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RESUMEN

El género Streptomyces estd constituido por un grupo de bacterias que
pertenecen a la clase de las Actinobacterias. Su importancia radica en su
capacidad de producir una gran diversidad de compuestos de interés
industrial, tales como antitumorales (p. ej., doxorrubicina),
inmunosupresores (p. €j., rapamicina), antifungicos (p. ej., anfotericina
B) y antihelminticos (p. ej., ivermectina), y enzimas como celulasas,

proteasas, amilasas, lipasas, entre otras. [Demain, 2014].

Los genes que participan en la biosintesis de metabolitos secundarios
generalmente se encuentran agrupados dentro del genoma y este
conjunto de genes, o cluster, incluye genes reguladores que se encargan
de modificar la expresion de los genes biosintéticos permitiendo que todos
los metabolitos secundarios que el microorganismo es capaz de sintetizar
no se produzcan de manera simultdnea. De esta manera, la produccién
de algunos metabolitos secundarios permanece silenciada en ciertas
condiciones ambientales, mientras que otros metabolitos secundarios si
se producen [Cih&k et al., 2017; Liu et al., 2013].

Los reguladores transcripcionales son proteinas capaces de regular la
expresion de genes mediante su unidn al DNA. En Streptomyces ademas
de intervenir en la regulacion de la produccion de metabolitos
secundarios, también regulan la diferenciacion morfoldgica, metabolismo
del carbono o el metabolismo de otros nutrientes [Martin et al., 2016;

Romero-Rodriguez et al., 2015].

Dentro de los mecanismos globales de regulacién, la represion catabdlica
por carbono (RCC) es de las mas importantes. Este tipo de regulacién
permite a los organismos utilizar varias fuentes de carbono de manera
secuencial y ventajosa, en el que una fuente preferencial de carbono

reprime la expresion de genes involucrados en el metabolismo de las otras
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fuentes de carbono [Gorke y Stlilke, 2008; Romero-Rodriguez et al.,
2017].

La RCC ha sido descrita molecularmente en los microorganismos modelo
Escherichia coli y en Bacillus subtilis. En ambos organismos el sistema
fosfotransferasa (PTS) tiene un papel primordial en este fendmeno, pero
mientras que en E. coli la proteina receptora de AMPc (Crp) es el principal
modulador de la transcripcion en la RCC, en B. subtilis la RCC es mediada
por el regulador CcpA [Gorke y Stllke, 2008; Kremling et al., 2015; Singh
et al., 2008]. Sin embargo, en Streptomyces el mecanismo aun no esta
completamente descrito, pero hay evidencia que sugiere que la enzima
ATP-GIk tiene un papel en la RCC [Angell et al., 1992; Angell et al., 1994;
Kwakman y Postma, 1994].

Estudios recientes proponen que la RCC puede ser dependiente o
independiente de la enzima ATP-Glk. No obstante, debido a que la ATP-
Glk carece de dominios a unidon a DNA se plantea que actla en conjunto
con reguladores transcripcionales para ejercer su regulacion [Gubbens et
al., 2012; Romero et al., 2016b; van Wezel et al., 2007]. En este sentido,
en un analisis transcriptomico de este mismo microorganismo se
identificaron nueve reguladores transcripcionales dependientes de ATP-
Glk. Estudiar estos reguladores permitird entender la red de regulacion

que se encuentra alrededor de la ATP-Glk y su papel en la RCC.

Para esta tesis se realizd un analisis bioinformatico para evaluar al
regulador que tuviera mayor relacién con la RCC, seleccionando a
SC03264 como el mas indicado. La eliminacion de SC03264 en S.
coelicolor tuvo un efecto pleiotrépico reflejado en el aumento de la
produccion de los antibidticos actinorrodina y undecilprodigiosina. Del
mismo modo, se incrementd el consumo de glucosa y la actividad de ATP-

Glk, como consecuencia de la eliminacion de su represion sobre el gen
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glkA. Ademas, transcripcionalmente se determiné que SC03264 actua
como represor del gen susceptible a RCC, dagA, y actia como activador
de sco03986.
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INTRODUCCION

El género Streptomyces
El género Streptomyces esta constituido por un grupo de bacterias que
pertenecen a la clase de las Actinobacterias, clasificadas como bacterias
Gram-positivas. A diferencia de otras bacterias, presentan un cromosoma
lineal y alto contenido de guanina-citosina en su genoma, 72%

aproximadamente [Kirby y Chen, 2011].

Las especies de Streptomyces presentan un ciclo de vida similar a la
reproduccion asexual de los hongos filamentosos. En condiciones
ambientales y de nutrientes favorables, las esporas de los
estreptomicetos germinan y el micelio formado, denominado micelio
vegetativo, se extiende y ramifica sobre su sustrato. Cuando los
nutrientes comienzan a escasear, el micelio vegetativo sufre un proceso
de autolisis liberando nutrientes que son utilizados para la formacién de
micelio aéreo. Esta etapa de diferenciacién morfoldgica se asocia con la
produccién de metabolitos secundarios. Posteriormente, el micelio aéreo
se divide y comienza a formar esporas nuevas [Chater et al., 2010; Flardh
y Butner 2009; McCormick y Flardh, 2012].

La importancia del género Streptomyces radica en su capacidad de
producir una gran diversidad de enzimas de interés industrial, como
celulasas, proteasas, amilasas, lipasas, entre otras. Ademas, en 2014 se
estimaba que existian alrededor de 22 500 antibiéticos descubiertos, de
los cuales el 45% eran producidos por actinobacterias. Dentro de este
segmento, el género mas importante era Streptomyces, al que se le debia
aproximadamente el 75% de los antibidticos producidos por
actinobacterias. Ejemplos de metabolitos secundarios producidos por
Streptomyces con importancia farmacoldgica son los antitumorales (p.

ej., doxorrubicina), inmunosupresores (p. ej., rapamicina), antifiungicos
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(p. €j., anfotericina B), antihelminticos (p. €j., ivermectina) [Demain,
2014].

