o7 (1 Propuesta TFG. Curso 2015-16
o Z/(‘Di Universidad i

Ao Critiada biologia Departamento Microbiologia

1. DATOS DEL TFG OFERTADO

Titulo del trabajo: Determinantes moleculares de la interaccién FixK,-ADN
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Resumen (méaximo 250 palabras) estructurado en Objetivos y Plan de trabajo.Se debe afadir una
tabla con desglose orientativo de las actividades a desarrollar por el estudiante segun el modelo que
acompafia.

FixK, es un regulador transcripcional clave en la bacteria endosimbiética Bradyrhizobium japonicum,
que controla la expresion de genes esenciales para el metabolismo microoxico de esta bacteria, tanto
en vida libre como en simbiosis con plantas de soja (1). FixK, es una proteina de tipo CRP/FNR,
factores transcripcionales bacterianos que responden a un amplio espectro de sefiales intracelulares
y medioambientales (2). Este tipo de proteinas presentan en su parte carboxilo-terminal una
estructura hélice-vuelta-hélice implicada en la interaccidon con una secuencia conservada de ADN, la
cual se localiza en la regidon promotora de los genes que regulan. En el caso concreto de la proteina
FixK,, la secuencia de reconocimiento de ADN es un palindromo de 14 pares de bases (caja FixKs,
TTGA/C-Ng-T/GCAA), en el que las bases 1-5 y 10-14 son esenciales para la activaciéon de la
transcripcion por la proteina FixKs, tanto in vitro como en células de B. japonicum (3). Recientemente,
la estructura cristalina de FixK, en asociacion con ADN ha permitido identificar los aminoacidos L195,
E196 y R200 como residuos clave en la interaccién con residuos especificos de la caja FixK, (4).

El Trabajo de Fin de Grado consistira en llevar a cabo una caracterizacion molecular de la interaccion
FixK,-ADN. Para ello se introduciran mutaciones tanto en la proteina FixK, como en la secuencia de
reconocimiento (caja FixK;). Una vez verificadas las secuencias, se procedera a su transferencia a
células de B. japonicum mediante conjugacion. Finalmente, se llevara a cabo un analisis de expresién
(actividad beta-galactosidasa de fusiones con el gen informador lacZ) en células crecidas en
condiciones microdxicas. Dependiendo de los resultados obtenidos, se llevara a cabo la
caracterizacion fenotipica de las cepas de B. japonicum que codifiquen versiones inactivas de FixK,
(crecimiento en distintas condiciones de cultivo, fenotipo simbidtico). La ejecucién de estos
experimentos permitird al estudiante iniciarse en el aprendizaje de técnicas de microbiologia, biologia
molecular e interaccidon Rhizobium-leguminosa. El alumno preparara una Memoria donde incluira una
introduccién al tema, la metodologia utilizada, discusion y conclusiones de los resultados, y
bibliografia.
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Tabla de actividades y dedicacién horaria estimada

Planteamiento, orientacion y supervision 20 horas
Exposicién del trabajo 1 hora
Desarrollo del trabajo 229 horas

Preparacion de la memoria 50 horas
TOTAL (12 ECTS) 300 horas




