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 1. Lista de Secuencias  

 
 

SEQ ID NO: 1. Secuencia de nucleótidos del gen frpA  
>frpA 
atgtacaggaacagtttctcgctctctccactttcactagctatcttagctgcaaccttgagccctgttgttagtgca
gatgaacataatccagaagttacggttatggaaaccatgattgtcgaagcaaccaagcagaacatttcattac
aacaggttgatagctcagtgctcatcaaaacaggaaaagagcttgagaaagcaggaatccatgaagttaag
gacttagaaaaagccttccctggcctaatgattcaaacccgaggtaaccgtacgtatgccaacaccactatac
gtggcgtgagttcacctgattactattctcctaccgtcagcatctatgtcgatggtgtattgcaagacagtgcatttct
aacccagcagttactcaacgtagaacaggtagagctgcttcgagggccgcaagctacgctatatggtggcaa
ttctcagggaggtatcatcaatatcatcaccaagaaggcgactgatcaaaacctagcgtctggtggtgtcactt
acagcgatcgaagcaaacaacttgatgcttcagcggcagttgcgataagcgattcaacttacgctgatatagc
gattcgatcattaaaagacgaaggtaatattcgtcacattcctagcaacaccgatgacgctaacgacagtaaa
gactttagcggtacagctcgattccactatctacctcagcagtcccctctcgctgtgacgttttctgtctcttctgcac
atctagatagccatgaagagtggtatttgacccaacaagaatatgataagcgagccaccagccaagacata
cctgaacttaagcgcgtcgtcaatagctatgcactgcatattgactacgacctaggcgcaacccaattaacca
gtattaccgcttaccaaaaccgtaatgtggatcgtgaatatatcggcggtaaatgggttgaagatcagaacacc
ttcagtcaggaagtgcgcgctaacacccaattcagtgatgatctttccgctttggttggcgggtactatgagcatc
gaaactttgatgtcagtgcgggtgcgaacaacgatattgagacccaaacttatgccttgtttggtcaaatgactta
tgccatgaccgatagtatcgatttaaccggtgggttgcgcgcatcacgttttttctctgaatcagattttggcggca
actcagcatggaggattgacagctatcaatcagataagtccgaaaacgttatctctcctaaagcggcaatagg
ttggcaaattaacccagattcaagagtatttgcctcactagccagcggctaccgacctggcggttttagcccgg
caccacgaagttctggcgataaaaatggctattcaccagaaaagtctttcaatggtgaattgggatggcgaact
aacttagctgaaaacacggttcgcttcagtggggctctgtactggatcgacactaaagatattcagctctacacc
ggaaatccaggtagccaagttcttagaaacatgggcgatgcccaaagccgaggcattgagcttgatctcgca
tactaccctaccgacgatttgactctgacactgggcgcaacatttggccagtctacgttcgaatcgggcaatgat
gggattgaaggtaaaacactaccctatgcaccggatacaacagtagtggcaggtatcgaatactacctacca
caatcatggctagatggagagttgtctatcgccaccaatgcacgctacacatctaaaatattctttgacgaaagc
aatactctggcgcaagacggttacacacttatcgacttagcagttcaatatgcgatgaatgacaacatctctttcc
gagtgtttagcaacaacctaaccgacaaagagtataccacctatgcctacagctttggtaacacgcgtttcaac
aactatggttcagaacgcgaggtgggtgtgaatatgaagctagagtggtaa 
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SEQ ID NO: 2. Secuencia de aminoácidos de la proteína FrpA 
>FrpA 
myrnsfslsplslailaatlspvvsadehnpevtvmetmiveatkqnislqqvdssvliktgkelekagihevkdl
ekafpglmiqtrgnrtyanttirgvsspdyysptvsiyvdgvlqdsafltqqllnveqvellrgpqatlyggnsqggi
iniitkkatdqnlasggvtysdrskqldasaavaisdstyadiairslkdegnirhipsntddandskdfsgtarfh
ylpqqsplavtfsvssahldsheewyltqqeydkratsqdipelkrvvnsyalhidydlgatqltsitayqnrnvdr
eyiggkwvedqntfsqevrantqfsddlsalvggyyehrnfdvsaganndietqtyalfgqmtyamtdsidltg
glrasrffsesdfggnsawridsyqsdksenvispkaaigwqinpdsrvfaslasgyrpggfspaprssgdkn
gyspeksfngelgwrtnlaentvrfsgalywidtkdiqlytgnpgsqvlrnmgdaqsrgieldlayyptddltltlg
atfgqstfesgndgiegktlpyapdttvvagieyylpqswldgelsiatnarytskiffdesntlaqdgytlidlavqy
amndnisfrvfsnnltdkeyttyaysfgntrfnnygserevgvnmklew 
SEQ ID NO: 3. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
recombinante FrpA (rFrpA) en el plásmido pBAD 
>pelB-10His-FrpA  
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgctggtctgctgctcctcgctgcccagccggcgatggcccatcacca
tcaccaccaccatcatcatcatgatgaacataatccagaagttacggttatggaaaccatgattgtcgaagcaa
ccaagcagaacatttcattacaacaggttgatagctcagtgctcatcaaaacaggaaaagagcttgagaaag
caggaatccatgaagttaaggacttagaaaaagccttccctggcctaatgattcaaacccgaggtaaccgtac
gtatgccaacaccactatacgtggcgtgagttcacctgattactattctcctaccgtcagcatctatgtcgatggtg
tattgcaagacagtgcatttctaacccagcagttactcaacgtagaacaggtagagctgcttcgagggccgca
agctacgctatatggtggcaattctcagggaggtatcatcaatatcatcaccaagaaggcgactgatcaaaac
ctagcgtctggtggtgtcacttacagcgatcgaagcaaacaacttgatgcttcagcggcagttgcgataagcg
attcaacttacgctgatatagcgattcgatcattaaaagacgaaggtaatattcgtcacattcctagcaacaccg
atgacgctaacgacagtaaagactttagcggtacagctcgattccactatctacctcagcagtcccctctcgctg
tgacgttttctgtctcttctgcacatctagatagccatgaagagtggtatttgacccaacaagaatatgataagcg
agccaccagccaagacatacctgaacttaagcgcgtcgtcaatagctatgcactgcatattgactacgaccta
ggcgcaacccaattaaccagtattaccgcttaccaaaaccgtaatgtggatcgtgaatatatcggcggtaaat
gggttgaagatcagaacaccttcagtcaggaagtgcgcgctaacacccaattcagtgatgatctttccgctttgg
ttggcgggtactatgagcatcgaaactttgatgtcagtgcgggtgcgaacaacgatattgagacccaaacttat
gccttgtttggtcaaatgacttatgccatgaccgatagtatcgatttaaccggtgggttgcgcgcatcacgttttttct
ctgaatcagattttggcggcaactcagcatggaggattgacagctatcaatcagataagtccgaaaacgttatc
tctcctaaagcggcaataggttggcaaattaacccagattcaagagtatttgcctcactagccagcggctaccg
acctggcggttttagcccggcaccacgaagttctggcgataaaaatggctattcaccagaaaagtctttcaatg
gtgaattgggatggcgaactaacttagctgaaaacacggttcgcttcagtggggctctgtactggatcgacact
aaagatattcagctctacaccggaaatccaggtagccaagttcttagaaacatgggcgatgcccaaagccga
ggcattgagcttgatctcgcatactaccctaccgacgatttgactctgacactgggcgcaacatttggccagtct
acgttcgaatcgggcaatgatgggattgaaggtaaaacactaccctatgcaccggatacaacagtagtggca
ggtatcgaatactacctaccacaatcatggctagatggagagttgtctatcgccaccaatgcacgctacacatc
taaaatattctttgacgaaagcaatactctggcgcaagacggttacacacttatcgacttagcagttcaatatgc
gatgaatgacaacatctctttccgagtgtttagcaacaacctaaccgacaaagagtataccacctatgcctaca
gctttggtaacacgcgtttcaacaactatggttcagaacgcgaggtgggtgtgaatatgaagctagagtggtaa 
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SEQ ID NO: 5. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pBAD) 
>rFrpA 
                PelB                 10His 
Mkyllptaaagllllaaqpamahhhhhhhhhhdehnpevtvmetmiveatkqnislqqvdssvliktgkele
kagihevkdlekafpglmiqtrgnrtyanttirgvsspdyysptvsiyvdgvlqdsafltqqllnveqvellrgpqatl
yggnsqggiiniitkkatdqnlasggvtysdrskqldasaavaisdstyadiairslkdegnirhipsntddands
kdfsgtarfhylpqqsplavtfsvssahldsheewyltqqeydkratsqdipelkrvvnsyalhidydlgatqltsit
ayqnrnvdreyiggkwvedqntfsqevrantqfsddlsalvggyyehrnfdvsaganndietqtyalfgqmty
amtdsidltgglrasrffsesdfggnsawridsyqsdksenvispkaaigwqinpdsrvfaslasgyrpggfsp
aprssgdkngyspeksfngelgwrtnlaentvrfsgalywidtkdiqlytgnpgsqvlrnmgdaqsrgieldlay
yptddltltlgatfgqstfesgndgiegktlpyapdttvvagieyylpqswldgelsiatnarytskiffdesntlaqdg
ytlidlavqyamndnisfrvfsnnltdkeyttyaysfgntrfnnygserevgvnmklew 
 