Streptomyces coelicolor, organismo modelo del género, en condiciones de
laboratorio produce 5 compuestos con actividad antibidtica débil:
actinorrodina, undecilprodigiosina, metilenomicina, un policétido de color
gris que pigmenta las esporas y un antibiotico no pigmentado dependiente
de calcio [van Keulen y Dyson, 2014]. Sin embargo, la capacidad
metabdlica de S. coelicolor es mayor. Con herramientas bioinformaticas
como antiSMASH [Medema et al., 2011] se han descubierto hasta 32 vias
biosintéticas para la produccién de metabolitos secundarios, de los cuales,
la estructura quimica del 30% de estos compuestos aun no ha sido
descrita. Entre los metabolitos secundarios de los que ya se conoce su
estructura, se han encontrado compuestos del tipo policétidos,
siderdforos, y-butirolactonas, furanos, terpenoides, &cidos grasos,
oligopirroles, ente otros [(inhék et al., 2017; Hwang et al., 2014; van

Keulen y Dyson, 2014].

Muchos de los metabolitos secundarios no se producen o se producen en
bajas concentraciones en condiciones de laboratorio. Los factores que
influyen en su producciéon podrian incluir la disponibilidad limitada de
precursores, asi como la expresién baja o nula de los genes biosintéticos
[Craney et al., 2013]

Los genes que participan en la biosintesis de metabolitos secundarios
generalmente se encuentran agrupados dentro del genoma y este
conjunto de genes, o cluster, incluye genes reguladores que se encargan
de modificar la expresion de los genes biosintéticos, permitiendo que solo
ciertos metabolitos secundarios se produzcan en determinadas
condiciones ambientales. De esta manera, la produccidon del resto de los

metabolitos secundarios que el microorganismo es capaz de sintetizar
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permanece silenciada hasta que se encuentren las condiciones que
activen su produccion [Cihdk et al., 2017; Liu et al., 2013].

Dado el efecto de los genes reguladores en la produccién de metabolitos
secundarios resulta relevante estudiarlos a fondo para utilizarlos como
herramienta en la optimizacion de la produccién de metabolitos

secundarios [Romero-Rodriguez et al., 2015].

Reguladores trascripcionales

Un regulador transcripcional, como su nombre lo indica, es una molécula
(generalmente una proteina) capaz de regular la expresién de genes
mediante su unién al DNA. Procesos importantes en Streptomyces, como
la diferenciacion morfoldgica, metabolismo del carbono o la produccidn de
metabolitos secundarios; estan sujetos a un complejo sistema de
regulacion en el que los efectores son los reguladores transcripcionales
[Martin et al., 2016; Romero-Rodriguez et al., 2015].

Un regulador puede actuar como represor al competir con un activador
por la unidn al DNA, al unirse al promotor evitando la unidon de la RNA
polimerasa para que no ocurra la transcripcidon, o uniéndose rio abajo del
promotor para evitar que la RNA polimerasa continte con la transcripcion.
Por el contrario, algunos reguladores pueden actuar como activadores al
estabilizar la unién de la RNA polimerasa con el DNA o acelerando la
apertura de la doble cadena de DNA. Otros reguladores tienen una funcién
dual, actuando como activadores o represores dependiendo del gen

blanco [Romero-Rodriguez et al., 2015].

Un ejemplo del Ultimo caso es el regulador ArgR de S. coelicolor que actua
como represor de algunos genes involucrados en la diferenciacion
morfoldgica y simultdneamente activa la expresién de algunos genes
involucrados en el metabolismo secundario, incluyendo a un

transportador de actinorrodina [Pérez-Redondo et al., 2012].
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Estructura de los reguladores transcripcionales
Una caracteristica estructural que presentan la mayoria de los reguladores
transcripcionales es la presencia de un dominio de unidon al DNA
conformado por una hélice-giro-hélice (HTH, por sus siglas en inglés) que
le permite unirse especificamente al DNA (Figura 1), en un sitio con una
secuencia generalmente palindrémica [Aravind et al., 2005]. También, se
han identificado dominios con estructuras como “dedos de Zinc”, hélice-
bucle-hélice, dominio de unién a DNA hoja-B antiparalela, que presentan

la misma funciéon [Romero-Rodriguez et al., 2015].

Dominios de union
a DNA

5'- ...CTTGGTCTAGTCCATA...

Figura 1. Esquematizacion de la union proteina-DNA [Adaptado de Fillenberg et
al., 2016 y Swigtek-Potatynska et al., 2015]

Los reguladores transcripcionales son clasificados en familias de acuerdo
a la similitud en sus secuencias de aminoacidos y a su similitud estructural
de sus dominios de unién a DNA [Aravind et al., 2005; Jain, 2015;
Romero-Rodriguez et al., 2015]. En el género Streptomyces se estima
que hay por lo menos 20 familias de reguladores transcripcionales
[Romero-Rodriguez et al., 2015]. En el caso especifico de S. coelicolor se
han identificado 965 proteinas (el 12.3%) con funcion reguladora en su

genoma, clasificados en las familias AraC, AsnC, DeoR, GntR, IcIR, Lacl,
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LysR, LuxR, MerR, ROK, TetR, Xre, principalmente [Bentley et al., 2002;
Romero-Rodriguez et al., 2015].

