Anexo |. Tampones (buffers).

Medio LB (Luria Bertani)

Triptona 10 g/
Extracto de levadura 5g/l
Cloruro sddico 5g/l

*Sélido: afiadir Agaral 1,5 %

TBE para electroforesis de DNA

TRIS-HCI 90 mM pH 8
H3BO3 90 mM
EDTA 2mM

Tampon 1 Células competentes

CaCl 0,13 M
MgCl, 0,15 M
NaAc 0,04 M

Tampon de conservacion células competentes

CaCl, 0,13 M
Glicerol 15 %

Tampon de carga 2x (SB2x) para electroforesis de proteina

TRIS-HCI 10 mM pH 6,8
SDS 1,6 %

Glicerol 7%

Azul de Bromofenol 0,01 %
B-mercaptoetanol 5%

Solucion de tincion para gel SDS-PAGE

Azul Coomasie 0,25 %
Metanol 45 %
Acido acético glacial 10 %

Solucidn de destincion para gel de SDS-PAGE

Metanol 45 %
Acido acético glacial 10 %



Tampon de electroforesis (SDS-PAGE)

TRIS-HCI 25 mM pH 8,3
Glicina 192 mM
SDS 0,1%

Tampones para la purificacion de FurB de Anabaena sp. PCC 7120

e Tampodn A:

Cloruro de Guanidinio 2M pH 8
TRIS 0,01M
NaH;PO4 0,1 M

e Tampodn de equilibrado: KCl 0,4M en Buffer A.

e Tampodn de lavado 1: NaH;PO4 0,5M en Buffer A.

e Tampodn de lavado 2: Glicina 35 mM en Buffer A.

e Tampodn de elucion: Imidazol 1M en Buffer A

e Tampodn de didlisis: Acido acético/Acetato 10 mM pH 5,5.

Tampon de tincion PAR

TRIS-HCI 20 mM pH8
NaCl 100 mM
Glicerol 5%

PAR 500 uM

Tampon de unidn para EMSA

TRIS-HCI 50 mM pH8
KCl 50 mM
MgCl, 1mM
Glicerol 5%

Tampon de carga 6X (EMSA)

TRIS-HCI 20 mM pHS8
Glicerol 5%

Azul de Bromofenol 0,0025 % p/v
Xilenocianol 0,05 %

Tampon de unién 1X (EMSA)

Bis-TRIS 10 mM pH7,5
KCl 40 mM
MgCl2-6H20 2 mM

Glicerol 5%



Anexo Il. Procedimientos.

Figura Al. Plasmido pET28a(+). Representacidon esquematica del plasmido pET28a(+).
Fuente: Novagen. Los plasmidos pET28a(a) son vectores que poseen en su extremo N-
terminal la siguiente configuracion: Cola de Histidinas/Trombina/Cola T7; seguida de
una secuencia opcional de cola de histidinas (His-Tag) en el extremo C-terminal. Los
sitios de corte Unicos se muestran en el mapa circular. Debajo de éste, se muestra la
region de clonacidn/expresion de la cadena codificante transcrita por la RNA polimerasa
del bacteriéfago T7. Posee un origen f1 para la produccién de DNA de cadena sencilla.
Como marcador de seleccion posee el gen de resistencia a kanamicina. Posee ademas el
operon Lacy su represor, ademas del promotor del bacteriéfago T7.
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Figura A2. Proceso de induccion con IPTG en plasmidos pET28a(+). Los plasmidos
pET28a(+) poseen el operdn Lacy su represor. La expresion del gen clonado en este tipo
de pldsmidos esta bajo el control del promotor lac, el cual es inducido por la presencia
de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG). EI IPTG es un andlogo de la alolactosa, un
metabolito isémero de la lactosa que se une a la proteina represora de Lacl, provocando
un cambio de conformacién en ésta que disminuye su afinidad por la regién operadora
del operdn lac. De esta manera posibilita la unién de la RNA polimerasa y el comienzo
de la transcripcién. Tras la induccién con IPTG se expresara la proteina clonada.
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Figura A3. Quick-change PCR. Se presenta el esquema de mutagénesis dirigida utilizada
para crear el mutante C93A. Adaptado de Agilent. El método de Quick-change PCR
permite realizar mutagénesis dirigida en un plasmido de hasta 10 kb. Es un método
sencillo y rdpido, que emplea la base de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Se usaron cebadores de oligonucledtidos que contenian la mutacién de inetrés
(Cys93—Ala). Se establecio el programa de PCR (apartado 3.2.1) y se realizo la sintesis
del plasmido conteniendo dicha mutacién. El DNA metilado parental se puede eliminar
mediante digestion con la enzima de restriccion Dnpl, que no digiere el plasmido con
mutacion (no metilado).
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