SEQ ID NO: 5. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
recombinante FrpA (rFrpA) en el plásmido pET20b(+) 
>pelB-10His-FrpA  
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgctggtctgctgctcctcgctgcccagccggcgatggccatggatat
ccatcaccatcaccaccaccatcatcatcatgatgaacataatccagaagttacggttatggaaaccatgattg
tcgaagcaaccaagcagaacatttcattacaacaggttgatagctcagtgctcatcaaaacaggaaaagag
cttgagaaagcaggaatccatgaagttaaggacttagaaaaagccttccctggcctaatgattcaaacccga
ggtaaccgtacgtatgccaacaccactatacgtggcgtgagttcacctgattactattctcctaccgtcagcatct
atgtcgatggtgtattgcaagacagtgcatttctaacccagcagttactcaacgtagaacaggtagagctgcttc
gagggccgcaagctacgctatatggtggcaattctcagggaggtatcatcaatatcatcaccaagaaggcga
ctgatcaaaacctagcgtctggtggtgtcacttacagcgatcgaagcaaacaacttgatgcttcagcggcagtt
gcgataagcgattcaacttacgctgatatagcgattcgatcattaaaagacgaaggtaatattcgtcacattcct
agcaacaccgatgacgctaacgacagtaaagactttagcggtacagctcgattccactatctacctcagcagt
cccctctcgctgtgacgttttctgtctcttctgcacatctagatagccatgaagagtggtatttgacccaacaagaa
tatgataagcgagccaccagccaagacatacctgaacttaagcgcgtcgtcaatagctatgcactgcatattg
actacgacctaggcgcaacccaattaaccagtattaccgcttaccaaaaccgtaatgtggatcgtgaatatatc
ggcggtaaatgggttgaagatcagaacaccttcagtcaggaagtgcgcgctaacacccaattcagtgatgat
ctttccgctttggttggcgggtactatgagcatcgaaactttgatgtcagtgcgggtgcgaacaacgatattgaga
cccaaacttatgccttgtttggtcaaatgacttatgccatgaccgatagtatcgatttaaccggtgggttgcgcgca
tcacgttttttctctgaatcagattttggcggcaactcagcatggaggattgacagctatcaatcagataagtccg
aaaacgttatctctcctaaagcggcaataggttggcaaattaacccagattcaagagtatttgcctcactagcca
gcggctaccgacctggcggttttagcccggcaccacgaagttctggcgataaaaatggctattcaccagaaa
agtctttcaatggtgaattgggatggcgaactaacttagctgaaaacacggttcgcttcagtggggctctgtactg
gatcgacactaaagatattcagctctacaccggaaatccaggtagccaagttcttagaaacatgggcgatgcc
caaagccgaggcattgagcttgatctcgcatactaccctaccgacgatttgactctgacactgggcgcaacatt
tggccagtctacgttcgaatcgggcaatgatgggattgaaggtaaaacactaccctatgcaccggatacaac
agtagtggcaggtatcgaatactacctaccacaatcatggctagatggagagttgtctatcgccaccaatgcac
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gctacacatctaaaatattctttgacgaaagcaatactctggcgcaagacggttacacacttatcgacttagcag
ttcaatatgcgatgaatgacaacatctctttccgagtgtttagcaacaacctaaccgacaaagagtataccacct
atgcctacagctttggtaacacgcgtttcaacaactatggttcagaacgcgaggtgggtgtgaatatgaagcta
gagtggtaa 
 