Adicionalmente, algunos reguladores transcripcionales, como los ya
mencionados, presentan un sitio de union a ligando que reconoce un
sustrato y que funciona como modulador de su actividad reguladora
[Kazanov et al., 2013]. La unién proteina-sustrato genera un cambio
conformacional en la proteina que provoca que gane o pierda afinidad
hacia el DNA, dependiendo de la funcion del regulador, y de esta forma

regule la expresion de sus genes blanco [Jain, 2015].

Otra manera en la que se clasifican los reguladores transcripcionales es
de acuerdo al numero de genes blanco. En este sentido, pueden
clasificarse como reguladores via-especifica en el que su regulacion afecta
una via metabdlica en particular; o como reguladores globales o
pleiotrépicos en el que la regulacién afecta un mayor nimero de genes y
que determinan el estado general de la célula [Liu, et al., 2013; Swiatek-
Potatynska, et al., 2015].

Regulacion via-especifica
En este tipo de regulacién las proteinas se encargan de regular la
transcripcion de los genes que comprenden una via metabdlica. Con
frecuencia los genes de los reguladores transcripcionales de este tipo se
encuentran en el cluster de genes que participan en las vias metabdlicas,
y en algunos casos se encuentran fuera del clister regulado [Craney et
al., 2013; Huang, et al., 2005].

En el caso de S. coelicolor se han identificado reguladores via-especifica
encargados de la regulacién de la sintesis de actinorrodina, el antibidtico
dependiente de calcio (CDA), coelimicina, undecilprodigiosina vy
metilenomicina. En este sentido, la biosintesis de actinorrodina es

regulada por el gen actII-ORF4, la produccién de undecilprodigiosina es
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regulada por redD y redZ, la via para la sintesis de CDA es regulada por
cdaR [Craney et al., 2013; Huang, et al., 2005], la produccidon de
metilenomicina esta regulada por el activador mmyB y los represores
mmrR y mmfR, mientras que la produccion de coelimicina podria estar

regulada por scB1 y scbR [Craney et al., 2013].

En un analisis de microarreglos, se encontré que algunos reguladores via-
especifica tienen efecto sobre un mayor nimero de genes. Y aunque tal
efecto podria ser de manera indirecta, una descripcién mas adecuada para
estos reguladores seria la de reguladores situados dentro del clister de

una via biosintética [Liu et al., 2013].

Adicional a los reguladores via-especifica, existen reguladores con efecto
en un amplio espectro de genes relacionados no solo en la produccion de
metabolitos secundarios sino genes del metabolismo en general, a estos
reguladores se les denomina pleiotropicos [Liu et al., 2013; Swiatek-
Potatynska, et al., 2015].

Regulacién pleiotrdpica
Los reguladores globales o pleiotrépicos tienen como blanco una amplia
gama de genes pertenecientes a diferentes vias metabdlicas [Romero-
Rodriguez et al., 2015]. Este tipo de reguladores permiten a la célula
adaptarse a sus condiciones ambientales y se encargan de mantener un
adecuado flujo de metabolitos mediante la regulacién de sus genes
blanco, por lo que comunmente participan en mecanismos globales de

regulaciéon [Swiatek-Potatyniska, et al., 2015].

Existen varios ejemplos de reguladores pleiotropicos (Tabla 1), tal es el
caso de DasR en S. coelicolor, regulador que pertenece a la familia GntR
y que esta implicado en la regulacion del metabolismo de N-acetil
glucosamina/quitina, en la produccion de antibioticos, en la biosintesis de

sideroforos y en la respuesta a estrés [Swigtek-Potatyriska, et al., 2015].
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Otro ejemplo en S. coelicolor es Rok7B7, un regulador de la familia ROK
y que regula genes implicados en la utilizacién de glucosa, la represion
catabdlica por carbono y la produccién de antibidticos [Swiatek, et al.,
2013].

Tabla 1. Ejemplos de reguladores pleiotropicos en S. coelicolor

Regulador Familia Funcion

Activador de varios clusteres de genes,
AdpA AraC-XylS incluyendo genes que participan en la
diferenciacion morfoldgica

Regulador de la produccion de metabolitos
AfsR OmpR secundarios, reconoce secuencias que se
traslapan con las cajas Pho

Regula varios genes reguladores y genes

ArgR . . _y:
g involucrados en el metabolismo del nitrégeno
Activador de genes involucrados en el
AtrA TetR metabolismo de acetil-CoA
DasR GntR Regulador del metabolismo de N-acetil
glucosamina
GInR OmpR R.egf.llador principal del metabolismo del
nitrogeno
Sistema de Regula el metabolismo del fosfato y |la
PhoR-PhoP dos produccion de varios metabolitos secundarios
componentes
Rok7B7 ROK Regula genes relacionados con el

metabolismo del carbono

Adaptado de Martin et al., 2016

En Streptomyces existen ejemplos en los que hay una intercomunicacion
entre reguladores globales. Tal es el caso de la interaccion entre el
activador principal del metabolismo de nitrogeno, GInR, y el regulador de

respuesta PhoP, perteneciente al sistema de dos componentes PhoR-PhoP
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responsable de la regulacion del metabolismo del fosfato. Se sabe que
PhoP compite con GInR en el reconocimiento de secuencias consenso en
el promotor del gen que codifica a la glutamina sintetasa (g/nA). Ademas,
PhoP actla como represor de metabolismo del nitrégeno al reprimir a
glnR. Este tipo de interaccién permite a los organismos utilizar
efectivamente los nutrientes disponibles para mantener un equilibrio

metabdlico y evitar su muerte [Martin et al., 2016].

La regulacién de reguladores globales que a su vez modulan otros
reguladores genera una compleja cascada de regulacidon, por lo que
resulta interesante estudiar a fondo los reguladores transcripcionales para
entender mecanismos globales de regulacidn como la represidn catabdlica
por carbono. Este mecanismo, altamente complejo en el género
Streptomyces, afecta la produccién de metabolitos secundarios y a la
fecha, sigue siendo el objeto de estudio de diversos grupos de
investigacidon en el mundo [Gorke y Stlilke, 2008; Swiqtek et al., 2013;
Romero-Rodriguez et al., 2017].

