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Resumen (max 250 palabras) estructurado en Objetivos y Plan de trabajo, reflejando una estimacion de
tiempo requerido para cada actividad presencial del alumno. Se debe incluir en folio adjunto.
Palabras clave: Clp proteasas, FixKz, microaerobiosis, Rhizobium, simbiosis
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1. Profesor del Departamento
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2. MODALIDAD

1. Trabajo bibliografico
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201) socorro.mesa@eez.csic.es

Nombre y apellidos del cotutor: Antonio Ocaiia Cabrera

Empresa o Instituciéon: Universidad de Granada

Teléfono: 958 240500 Fax: e-mail: aocana@ugr.es
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Las proteinas de tipo Clp son sistemas proteoliticos dependientes de ATP muy conservados que
reconocen sustratos especificos (1). En el genoma del endosimbionte de la soja Bradyrhizobium
japonicum (http://genome.microbedb.jp/rhizobase/) existen genes que codifican proteinas de
tipo Clp: bll5153 (ClpA), bll4943 (ClpX), dos copias de clpB (blr1404, ClpBy; blI3587, ClpB,) y dos
copias de clpP (bll4944, ClpP;; blr0611, ClpP,). A excepcion de Blr0611 y BlI3587, estas proteinas
se expresan en bacteroides de nddulos soja (2), lo que indica que pudieran tener una funcién en
simbiosis. Sin embargo, en el orden Rhizobiales, sélo se ha descrito hasta la fecha que una cepa
AclpB de Mesorhizobium ciceri tiene afectada su capacidad de nodular plantas de garbanzo (3).
Ademas, resultados recientes de nuestro grupo de investigacion demuestran la implicacion del

sistema CIpAP; en el control por protedlisis del factor transcripcional FixK, (4), un regulador clave
que controla genes esenciales del metabolismo microaerébico de B. japonicum, tanto en vida
libre como en simbiosis (5).

El tema del Trabajo Fin de Grado consistirda en estudiar la funcién in vivo de los sistemas
proteoliticos de tipo Clp de B. japonicum. Para ello, se construiran cepas mutantes en los genes
clpA, clpX'y clpB; mediante la técnica de deleccion en fase. En un primer lugar, se amplificardn las
regiones 5’ y 3’ de cada uno de los genes mediante PCR y se clonaran a continuacién en vectores
suicidas. Una vez verificada la secuencia correcta de los pldsmidos obtenidos, se procederd a su
transferencia a la cepa parental de B. japonicum mediante conjugacion. Finalmente, se empleardn
distintas combinaciones de oligonucleétidos para verificar su recombinacién cromosdmica.
Dependiendo de los resultados obtenidos, se analizard el fenotipo de las cepas mutantes en vida
libre y en simbiosis con plantas de soja. Asi mismo se analizardn los niveles de la proteina FixK; en
extractos celulares de la cepas parental y mutantes crecidas en diferentes condiciones de cultivo
(aerobiosis, microaerobiosis, bacteroides) mediante inmunodeteccion.
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Cronograma: desglose orientativo de las actividades

Actividades Planteamiento, orientacidn y supervision 10 horas
presenciales Exposicion del trabajo 1 hora
Actividades no Preparacién del trabajo 249 horas
presenciales Elaboracion de la memoria 40 horas
Total (12 ECTS) 300 horas