 
SEQ ID NO: 6. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pET20b(+) 
>rFrpA con 10 histidinas en el N-terminal 

 
                 PelB                    10His 
Mkyllptaaagllllaaqpamamdihhhhhhhhhhdehnpevtvmetmiveatkqnislqqvdssvliktgk
elekagihevkdlekafpglmiqtrgnrtyanttirgvsspdyysptvsiyvdgvlqdsafltqqllnveqvellrgp
qatlyggnsqggiiniitkkatdqnlasggvtysdrskqldasaavaisdstyadiairslkdegnirhipsntdda
ndskdfsgtarfhylpqqsplavtfsvssahldsheewyltqqeydkratsqdipelkrvvnsyalhidydlgatq
ltsitayqnrnvdreyiggkwvedqntfsqevrantqfsddlsalvggyyehrnfdvsaganndietqtyalfgq
mtyamtdsidltgglrasrffsesdfggnsawridsyqsdksenvispkaaigwqinpdsrvfaslasgyrpgg
fspaprssgdkngyspeksfngelgwrtnlaentvrfsgalywidtkdiqlytgnpgsqvlrnmgdaqsrgield
layyptddltltlgatfgqstfesgndgiegktlpyapdttvvagieyylpqswldgelsiatnarytskiffdesntla
qdgytlidlavqyamndnisfrvfsnnltdkeyttyaysfgntrfnnygserevgvnmklew 
 
SEQ ID NO: 7. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
recombinante FrpA (rFrpA) en el plásmido pET20b(+) 
>pelB-6His-FrpA  
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgctggtctgctgctcctcgctgcccagccggcgatggccatggatat
cgatgaacataatccagaagttacggttatggaaaccatgattgtcgaagcaaccaagcagaacatttcatta
caacaggttgatagctcagtgctcatcaaaacaggaaaagagcttgagaaagcaggaatccatgaagttaa
ggacttagaaaaagccttccctggcctaatgattcaaacccgaggtaaccgtacgtatgccaacaccactata
cgtggcgtgagttcacctgattactattctcctaccgtcagcatctatgtcgatggtgtattgcaagacagtgcattt
ctaacccagcagttactcaacgtagaacaggtagagctgcttcgagggccgcaagctacgctatatggtggc
aattctcagggaggtatcatcaatatcatcaccaagaaggcgactgatcaaaacctagcgtctggtggtgtca
cttacagcgatcgaagcaaacaacttgatgcttcagcggcagttgcgataagcgattcaacttacgctgatata
gcgattcgatcattaaaagacgaaggtaatattcgtcacattcctagcaacaccgatgacgctaacgacagta
aagactttagcggtacagctcgattccactatctacctcagcagtcccctctcgctgtgacgttttctgtctcttctgc
acatctagatagccatgaagagtggtatttgacccaacaagaatatgataagcgagccaccagccaagaca
tacctgaacttaagcgcgtcgtcaatagctatgcactgcatattgactacgacctaggcgcaacccaattaacc
agtattaccgcttaccaaaaccgtaatgtggatcgtgaatatatcggcggtaaatgggttgaagatcagaacac
cttcagtcaggaagtgcgcgctaacacccaattcagtgatgatctttccgctttggttggcgggtactatgagcat
cgaaactttgatgtcagtgcgggtgcgaacaacgatattgagacccaaacttatgccttgtttggtcaaatgactt
atgccatgaccgatagtatcgatttaaccggtgggttgcgcgcatcacgttttttctctgaatcagattttggcggc
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aactcagcatggaggattgacagctatcaatcagataagtccgaaaacgttatctctcctaaagcggcaatag
gttggcaaattaacccagattcaagagtatttgcctcactagccagcggctaccgacctggcggttttagcccg
gcaccacgaagttctggcgataaaaatggctattcaccagaaaagtctttcaatggtgaattgggatggcgaa
ctaacttagctgaaaacacggttcgcttcagtggggctctgtactggatcgacactaaagatattcagctctaca
ccggaaatccaggtagccaagttcttagaaacatgggcgatgcccaaagccgaggcattgagcttgatctcg
catactaccctaccgacgatttgactctgacactgggcgcaacatttggccagtctacgttcgaatcgggcaat
gatgggattgaaggtaaaacactaccctatgcaccggatacaacagtagtggcaggtatcgaatactaccta
ccacaatcatggctagatggagagttgtctatcgccaccaatgcacgctacacatctaaaatattctttgacgaa
agcaatactctggcgcaagacggttacacacttatcgacttagcagttcaatatgcgatgaatgacaacatctct
ttccgagtgtttagcaacaacctaaccgacaaagagtataccacctatgcctacagctttggtaacacgcgtttc
aacaactatggttcagaacgcgaggtgggtgtgaatatgaagctagagtggaagcttgcggccgcactcgag
caccaccaccaccaccactga 
 