Regulacion por la fuente de carbono

Para los microorganismos heterétrofos la fuente de carbono es importante
para el crecimiento y la obtencidn de intermediarios metabdlicos. En
presencia de diferentes fuentes de carbono, el microorganismo los utiliza
de forma secuencial gracias a un mecanismo denominado represién
catabdlica por carbono (RCC) en el que una fuente preferencial de carbono
reprime la expresion de genes involucrados en el metabolismo de las otras
fuentes de carbono. Este mecanismo le permite al microorganismo utilizar
primero fuentes de carbono mas sencillas de metabolizar, determinante
en su velocidad de crecimiento, para que pueda competir con otros
organismos por nutrientes [Gorke y Stlilke, 2008; Romero-Rodriguez et
al., 2017].
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La RCC ha sido descrita molecularmente en los microorganismos modelo
E. coliy en B. subtilis, encontrando diferencias en cuanto a su mecanismo

de regulacion [Kremling et al., 2015; Singh et al., 2008].

Represién catabdlica por carbono en Escherichia coli

En la bacteria Gram-negativa E. coli, la proteina receptora de AMPc (Crp)
es el principal modulador de la transcripcion en la RCC, activando o
reprimiendo cerca de 260 operones dentro de los que se encuentran
enzimas del metabolismo central del carbono [Gosset et al., 2004]. La
proteina Crp es activada por el segundo mensajero AMPc que a su vez es
producido por la forma activa de la proteina adenilato ciclasa (Cya). La
activaciéon de Cya ocurre en ausencia de glucosa en el medio. En estas
condiciones, el componente EIIA®c del sistema PTS se encuentra
predominantemente fosforilado y fosforila a Cya [Kremling et al., 2015].
Una vez producido, el AMPc forma un complejo con Crp para unirse a la
region promotora del DNA activando la transcripciéon de genes [Sanchez
et al., 2010].

En presencia de glucosa, la proteina EIIACc se encuentra en su forma no
fosforilada, inhibiendo la actividad de permeasas y de la proteina glicerol
cinasa para inhabilitar el transporte y metabolismo de otras fuentes de

carbono [Kremling, et al., 2015].

Represién catabdlica por carbono en Bacillus subtilis
En B. subtilis, bacteria Gram-positiva con bajo contenido de guanina-
citosina en su genoma, la RCC es un proceso mas complejo que involucra
a un mayor numero de participantes. Dentro de las proteinas que
participan en el mecanismo son el regulador CcpA, la proteina HPr y HPr
cinasa/fosforilasa (HPrK/P) del PTS, fructosa-1,6-bifosfato y glucosa-6-
fosfato [Gorke y Stllke, 2008].
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En presencia de glucosa la actividad glucolitica es alta, con lo que
compuestos como la fructosa-1,6-bifosfato y glucosa-6-fosfato se
encuentran en concentraciones elevadas. En este estado, las altas
concentraciones de fructosa-1,6-bifosfato y ATP o Polifosfato (Ppi),
estimulan la actividad cinasa de la proteina HPrK/P misma que fosforila a
HPr en su residuo Serd46. La concentracién elevada de fructosa-1,6-
bifosfato y glucosa-6-fosfato promueve la interaccion de la forma
fosforilada de HPr, HPr(Ser-P), con el regulador CcpA, con lo que se activa
la unidon de CcpA con sus sitios de unidon en el DNA denominados sitios
cre, reprimiendo asi cientos de genes catabdlicos y activando algunos
otros anabdlicos [Gorke y Stlilke, 2008; Singh et al., 2008].

Represién catabdlica por carbono en Streptomyces
La fuente de carbono es crucial en el género Streptomyces para su
crecimiento y obtencidn de intermediarios utilizados en la produccién de
metabolitos secundarios [Liu et al., 2013]. La RCC, donde la glucosa tiene
un papel primordial, afecta tres funciones fundamentales en
Streptomyces: la utilizacidon de diversas fuentes de carbono, la
diferenciacion morfolégica y la produccion de metabolitos secundarios

[Kwakman y Postma, 1994; Romero-Rodriguez et al., 2017].

Dentro de los carbohidratos que se ven afectados negativamente por la
presencia de glucosa al desencadenar la represion de sus respectivos
operones se encuentran: el glicerol [Hindle y Smith, 1994], galactosa
[Brawner et al., 1997], sacarosa, manosa [Kayali et al., 2011], arabinosa,
fructosa [Hodgson 1982], maltosa [van Wezel et al., 1997] y celobiosa
[Schldsser et al., 2000].

Adicionalmente, en presencia de glucosa se reprime la expresion de
glucdsido-hidrolasas extracelulares como agarasas [Servin-Gonzalez et

al., 1994], a-amilasas [Mellouli et al., 2002], B-galactosidasas [Pérez-
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Pons et al., 1995], celulasas [Marushima et al., 2009], quitinasas [Saito
et al., 2000] y xilanasas [Arhin et al., 1994]. Dichas enzimas son
utilizadas para degradar fuentes de carbono complejas encontradas en el

ambiente.

En condiciones con abundancia de nutrientes comienza la diferenciacién
morfoldgica, proceso en el que participan una gran cantidad de proteinas
y cuya intervencion se encuentra altamente regulada [Chater et al., 2010;
Flardh y Butner 2009; McCormick y Flardh, 2012]. Dentro de este grupo
de proteinas se encuentran las denominadas Bld, que estan involucradas
en la formacién del micelio aéreo, las chaplinas y rodlinas, que forman
filamentos hidrofébicos que permiten el levantamiento del micelio aéreo,
y las proteinas Whi que participan en la formacién y maduracion de la
espora [Flardh y Butner 2009].

