ANEXO

Trabajo Fin de Master

Estudio del papel de las cisteinas del regulador

transcripcional FurB de cianobacterias.

“Role of cysteines in the transcriptional regulator FurB from cyanobacteria.”
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Figura 1. Esquema del plasmido pET28a(+) (Novagen). Este tipo de vectores contienen en su extremo
N-terminal la siguiente configuracién: 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 del mapa circular se muestra la regién de clonacidn/expresion de la cadena
transcrita por la RNA polimerasa del bacteriéfago T7. Tiene un origen f1 para la produccion de DNA de
cadena sencilla. Como marcador de seleccién posee el gen de resistencia a kanamicina. Ademas,
contiene el operdn Lacy su represor y el promotor del bacteriéfago T7.
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Figura 2. Esquema del proceso de induccién con IPTG en el plasmido pEt28a. Los plasmidos pET28a
contienen el operdn Lac y su represor. La expresién de los genes clonados en este tipo de vectores estd
bajo el control del promotor lac, que se induce ante la presencia de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG). El IPTG es wun andlogo de la alolactosa capaz de unirse a la proteina represora de Lacl
provocando en ella un cambio conformacional que disminuye su afinidad por la regién operadora del
opergon Lac. De esta forma se posibilita la unién de la RNA polimerasa y el comienzo del proceso de
transcripcién. Tras la induccién el IPTG se expresard en la proteina clonada.
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Eooli ool MEKTTTQELLAQAEKICAQRNVRLTPQRLEVLRLMSLQ-DGAISAYDLLDLLREAEPQ--AKPPTVYRALDF LLEQGFVHK- - -
K.pneumoniae ________________ MDKSPSQEMLAHAEKLCAQRGVRLTPQRLEVLRLMSLQ-QGAISAYDLLDLLREKEPQ- -AKPPTVYRALEFLLEQGFVHK- - -
Y.pestis .. MMNPINQEKLLAQAESLCQQRNVRLTPQRLEVLRLMAQQ-PGAISAYDLLDLLRVAEPQ--AKPPTVYRALDFLLEQGFIHR- -~
P.aeruginosa  11yKIAPKTPLAC-QPHDHSQCVSTALAEADALCARQGVRLTELRRRVLELVWQS-HKPLGAYDILAVLSETDGR -RAAPPTVYRALDFLQESGLVHR- - -
P.putida - - --MSITPLAN-RPHDHSHCVHSALAEADAL CTRQGLRLTALRRRVLELVIQS -HKPLGAYDILAVLSEQDGR -RAAPPTVYRALDF LLENGLVHR- - -
P.syringae - - - -MPNTPLAS - RPHDHSHCVHSALAEADAL CAKQGLRLT TLRRRVLELVIWQS - HKPLGAYDILAVLSDEDGR - RAAPPTVYRALDF LLENGLVHR - - -
A.beijerinckii  ----MTIPPLAC-QPHDHRHCIEQALAEAETLCARQGLRLTALRRRVLELVIQS -HKPLGAYDILAVLSEQDGR -RAAPPTVYRALDF LLEHGLVHR - - -
A.venelandii  ----MTTPPLAC-RPHDHSHCISQALAEAENLCSRQGVRLTALRRRVLELVIWQS -HRPLGAYDILAVLSEQDGR -RAAPPTVYRALDF LLEQGLVHR- - -
X.citri MTKHTHAPDLACTAPHHHVDDANGFVRAVERACSERGLRLTPIRANVLRLIADA-GKPVKAYEL LDWVREGKGVGADAPPTVYRALDF LMANGFVHK - - -
B.erythrophlei --MSLAKPTFPA-PDHDHGRCTADALQHAERVCAKRAQKFTPIRRQVLEALLSS -HRPLGAYETIEELAKSKPR - -PAPITVYRALDF LHENGLVHR - - -
Smeliloti ~  tmm-mmmeemmmeemmm—mmeeeeeeee MVTPQ- - - LTKNQSLVMGALAHS - DGPMSAYTILDKLRDNGFR - -AP- LQVYRALDKLLEYGLVHR- - -
Cacnes  ~-oooTmommememmeem-ee- MVENRR- - --- -~ RTTKQRLAIRALFDDE-PFFLTAQQVHDQLRNRGDQ- -VGLATVYRNLQTMAEDGELDA- IR
Bcereus  -----------------ee---- MNLTEALRLMKDKGYKHTGKREEMLRLFAAH-NRYLTAKDVLEHMKDDYPG--LSFDTIYRNLTVFAEIGVLEQ--T
B.subtilis =~ -----m-mmmmmmmmmmm-e- MNVQEALNL LKENGYKYTNKREDMLQLFADS-DRYLTAKNVLSALNDDYPG- - LSFDTIYRNLSLYEELGILET--T
Saureus = ccemmmmmmmmmemmemmeee- MNTNDAIKILKENGLKYTDKRKDMLDIFVEE-DKYINAKYIQQVMDENYPG--ISFDTIYRNLHLFKDLGIIEN--T
Efoscals & MAPVKTNIEQALETHKASGLKYTKKRELLMSYLIKR-NRYVSAREVYEFMNETFKG--VSYDTVYRNLHDFERLELLEK- -T
P.acidilactici ~~~~~~~ """ MDKSPIAIAVKILKANGYKITRQRQSLLELLAQSGDRYLELTELDRLMRLQFPK--MSHNTIYRNVKEFAALGIVEENQN
Anabaenasp, TTiE MRAIR-----=---- TRSQERILNLLQTI-KQGISAQDIYVELRNRNQS - -MGLATVYRSLEALKLEGLVQVR-T
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Figura 3. Alineamiento de secuencias de proteinas ZUR (Zinc Uptake Regulator). Se muestra un
alineamiento de secuencias realizados con Clustawl. Los residuos conservados en todas las secuencias
se muestran en rojo. En verde se sefialan aquellos residuos altamente conservados entre secuencias vy,
en azul se muestran los residuos con menor identidad entre las diferentes secuencias.

Tabla 1. Primers/ Oligonucleétidos empleados en los ensayos de EMSA.

Pall4725 directo CTCCGG TGG CACAGG TATTGG C 55
Pall4725 reverso CAG TGT TGC AGT CCG ACG CAA CCG 57
PnifJ directo GCC TACTCT GCG AGT TCT CCG 53
PnifJ reverso GGC CTG TGA GAG TTG CTG CAC 53

FurB C81A

Figura 4. Fracciones eluidas de cinco en cinco de la columna de purificacion de la proteina
FurB C81A. Se muestra el gel SDS-PAGE 17 % teifiido con Azul de Coomassie. Las muestras se
sometieron a una electroforesis en condiciones reductoras. El primer carril contiene el
marcador de peso molecular, MW (Low Molecular Weight Calibration kit, GE Healthcare) en
kDa. En rojo se rodea la banda correspondiente a la proteina FurB C81A.