SEQ ID NO: 8. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pET20b(+)) 
>rFrpA con 6 histidinas en el C-terminal 
                 PelB                    
Mkyllptaaagllllaaqpamamdidehnpevtvmetmiveatkqnislqqvdssvliktgkelekagihevk
dlekafpglmiqtrgnrtyanttirgvsspdyysptvsiyvdgvlqdsafltqqllnveqvellrgpqatlyggnsqg
giiniitkkatdqnlasggvtysdrskqldasaavaisdstyadiairslkdegnirhipsntddandskdfsgtarf
hylpqqsplavtfsvssahldsheewyltqqeydkratsqdipelkrvvnsyalhidydlgatqltsitayqnrnv
dreyiggkwvedqntfsqevrantqfsddlsalvggyyehrnfdvsaganndietqtyalfgqmtyamtdsidl
tgglrasrffsesdfggnsawridsyqsdksenvispkaaigwqinpdsrvfaslasgyrpggfspaprssgdk
ngyspeksfngelgwrtnlaentvrfsgalywidtkdiqlytgnpgsqvlrnmgdaqsrgieldlayyptddltltl
gatfgqstfesgndgiegktlpyapdttvvagieyylpqswldgelsiatnarytskiffdesntlaqdgytlidlavq
yamndnisfrvfsnnltdkeyttyaysfgntrfnnygserevgvnmklewklaaalehhhhhh 
            6His 
 
SEQ ID NO: 9. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
recombinante FrpA (rFrpA) en el plásmido pET20b(+) 
>pelB-6His-FrpA 
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgctggtctgctgctcctcgctgcccagccggcgatggccatggatat
cgatgaacataatccagaagttacggttatggaaaccatgattgtcgaagcaaccaagcagaacatttcatta
caacaggttgatagctcagtgctcatcaaaacaggaaaagagcttgagaaagcaggaatccatgaagttaa
ggacttagaaaaagccttccctggcctaatgattcaaacccgaggtaaccgtacgtatgccaacaccactata
cgtggcgtgagttcacctgattactattctcctaccgtcagcatctatgtcgatggtgtattgcaagacagtgcattt
ctaacccagcagttactcaacgtagaacaggtagagctgcttcgagggccgcaagctacgctatatggtggc
aattctcagggaggtatcatcaatatcatcaccaagaaggcgactgatcaaaacctagcgtctggtggtgtca
cttacagcgatcgaagcaaacaacttgatgcttcagcggcagttgcgataagcgattcaacttacgctgatata
gcgattcgatcattaaaagacgaaggtaatattcgtcacattcctagcaacaccgatgacgctaacgacagta
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aagactttagcggtacagctcgattccactatctacctcagcagtcccctctcgctgtgacgttttctgtctcttctgc
acatctagatagccatgaagagtggtatttgacccaacaagaatatgataagcgagccaccagccaagaca
tacctgaacttaagcgcgtcgtcaatagctatgcactgcatattgactacgacctaggcgcaacccaattaacc
agtattaccgcttaccaaaaccgtaatgtggatcgtgaatatatcggcggtaaatgggttgaagatcagaacac
cttcagtcaggaagtgcgcgctaacacccaattcagtgatgatctttccgctttggttggcgggtactatgagcat
cgaaactttgatgtcagtgcgggtgcgaacggatcccatcaccatcaccaccacaacgatattgagacccaa
acttatgccttgtttggtcaaatgacttatgccatgaccgatagtatcgatttaaccggtgggttgcgcgcatcacg
ttttttctctgaatcagattttggcggcaactcagcatggaggattgacagctatcaatcagataagtccgaaaac
gttatctctcctaaagcggcaataggttggcaaattaacccagattcaagagtatttgcctcactagccagcggc
taccgacctggcggttttagcccggcaccacgaagttctggcgataaaaatggctattcaccagaaaagtcttt
caatggtgaattgggatggcgaactaacttagctgaaaacacggttcgcttcagtggggctctgtactggatcg
acactaaagatattcagctctacaccggaaatccaggtagccaagttcttagaaacatgggcgatgcccaaa
gccgaggcattgagcttgatctcgcatactaccctaccgacgatttgactctgacactgggcgcaacatttggcc
agtctacgttcgaatcgggcaatgatgggattgaaggtaaaacactaccctatgcaccggatacaacagtagt
ggcaggtatcgaatactacctaccacaatcatggctagatggagagttgtctatcgccaccaatgcacgctac
acatctaaaatattctttgacgaaagcaatactctggcgcaagacggttacacacttatcgacttagcagttcaa
tatgcgatgaatgacaacatctctttccgagtgtttagcaacaacctaaccgacaaagagtataccacctatgc
ctacagctttggtaacacgcgtttcaacaactatggttcagaacgcgaggtgggtgtgaatatgaagctagagt
ggtaa 
 