Se ha descrito que las proteinas Bld, con excepcién de BIdB, estan sujetas
a regulacién por la fuente de carbono, debido a que mutantes b/d de S.
coelicolor fueron incapaces de formar micelio aéreo y antibidticos en
presencia de glucosa [Pope et al., 1996]. A nivel transcripcional, se
encontré que los genes sco5112-sco5116, que codifican al conjunto de
proteinas BIdKA-E, son reprimidos en presencia de glucosa, al igual que
la chaplina chpD (sco2717), las rodlinas sco2718- sco2719 y el regulador
whiH [Romero-Rodriguez et al., 2016a].

En cuanto a la regulacion desencadenada por glucosa sobre la produccién
de metabolitos secundarios existen varios ejemplos. En S. coelicolor, los
genes involucrados en la biosintesis de actinorrodina sco5089, sco5074 y
sco5071 que codifican a las proteinas condensadoras de acetil-CoA vy
malonil Co-A, y a una deshidratasa que modifica un intermediario
metabdlico, respectivamente, son fuertemente reprimidas en presencia

de glucosa. De igual forma, cuando hay glucosa en el medio se reprimen
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los genes involucrados en la biosintesis de undecilprodigiosina sco5889 y
sco5885, que participan en la formacién del carbaldehido, y sco5897, que
codifica a una oxidasa putativa que convierte la undecilprodigiosina a

estreptorrubina B [Romero-Rodriguez et al., 2016a].

Ejemplos en otros estreptomicetos de represion por la presencia de
glucosa incluyen la regulacion de la produccion de actinorrodina en
Streptomyces lividans mediante la represion de afsR2, gen que codifica a
un regulador global que estimula la produccién de metabolitos
secundarios. La enzima manosidoestreptomicinasa de S. griseus se
reprime en presencia de glucosa, suprimiendo la produccién de
estreptomicina; mientras que en S. fradiae la produccién de neomicina se
ve afectada por la represidn en la proteina fosfatasa alcalina. En S.
antibioticus, la presencia de glucosa y glicerol desencadena la represion
de hidroxicinureninasa, enzima que es parte de la via biosintética de la

actinomicina [Sanchez et al., 2010].

La lista de ejemplos en los que la produccion de metabolitos secundarios
del género Streptomyces se reprime en presencia de glucosa es larga. Sin
embargo, el mecanismo molecular mediante el cual la glucosa
desencadena la regulacion en el género aun no esta completamente

elucidado [Romero-Rodriguez et al., 2017].

A diferencia de E. coli y B. subtilis en donde el PTS-PEP tiene un papel
relevante en este fendmeno, en el género Streptomyces no tiene tal
relevancia [Romero-Rodriguez et al., 2017]. En las bacterias del género
Streptomyces el PTS solo transporta D-fructosa y N-acetilglucosamina,
por lo que su papel en la RCC esta limitada a estos carbohidratos [Nothaft
et al., 2003; Rigali et al., 2006; Romero-Rodriguez et al., 2017]. Por otro
lado, la enzima HPr, importante en la RCC en B. subtilis, no tiene efecto

en la represién de la agarasa, galactocinasa y glicerol cinasa, enzimas en
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la que se ha reportado que son sujetas a regulacion por la presencia de

glucosa [Romero-Rodriguez et al., 2017; Sanchez et al., 2010].

Los primeros estudios para caracterizar el mecanismo de represion por la
presencia de glucosa se dieron en una mutante resistente al analogo de
glucosa, 2-desoxiglucosa (DOG), dicha mutante era capaz de utilizar otras
fuentes de carbono en presencia de glucosa y presentaba pérdida de la
actividad ATP-Glk [Hodgson, 1982]. La complementacién de la mutante
con el gen que codifica a la enzima ATP-GIlk, glkA, restauraba la actividad
de la enzima, la sensibilidad a DOG vy la regulacion por glucosa [Angell et
al., 1992]. Sin embargo, cuando se hizo la complementacion con la glk
de Zymomonas mobilis se restaurd la actividad pero no la represion por
glucosa [Angell et al., 1994], lo que sugeria que la proteina codificada por

el gen glkA por si misma era la responsable de la regulacion.

Posteriormente, en una cepa en la que se elimind el gen glkA se observo
que las enzimas glicerol cinasa y agarasa no eran reprimidas en varias
fuentes de carbono (maltosa, sacarosa, lactosa o melbiosa) que no son
metabolizadas por la glucosa cinasa, lo que sugeria que la represién no
esta influenciada por el flujo que genera la glucosa cinasa [Kwakman y
Postma, 1994].

La asociacion de la ATP-Glk con la RCC no solo se ha observado en S.
coelicolor. En una cepa mutante de Streptomyces peucetius var. caesius
resistente al analogo no metabolizable de glucosa, 2-desoxiglucosa, se
observd que en altas concentraciones de glucosa no se afectd la
producciéon de antibidticos, pero la actividad ATP-Glk era un 85% menor
que la cepa original. Adicionalmente, el transporte de glucosa se redujo
en un 50% en la mutante, sugiriendo que tanto el transporte como la

fosforilacion de glucosa son importantes en la RCC. Aun mas, que
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probablemente los mismos intermediarios de la glucdlisis fueran los

efectores en la regulacion [Escalante et al., 1999].

