera al desarrollo de un protocolo de purificacion
mediante inmunoprecipitacion. Dicho proceso se realizara usando el ANTI-FLAG M2
Affinity Gel (SIGMA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente, se recogeran
diferentes fracciones tras eluir la proteina del gel, las cuales se analizaran mediante
Western Blot.

7.3.- Elaboracién y defensa de la Memoria del TFG segun las directrices y
orientaciones aprobadas por la Facultad de Ciencias Experimentales de la UJA.
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9. CRONOGRAMA PROVISIONAL

Las horas de trabajo correspondientes al TFG se ajustaran a la disponibilidad del alumno.

10. IMPLICACIONES ETICAS

El TFG requiere autorizacién de la Comision de Etica: ' Si ¥ No

En caso afirmativo, es preceptivo adjuntar la autorizacion del Comité de Bioética
de la Universidad de Jaén o, en su defecto, la solicitud realizada a dicha Comision.

Nota informativa: Para completar este Anexo Il se recomienda consultar la guia docente de la asignatura del
Trabajo Fin de Grado que esta disponible en el siguiente enlace:
https://uvirtual.ujaen.es/srv/es/informacionacademica/catalogoguiasdocentes/p/2014-15/2/102A/10216001/es/2014-
15-10216001_es.html

Mas informacion:
http://www10.ujaen.es/conocenos/centros/facexp/trabajofingrado
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