SEQ ID NO: 10. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pET20b(+) 
>rFrpA con 6 histidinas en el loop 5 
                 PelB                     
Mkyllptaaagllllaaqpamamdidehnpevtvmetmiveatkqnislqqvdssvliktgkelekagihevk
dlekafpglmiqtrgnrtyanttirgvsspdyysptvsiyvdgvlqdsafltqqllnveqvellrgpqatlyggnsqg
giiniitkkatdqnlasggvtysdrskqldasaavaisdstyadiairslkdegnirhipsntddandskdfsgtarf
hylpqqsplavtfsvssahldsheewyltqqeydkratsqdipelkrvvnsyalhidydlgatqltsitayqnrnv 

       6His 
dreyiggkwvedqntfsqevrantqfsddlsalvggyyehrnfdvsagangshhhhhhndietqtyalfgqmt
yamtdsidltgglrasrffsesdfggnsawridsyqsdksenvispkaaigwqinpdsrvfaslasgyrpggfs
paprssgdkngyspeksfngelgwrtnlaentvrfsgalywidtkdiqlytgnpgsqvlrnmgdaqsrgieldla
yyptddltltlgatfgqstfesgndgiegktlpyapdttvvagieyylpqswldgelsiatnarytskiffdesntlaqd
gytlidlavqyamndnisfrvfsnnltdkeyttyaysfgntrfnnygserevgvnmklew 
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SEQ ID NO: 11. Secuencia de nucleótidos del gen fstA  
>fstA 
atgttaaagccccatctgttgcatcctgcagcgctcgcccatccccctctggcacaaaccgtttcccgcttttcctt
gaacaagctgggcgtggccgcacgtctggccattctggccggtgtcagtggcacactgctgctcggcctggcc
ccatcggcgcaggcacaatccccggagctgtcggtcacgaccacaaaaagcctcagtatcccggctggctc
tctggcccaggcgctcaagaccttctcgtccgagacaggtatcagcctggatctcgatgataaaaccatgcaa
gggatgaccagccccgggctggcaggccaatacagtcccccccagggtctggccctcttgttgagtggtcac
gatctggtggccgagcctgcgggagaaggacactacaaggttcgccgacaagccggggtcagtgccgatg
aggtcatggtggtgcaagggcgccagacctatgccggtggccaggtggcctctgacagtcgggtcggattgct
tggcaacaagcacttcatggatacccctttcaacaccgtcagctacacagaagaatacatagagaacgagc
aggcccaggatatcggctccctcgcaggtgccaccaatgcatccatctatgtgccgagcaaacgcagcatctt
cgagaccttctacatgcgtggcttcagcaccacggccagtgacatgaccttcaacggtttgatcggcatggcgc
ccaacatgcgcagttcgaccgagatggccgagcgggtcgacgtgctcaagggcccgtccgtgttgctcaacg
gcatgccgccagacggcagcgtggggggcagcatcaatataatgcccaaacgcgccggcaaggatcctct
ggccaaggtgaccgccacctatgaatcagacgggctcggcggcgtgcatctggatctgggtcgccgtttcgg
ggaagaaaaacagtggggggtgcgcttcaatggcgtctaccgcgatggtgacaccccggtcaatgaccagc
agcacaagatggagctgacttccattggcctcgactggcgcaacgagcgggcccgcgcctccctcgatctct
atcggcaacatgaagaggtggatggggtcaactacttcagcatctcctccatcgccagcactgtcacccagct
gcccacagccaaaaagggcgactattcactggctccggcctgggcctacaccatcaatgacaccagggca
gccgtattgcggggggagttcgacctgaccgactcgctgacggcctttgccgcatggggccagcgagaggg
gggatacagagccctgatcacccgcaataccctgctcaacaatgcgggggacatcaacgccatggccattc
gctccgaacgggacggcacccaacgctcgggcgaagccggtctgcggggcaacctcggcacgggccctg
tcgatcacgcctggtcactggctgccacgcactacacctcggagctcagcttcaaggatcgcatgtatcccaa
acacacaatcaccaactatgaccacctcgattttggctcggcccccgatcagagcggttttggcgcagtgacgt
ccagcagcgacgccaagctggaaagtgtcgccctggtggacaccctctccttcctggacggggacctgcagt
ggacagtcggcgccagacatcagacggtggagagcaccaactatggcgccagcggcgcgcagacctccc
actatgacgagagccggctctcgccagccaccgccatcctggtcaaggtacgggatgacctctccctctacac
caactacatagaggggctgggccaggggggcacggcgcccaccacggcgagcaatgcgggtgaaatcat
gaagccctaccagaccaagcagtatgaggtcggcgccaagctggatctgggtcagttcgcccacacactga
gcctgttccagatagccaaaccgagcgcctacacggatccggtcagcaatgtctatggggtctacggtgaac
agcgcaaccgggggattgagtgggatctgtttggcgagctgactccggaactgcgcctgctggggggagcct
cctatacccaggccgaactgaccaaggccctcaacaaggccaatgaaggcaaccaggcgaccggggtgc
ccaaagtgatggccaagttggggctggaatacgacctcgccgccctgcccgggctcacgctgaccggcaat
acccagtttgtcggcaagcgctatgtcaccgatgacaaccgcatgtcgctctccccctacaccaccttcgacct
gggggcccgctacaccaccaagattgccaccaaggaggtgacggtacgagcctcggtgcaaaacctcacc
aatcatgcctactggctcggctcctggagcggtggcaacggcagcggactgtccggcggactgggttctccac
gtaccttccttctgtccacctcactggcattctga 
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SEQ ID NO: 12. Secuencia de aminoácidos de la proteína FstA 
>FstA 
Mlkphllhpaalahpplaqtvsrfslnklgvaarlailagvsgtlllglapsaqaqspelsvtttkslsipagslaqalk
tfssetgisldlddktmqgmtspglagqysppqglalllsghdlvaepageghykvrrqagvsadevmvvqgr
qtyaggqvasdsrvgllgnkhfmdtpfntvsyteeyieneqaqdigslagatnasiyvpskrsifetfymrgfstt
asdmtfngligmapnmrsstemaervdvlkgpsvllngmppdgsvggsinimpkragkdplakvtatyes
dglggvhldlgrrfgeekqwgvrfngvyrdgdtpvndqqhkmeltsigldwrnerarasldlyrqheevdgvn
yfsissiastvtqlptakkgdyslapawaytindtraavlrgefdltdsltafaawgqreggyralitrntllnnagdin
amairserdgtqrsgeaglrgnlgtgpvdhawslaathytselsfkdrmypkhtitnydhldfgsapdqsgfga
vtsssdaklesvalvdtlsfldgdlqwtvgarhqtvestnygasgaqtshydesrlspatailvkvrddlslytnyie
glgqggtapttasnageimkpyqtkqyevgakldlgqfahtlslfqiakpsaytdpvsnvygvygeqrnrgiew
dlfgeltpelrllggasytqaeltkalnkanegnqatgvpkvmaklgleydlaalpgltltgntqfvgkryvtddnrm
slspyttfdlgaryttkiatkevtvrasvqnltnhaywlgswsggngsglsgglgsprtfllstslaf 
 