Estudios mas recientes en S. coelicolor proponen que la RCC puede ser
dependiente o independiente de la enzima ATP-GIlk. Un estudio en el que
se evalud el papel de la ATP-Glk en la RCC indica que es necesaria la unién
de la cinasa con el transportador de glucosa GlcP. El modelo propuesto,
con base en estudios protedmicos, sugiere que esta unidon provoca un
cambio conformacional en la ATP-Glk, generando que se comunique con
reguladores transcripcionales, los cuales son los efectores de la regulacion
[Gubbens et al., 2012; van Wezel et al., 2007].

A nivel transcripcional, al hacer la comparacién con una condicidn
represora (glucosa 0.5% y agar 0.5%) y una no represora (agar 1%), se
observd que 651 genes de S. coelicolor M145 se expresaron
diferencialmente. Simultdneamente, se compard la expresion de genes
entre la cepa S. coelicolor M145 con una cepa carente de su propia ATP-
Glk y complementada con la Glk de Z. mobilis en una condicién represora
donde se obtuvieron 134 genes con expresion diferencial. Dichos genes
pertenecian tanto al metabolismo primario como al metabolismo

secundario de S. coelicolor M145 [Romero-Rodriguez et al., 2016b].

Dentro del ultimo grupo de genes, definidos como dependientes de la
enzima ATP-Glk, se encontraron 9 genes anotados como reguladores
transcripcionales putativos: dos pertenecientes a la familia GntR sco3264
y sco3986, el LuxR putativo sco4261, el SARP putativo sco6288, el
represor de arginina ArgR (scol1576), y los MerR putativos sco3413,
sco5025, sco7530, sco7698 [Romero-Rodriguez et al., 2016b]. Estudiar
estos reguladores transcripcionales encontrados en el estudio
transcriptdmico permitira entender la red de regulacion que se encuentra

alrededor de la ATP-GIk y su papel en la RCC.
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JUSTIFICACION

En S. coelicolor la enzima glucosa cinasa (ATP-Glk) parece desempefar
un papel activo en la represién catabodlica por carbono (RCC) a nivel
pleiotropico. En virtud de que dicha enzima carece de motivos de union a
DNA, una alternativa para ejercer su efecto es a través de la participacién

conjunta de reguladores transcripcionales.

En el analisis transcriptdmico realizado por Romero-Rodriguez (2016b) se
identificaron 9 reguladores transcripcionales dependientes de la enzima
ATP-Glk que podrian contribuir al mecanismo de RCC. Por lo que conocer
el papel de estos reguladores transcripcionales nos permitira
aproximarnos a la elucidacion del mecanismo de la regulacién por carbono
mediada por ATP-Glk.
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HIPOTESIS

Con un analisis bioinformatico de los reguladores transcripcionales
dependientes de ATP-Glk sco1576, sco3264, sco3413, sco3986, sco4261,
sco5025, sco6288, sco7530 y sco7698, se definira al regulador que tenga
la mayor probabilidad de participar en la RCC de acuerdo con el nimero
de genes blanco predichos que estén involucrados en el metabolismo del
carbono. La eliminacién de este regulador del genoma de S. coelicolor

afectara la sensibilidad a RCC.
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OBJETIVOS

Objetivo general

De los genes dependiente de ATP-Glk sco1576, sco3264, sco3413,
5€03986, sco4261, sco5025, sco6288, sco7530 y sco7698, determinar la

participacion de uno de ellos en la regulacién por glucosa en S. coelicolor.

I1.

ITI.

Objetivos particulares

Realizar un analisis in silico de los reguladores transcripcionales
dependientes de ATP-Glk sco1576, sco3264, sco3413, sco3986,
sc04261, sco5025, sco6288, sco7530 y sco7698, para identificar al
regulador que tenga un mayor niumero de genes blanco predichos
que estén relacionados con el metabolismo del carbono y, por lo
tanto, tenga la mayor probabilidad de participar en la RCC.

Eliminar del genoma de S. coelicolor el gen que codifica al regulador
transcripcional dependiente de ATP-Glk que tenga mayor relacidon con
el metabolismo del carbono.

Evaluar el efecto de la mutacién en procesos afectados por la RCC
como la produccién de antibiéticos y el metabolismo de una fuente

secundaria de carbono en presencia de glucosa.

32



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

p

ANALISIS BIOINFORMATICO

Construccion de bases de
datos con las regiones -400
a +50 de cada gen ortdlogo

de los 9 reguladores
transcripcionales
dependientes de ATP-Glk

Construccién de bases de
datos con las regiones -400
a +50 de los genes
dependientes de ATP-Glk

¥

b

Prediccion de secuencias
consenso (MAST)

p1I773

Cdésmido

Cdésmido mutado

Genoma
S. coelicolor

Alineamiento de la
secuencia consenso con la
base de datos de los genes
dependientes de ATP-Glk
para prediccion de genes
blanco (MAST)

Deteccién del regulador
transcripcional con la mayor
relaciéon con el metabolismo

de carbono predicho

Aaacl3N1V

requlador

ELIMINACION DEL REGULADOR TRANSCRIPCIONAL ELEGIDO

e
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requlador
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3 CARACTERIZACION DE LA MUTANTE

Cuantificacion de:

- Consumo de glucosa
» - Actividad de la enzima ATP-

Glk

Cultivos en condiciones - Produccién de antibioticos
represoras (glucosa - Expresion de genes

0.5% + agar 0.5%) seleccionados




METODOLOGIAS

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo
S. coelicolor M145 fue proporcionado por el John Innes Centre (Norwich,
UK). La cepa fue almacenada como una suspension de esporas en glicerol
al 20% a -20°C.

El medio de esporulacion utilizado fue MS (Apéndice 1). Para evaluar
crecimiento y regulacion por glucosa se inocularon 10° esporas en
matraces bafleados con 50 mL de medio NMMP complementado con
glucosa 0.5% y agar parcialmente hidrolizado 0.5% (Apéndice 1), por

triplicado, y se incubaron a 30°C en una agitadora orbital a 200 rpm.

