
 

 

 

 

 

 
 

ANEXO 

 
Trabajo Fin de Máster 

Estudio del papel de las cisteínas del regulador 

transcripcional FurB  de cianobacterias. 

“Role of cysteines in the transcriptional regulator FurB from cyanobacteria.” 
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Figura 1. Esquema del plásmido pET28a(+) (Novagen). Este tipo de vectores contienen en su extremo 

N-terminal la siguiente configuración: 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 únicos se muestran 

en el mapa circular. Debajo del mapa circular se muestra la región de clonación/expresión  de la cadena 

transcrita por la RNA polimerasa del bacteriófago T7. Tiene un origen f1 para la producción de DNA de 

cadena sencilla. Como marcador de selección posee el gen de resistencia a kanamicina. Además, 

contiene el operón Lac y su represor y el promotor del bacteriófago T7. 
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Figura 2. Esquema del proceso de inducción con IPTG en el plásmido pEt28a. Los plásmidos pET28a 

contienen el operón Lac y su represor. La expresión de los genes clonados en este tipo de vectores está 

bajo el control del promotor lac, que se induce ante la presencia de isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 

(IPTG). El IPTG es  un análogo de la alolactosa capaz de unirse a la proteína represora de Lacl 

provocando en ella un cambio conformacional que disminuye su afinidad por la región operadora del 

operçon Lac. De esta forma se posibilita la unión de la RNA polimerasa y el comienzo del proceso de 

transcripción. Tras la inducción el IPTG se expresará en la proteína clonada. 
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Tabla 1. Primers/ Oligonucleótidos empleados en los ensayos de EMSA. 
 

Primer/Oligo Secuencia Tm (
o
C) 

Pall4725 directo CTC CGG TGG CAC AGG TAT TGG C 55 

Pall4725 reverso CAG TGT TGC AGT CCG ACG CAA CCG 57 

PnifJ directo GCC TAC TCT GCG AGT TCT CCG 53 

PnifJ reverso GGC CTG TGA GAG TTG CTG CAC 53 

 

 

 
Figura 4. Fracciones eluidas  de cinco en cinco de la columna de purificación de la proteína 

FurB C81A. Se muestra el gel SDS-PAGE 17 % teñido 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 proteína FurB C81A. 

Figura 3. Alineamiento de secuencias de proteínas 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 señalan aquellos residuos altamente conservados entre secuencias y, 

en azul se muestran los residuos con menor identidad entre las diferentes secuencias.  