SEQ ID NO: 13. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
recombinante FstA (rFstA) en el plásmido pET20b(+) 
>pelB-6His-FrpA 
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgctggtctgctgctcctcgctgcccagccggcgatggccatggatat
cggaattaattcggatccgaattcgcaatccccggagctgtcggtcacgaccacaaaaagcctcagtatcccg
gctggctctctggcccaggcgctcaagaccttctcgtccgagacaggtatcagcctggatctcgatgataaaac
catgcaagggatgaccagccccgggctggcaggccaatacagtcccccccagggtctggccctcttgttgag
tggtcacgatctggtggccgagcctgcgggagaaggacactacaaggttcgccgacaagccggggtcagtg
ccgatgaggtcatggtggtgcaagggcgccagacctatgccggtggccaggtggcctctgacagtcgggtcg
gattgcttggcaacaagcacttcatggatacccctttcaacaccgtcagctacacagaagaatacatagagaa
cgagcaggcccaggatatcggctccctcgcaggtgccaccaatgcatccatctatgtgccgagcaaacgca
gcatcttcgagaccttctacatgcgtggcttcagcaccacggccagtgacatgaccttcaacggtttgatcggca
tggcgcccaacatgcgcagttcgaccgagatggccgagcgggtcgacgtgctcaagggcccgtccgtgttgc
tcaacggcatgccgccagacggcagcgtggggggcagcatcaatataatgcccaaacgcgccggcaagg
atcctctggccaaggtgaccgccacctatgaatcagacgggctcggcggcgtgcatctggatctgggtcgccg
tttcggggaagaaaaacagtggggggtgcgcttcaatggcgtctaccgcgatggtgacaccccggtcaatga
ccagcagcacaagatggagctgacttccattggcctcgactggcgcaacgagcgggcccgcgcctccctcg
atctctatcggcaacatgaagaggtggatggggtcaactacttcagcatctcctccatcgccagcactgtcacc
cagctgcccacagccaaaaagggcgactattcactggctccggcctgggcctacaccatcaatgacaccag
ggcagccgtattgcggggggagttcgacctgaccgactcgctgacggcctttgccgcatggggccagcgag
aggggggatacagagccctgatcacccgcaataccctgctcaacaatgcgggggacatcaacgccatggc
cattcgctccgaacgggacggcacccaacgctcgggcgaagccggtctgcggggcaacctcggcacggg
ccctgtcgatcacgcctggtcactggctgccacgcactacacctcggagctcagcttcaaggatcgcatgtatc
ccaaacacacaatcaccaactatgaccacctcaagcttcatcaccatcaccaccacgattttggctcggcccc
cgatcagagcggttttggcgcagtgacgtccagcagcgacgccaagctggaaagtgtcgccctggtggaca
ccctctccttcctggacggggacctgcagtggacagtcggcgccagacatcagacggtggagagcaccaac
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tatggcgccagcggcgcgcagacctcccactatgacgagagccggctctcgccagccaccgccatcctggt
caaggtacgggatgacctctccctctacaccaactacatagaggggctgggccaggggggcacggcgccc
accacggcgagcaatgcgggtgaaatcatgaagccctaccagaccaagcagtatgaggtcggcgccaag
ctggatctgggtcagttcgcccacacactgagcctgttccagatagccaaaccgagcgcctacacggatccg
gtcagcaatgtctatggggtctacggtgaacagcgcaaccgggggattgagtgggatctgtttggcgagctga
ctccggaactgcgcctgctggggggagcctcctatacccaggccgaactgaccaaggccctcaacaaggc
caatgaaggcaaccaggcgaccggggtgcccaaagtgatggccaagttggggctggaatacgacctcgcc
gccctgcccgggctcacgctgaccggcaatacccagtttgtcggcaagcgctatgtcaccgatgacaaccgc
atgtcgctctccccctacaccaccttcgacctgggggcccgctacaccaccaagattgccaccaaggaggtg
acggtacgagcctcggtgcaaaacctcaccaatcatgcctactggctcggctcctggagcggtggcaacggc
agcggactgtccggcggactgggttctccacgtaccttccttctgtccacctcactggcattctga 
 