Para el RT-gPCR la misma cantidad de esporas se inocularon en 20 mL de
medio 2x YT (Apéndice 1) y fueron incubados a 30°C, 200 rpm durante 8
h. Las esporas pre-germinadas fueron centrifugadas, lavadas dos veces
con agua destilada y finalmente re-suspendidas en medio NMMP sin
fuente de carbono. La cantidad de esporas pre-germinadas fue ajustada

para dar una DO inicial de 0.04 a 450 nm en 50 mL de medio de cultivo.

La cepa de E. coli DH5a se utiliz6 para hacer las clonaciones; E. coli
BW25113/pI)J790 se utilizé6 para hacer el remplazo del regulador
transcripcional por un cassette de resistencia; mientras que E. coli
ET12567 se utilizé6 para la obtencién de DNA no metilado. Ambas cepas
de E. coli se inocularon en medio Luria-Bertani (Apéndice 1) y se
incubaron con agitacion de 180 rpm, la primera cepa se incubd a 29°C en

tanto que la segunda cepa a 37°C.

Analisis in silico: prediccién de firmas y genes blanco
Para el analisis se elaboraron dos bases de datos. La primera se construyd
con las secuencias que van de la regién -400 a +50 de los genes de cada

regulador transcripcional y 10 ortélogos respectivos. La busqueda de
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ortélogos se limitd a organismos procariontes con el criterio de
comparacién de secuencias de maxima similitud que consiste en un
alineamiento reciproco entre los ortélogos (best-directional-hit, técnica
comun para encontrar ortélogos). La segunda base de datos se construyod
con la region -400 a +50 de los 134 genes en los que se observd una
expresion diferencial en el transcriptoma. Las secuencias se obtuvieron
de Ila Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG,
http://www.genome.jp/kegg/).

La prediccion de firmas se realizd6 alimentando al programa MEME
(Multiple Em for Motif Elicitation) [Bailey y Elkan, 1994] con la base de
datos de las secuencias de los TFs con sus respectivos ortélogos. La
bdsqueda se limité a firmas con una longitud maxima de 30 nucleétidos,
usando los parametros pre-establecidos por el programa. Para predecir
los genes blanco de cada TF se hizo un alineamiento de cada firma
predicha con la base de datos de las secuencias de los 134 genes que
presentaron una expresion diferencial, empleando el programa MAST
[Bailey y Gribskov, 1998] y considerando como significativos solo aquellos
alineamientos que presentaran un E-value menor a 10 y un p-value
posicional menor a 0.0001. De este analisis, para cada regulador se
obtuvieron dos grupos de posibles genes blanco correspondientes a la
firma palindromica y no palindrémica. Para la comparacion entre las
firmas de los reguladores transcripcionales se considerd la firma con

mayor numero de genes blanco.

Anotacion de genes y clasificacion
Los genes blanco anotados como proteinas hipotéticas en el servidor de
anotacion del género Streptomyces, StrepDB
(http://strepdb.streptomyces.org.uk/) fueron alineados con la base de
datos no redundante de blastp

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Estos genes
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fueron re-anotados de acuerdo a la funcidon de la proteina con la que

presentaron un porcentaje de identidad mayor al 30% en el alineamiento.

Los genes anotados fueron buscados en las bases de datos BRENDA
(http://www.brenda-enzymes.org/) y KEGG. De esta busqueda, cada gen
fue clasificado dentro de ocho grupos de acuerdo a su funcidn:
metabolismo del carbono, metabolismo del nitrégeno, membrana,
reguladores, metabolismo secundario, respuesta a estrés, proteinas

hipotéticas y otros.

Obtencidn de la mutante Streptomyces coelicolor

sco3264::aac(3)IV
El remplazo de sco3264 por el cassette de apramicina (aac(3)IV) se hizo
mediante la técnica de PCR targeting [Gust et al., 2003]. Para ello, se
utilizé el césmido StE39 que contenia la secuencia del gen sco3264. El
cassette de apramicina con secuencias homologas al cosmido se amplifico
con los siguientes cebadores: forward: 5'-
CGCCGTGCGAATGCTGAGAAGGCGGTGACTCGCTCCATGATTCCGGGGATCC
GTCGACC-3’; y reverso: 5'-CCGACCACGGCAGGAGCCGCAGTTCGTTCGG
TGCTGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3".

Las condiciones de amplificacidn utilizando la enzima Expand High Fidelity
(Roche) fueron: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 2 min, seguida
de 25 ciclos de 94°C durante 30 s, 60°C durante 30 sy 72°C durante 45

s, extension final a 72°C durante 7 min.

La comprobacién de la mutacion se realizé utilizando los siguientes

cebadores:

- Cebadores para la amplificacidon de la regién interna del cassette de
apramicina: forward: 5'-GCGTACCAACTTGCCATCCTGAA-3'; vy
reverso: 5'-CGGGGCCACAGGCAGAGCAGATC-3".
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- Cebadores que amplifican 250 pb fuera del gen sco3264: forward:
5'-TCCTTGGAGGTGACGCAGTGAGGTC-3"; y reverso: 5'-
GCGACTCGAAGAACGTCCTGGAGAG-3".

- Cebadores que amplifican el gen sco3264: forward: 5" -

CGCCGTGCGAATGCTGAGAAGGCGGTGACTCGCTCCATG-3; y
reverso: 5'-TGACAGCACCGAACGAACTGCGGCTCCTGCCGTGGTC
GG-3'.

- Cebadores que amplifican un fragmento de 400 pb del gen hrdB,
(como control positivo de la reaccion) [Romero et al., 2016b]:
forwmard 5 -GGAGAAGTTCGACTACACCAAG-3’; y reverso: 5'-
CCATGTGCACCGGGATAC-3".