SEQ ID NO: 14. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFstA (plásmido 
pET20b(+)) 
>rFstA con 6 histidinas en el loop 5 
                 PelB                     
Mkyllptaaagllllaaqpamamdiginsdpnsqspelsvtttkslsipagslaqalktfssetgisldlddktmq
gmtspglagqysppqglalllsghdlvaepageghykvrrqagvsadevmvvqgrqtyaggqvasdsrvgl
lgnkhfmdtpfntvsyteeyieneqaqdigslagatnasiyvpskrsifetfymrgfsttasdmtfngligmapn
mrsstemaervdvlkgpsvllngmppdgsvggsinimpkragkdplakvtatyesdglggvhldlgrrfgee
kqwgvrfngvyrdgdtpvndqqhkmeltsigldwrnerarasldlyrqheevdgvnyfsissiastvtqlptakk
gdyslapawaytindtraavlrgefdltdsltafaawgqreggyralitrntllnnagdinamairserdgtqrsge 
             6His 
aglrgnlgtgpvdhawslaathytselsfkdrmypkhtitnydhlklhhhhhhdfgsapdqsgfgavtsssdak
lesvalvdtlsfldgdlqwtvgarhqtvestnygasgaqtshydesrlspatailvkvrddlslytnyieglgqggta
pttasnageimkpyqtkqyevgakldlgqfahtlslfqiakpsaytdpvsnvygvygeqrnrgiewdlfgeltpe
lrllggasytqaeltkalnkanegnqatgvpkvmaklgleydlaalpgltltgntqfvgkryvtddnrmslspyttfd
lgaryttkiatkevtvrasvqnltnhaywlgswsggngsglsgglgsprtfllstslaf 
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2. Espectrometría de de masas para la identificación de las proteínas 
recombinantes, mediante Huella Peptídica (MALDITOF-TOF) 

 
 
FrpA 10His en el N-terminal. En verde se resaltan los fragmentos 
identificados 
 

  
FstA 6His en el loop 5. En verde se resaltan los fragmentos identificados 
 

 



3. Cromatogramas de la purificación 
sistema pBAD y la cepa BL21CodonPlus
 

Cromatografía de afinidad 
Healthcare Life Sciences). Tampones: Tris
imidazol 20 mM y OPOE al 1 % y Tris
al 1 %. 

 Desalting usando una columna HiTrap Desalting (GE Healthcare Life 
Sciences) y tampón Tris

Cromatogramas de la purificación 10His-rFrpA, cuando se usó el 
ma pBAD y la cepa BL21CodonPlus 

Cromatografía de afinidad usando una columna HisTrap de 5 mL (GE 
Healthcare Life Sciences). Tampones: Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 
imidazol 20 mM y OPOE al 1 % y Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, y OPOE 

Desalting usando una columna HiTrap Desalting (GE Healthcare Life 
Sciences) y tampón Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y OPOE al 1 %.
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rFrpA, cuando se usó el 

usando una columna HisTrap de 5 mL (GE 
HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, 

HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, y OPOE 

 
Desalting usando una columna HiTrap Desalting (GE Healthcare Life 

HCl 50 mM pH 8.0 y OPOE al 1 %. 



 Cromatografía de intercambio 
de 5 mL (GE Healthcare Life Sciences). rFrpA se eluyó usando gradiente 
linear de NaCl entre 0 y 1 M en Tris

 Cromatografía de filtración en gel usando una columna Superdex 200 
10/300 GL (GE Healthcare Life
8.0, NaCl 0.5 M, y OPOE al 1 %.

 

de intercambio iónico usando una columna HiTrap Q XL 
de 5 mL (GE Healthcare Life Sciences). rFrpA se eluyó usando gradiente 
linear de NaCl entre 0 y 1 M en Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y OPOE 1 %.

de filtración en gel usando una columna Superdex 200 
10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences y tampón Tris-HCl 50 mM pH 
8.0, NaCl 0.5 M, y OPOE al 1 %. 
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columna HiTrap Q XL 
de 5 mL (GE Healthcare Life Sciences). rFrpA se eluyó usando gradiente 

HCl 50 mM pH 8.0 y OPOE 1 %. 

 
de filtración en gel usando una columna Superdex 200 

HCl 50 mM pH 

 



4. Cromatogramas de la purificación 10His
sistema pET20b(+) y la cepa BL21 (DE3)
 

 Ejemplo del cromatograma obtenido en la separación en la resina
afinidad de las muestras de ensayo de 
pET20b(+)). Se usó
HCl 50 mM pH 8.0 NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM y OPOE al 1 %. rFrpA 
se eluyó con un gradiente lineal
Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M y OPOE al 1 %. 

 

 Cromatografía de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences) 
HCl 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM y LDAO al 0.05 %.
TB, 25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas 
OPOE al 7 %. 

Cromatogramas de la purificación 10His-rFrpA, cuando se usó el 
pET20b(+) y la cepa BL21 (DE3) 

l cromatograma obtenido en la separación en la resina
afinidad de las muestras de ensayo de expresión de rFrpA (plásmido 

. Se usó una columna HisTrap de 5 mL equilibrada con Tris
HCl 50 mM pH 8.0 NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM y OPOE al 1 %. rFrpA 
se eluyó con un gradiente lineal desde 20 hasta 500 mM de imidazol en 

HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M y OPOE al 1 %.  

 
de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 

200 HR (GE Healthcare Life Sciences) con el 
HCl 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM y LDAO al 0.05 %. Me
TB, 25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas 
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rFrpA, cuando se usó el 

l cromatograma obtenido en la separación en la resina de 
de rFrpA (plásmido 

una columna HisTrap de 5 mL equilibrada con Tris-
HCl 50 mM pH 8.0 NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM y OPOE al 1 %. rFrpA 

mM de imidazol en 

de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
el tampón Tris-

Medio de cultivo 
TB, 25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas 

 



 Cromatografía de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences) 
HCl 10 mM pH 8.0, NaCl 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas OPOE 
al 7 %. 

 

 
 Cromatografía de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 

Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences) 
HCl 25 mM pH 8.0, NaCl 350 mM y LDAO al 0.1 %. Medio de cultivo TB, 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas Elugent 
al 5 %. 

 

de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
200 HR (GE Healthcare Life Sciences) con el

mM pH 8.0, NaCl 150 mM y LDAO al 0.1 %. Medio de cultivo TB, 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas OPOE 

de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
200 HR (GE Healthcare Life Sciences) con el 

HCl 25 mM pH 8.0, NaCl 350 mM y LDAO al 0.1 %. Medio de cultivo TB, 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas Elugent 
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de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
con el tampón Tris-

Medio de cultivo TB, 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas OPOE 

 

de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
con el tampón Tris-

HCl 25 mM pH 8.0, NaCl 350 mM y LDAO al 0.1 %. Medio de cultivo TB, 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas Elugent 
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5. Cristalografía de Rayos X de rFrpA 
 Cristal 5 de rFpA en el loop. 

 
 Modelo preliminar de la estructura de rFrpA 
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 Mapa de densidad electrónica de rFrpA y ajuste del modelo preliminar 
de la estructura rFrpA al mapa de densidad electrónica 

  

 



6. Cromatogramas 
 

 Comparación de los 
las diferentes condiciones de cultivo estudiadas para la expresión de 
rFstA. Se usó una columna HisTrap de 
Sciences). Tampones: Tris
mM y Elugent al 0.25
al 0.25 %.  
 

Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio LB, 37 ºC e inducción con IPTG durante 3 h (Curva verde en el 
cromatograma). 

Cromatogramas de la purificación de rFstA 
Comparación de los Cromatografía de la cromatografía de
las diferentes condiciones de cultivo estudiadas para la expresión de 

una columna HisTrap de 1 mL (GE Healthcare Life 
Sciences). Tampones: Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, imidazol 20 

0.25 % y Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, y E

BL21(DE3) con pET-Loop6His-FstA. Condiciones de cultivo: 
medio LB, 37 ºC e inducción con IPTG durante 3 h (Curva verde en el 
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la cromatografía de afinidad De 
las diferentes condiciones de cultivo estudiadas para la expresión de 

mL (GE Healthcare Life 
HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, imidazol 20 

HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, y Elugent 

 
FstA. Condiciones de cultivo: 

medio LB, 37 ºC e inducción con IPTG durante 3 h (Curva verde en el 



Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio LB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 
cromatograma).  

Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio TB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 
cromatograma).  

Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio TB, 25 ºC, sin inducir y crecimient
cromatograma).  

 

BL21(DE3) con pET-Loop6His-FstA. Condiciones de cultivo: 
medio LB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 

 
BL21(DE3) con pET-Loop6His-FstA. Condiciones de cultivo: 

medio TB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 

 

 
BL21(DE3) con pET-Loop6His-FstA. Condiciones de cultivo: 

medio TB, 25 ºC, sin inducir y crecimiento durante 30 h (Curva azul en el 
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FstA. Condiciones de cultivo: 
medio LB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 

FstA. Condiciones de cultivo: 
medio TB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 

FstA. Condiciones de cultivo: 
o durante 30 h (Curva azul en el 
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7. HPLC-ESIMS de las Amonabactinas 
 Complejo Amo P 693-Fe(III)   Complejo Amo P 693-Ga(III)  

 
 

 Complejo Amo P 750-Fe(III)   Complejo Amo P 750-Ga(III)  
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 Complejo Amo T 732-Fe(III)   Complejo Amo T 789-Fe(III)  

 