Las condiciones de amplificacion para la comprobacion de la mutacién
utilizando la enzima Taq Platinum (Invitrogen) fueron: desnaturalizaciéon
inicial a 94°C durante 5 min, seguida de 25 ciclos de 94°C durante 45 s,
55°C durante 45 s y 72°C durante 90 s, extensidn final a 72°C durante 5

min.

El cosmido mutado se introdujo por transformacion a E. coli ET12567 vy
posteriormente se introdujo a S. coelicolor M145 mediante conjugacion.
La seleccidn de las colonias de S. coelicolor con el remplazo se hizo con
apramicina 100 upg/mL. La mutacion se corroboré por PCR vy

secuenciacion.

Aislamiento de RNA, RT-gPCR
La extraccion de RNA se hizo de cultivos de S. coelicolor M145 y de la
mutante sco3264::aac(3)IV con 14 h de incubacion en medio NMMP con
glucosa y agar (Apéndice 1), siguiendo las instrucciones del kit RNeasy
de Qiagen, por triplicado. Posterior a la extraccion, las muestras se

trataron con DNasa I (Invitrogen). Para la retrotranscripcién se utilizé la
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enzima Super Script III Reverse Transcriptase (Invitrogen), siguiendo el

protocolo de la enzima.

La RT-gPCR se hizo con el sistema de PCR tiempo real StepOne (Applied
Biosystems) con reacciones de 10 pL, utilizando 10 ng de cDNA y Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2x (Invitrogen). Los resultados se
analizaron mediante el método 2-22¢t, tomando la expresién del gen gyrA
como expresion de referencia [Romero et al., 2016b]. Los datos se
expresaron como el logio de la cuantificacion relativa (RQ) de la expresidn

del gen evaluado.

Cuantificacion de actinorrodina y undecilprodigiosina
La concentracion de ambos  antibidticos se  determind
espectrofotométricamente siguiendo la metodologia descrita por Romero
y colaboradores [2016b]. Para la actinorrodina total se afiadieron 0.5 mL
de KOH 3N a 1 mL de cultivo y se midié la absorbancia a 640 nm. La
concentracion de actinorrodina se cuantificé usando un coeficiente de

extincion molar de 25 320 M1cm-.

La extraccion de undecilprodigiosina se hizo a partir del micelio seco
obtenido de 1 mL de cultivo, anadiendo 1 mL de metanol acidificado con
HCI a una concentracién final de 0.5 M. Se determind la absorbancia a
530 nm y para la cuantificacion del antibiotico se utilizé el coeficiente de

extincion molar de 100 500 M1cm-!.

Obtencidn del extracto intracelular y medicidon de la actividad
ATP-Glk
El extracto intracelular se obtuvo de cultivos en medio NMMP (Apéndice
1) con 18 h de incubacioén. Las células obtenidas de 20 mL de cultivo
fueron re-suspendidas en 1 mL de Tris-HCI 50 mM pH 7.5 con inhibidor

de proteasas (cocktail Sigma-Aldrich) en proporcién 1:1000. Las células
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se sonicaron con tres pulsos a 60 W con duracion de 30 s y dejando 1 min
de reposo entre cada pulso. La suspension se centrifugd a 12 000 rpm
durante 10 min a 4°C y el sobrenadante se recuperd para medir la

actividad enzimatica.

La actividad ATP-Glk fue determinada indirectamente mediante una
reaccion acoplada a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, Roche),
en la que se monitoreo espectrofotométricamente la formacion de NADPH
a 340 nm, usando un coeficiente de extincion molar de 6.22 M1cm. La
mezcla de reaccion contenia Tris-HCI 50 mM pH 7.5, MgCl, 25 mM, NADP
0.5 mM, ATP 1 mM, D-glucosa 20 mM, 0.7 U/mL de G6PDH y 50 pL del
extracto intracelular. La reaccidn se llevo a cabo a 42°C y se determind
la absorbancia cada 20 s durante 2 min [Ruiz et al., 2014]. Una unidad
de actividad enzimatica se defini6 como nmol de NADPH/min*mg de

proteina.

Otras metodologias
El crecimiento se determind mediante peso seco, las muestras se filtraron
utilizando filtros Whatman No. 1 y se secaron a 60°C durante 60 h. La
concentracion de proteina se cuantific6 mediante el método de Bradford
(Bio-Rad Protein Assay) usando albumina sérica bovina como estandar.
La glucosa residual se cuantific6 con el método de Trinder (Spinreact

reagent).

Pruebas estadisticas
Los resultados se analizaron con la prueba T-student, distribuciéon de una
cola, considerando las muestras con varianzas diferentes. Se
consideraron valores estadisticamente diferentes aquellos con resultados
menores a 0.05 en la prueba y estan sefialados en las graficas con

asteriscos (*).
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RESULTADOS

Eleccién del regulador transcripcional

El presente trabajo partid de los resultados de un analisis trascriptémico
en el que se compard la expresion de genes de la cepa S. coelicolor M145
AglkA complementada con la glk de Z. mobilis con respecto a la expresion
de genes en la cepa S. coelicolor M145 [Romero et al., 2015]. En dicho
analisis se identificaron 9 reguladores transcripcionales con expresion
diferencial, de los cuales cuatro se encontraron sobre-expresados y cinco
reprimidos. Los reguladores sobre-expresados fueron: sco3264 vy
sc03986, ambos GntR putativos; sco4261, LuxR putativo; y sco6288,
SARP putativo. En cuanto a los reguladores reprimidos, se encontraron:
scol576, ArgR; sco3413, TipA; y los MerR putativos sco5025, sco7530 y
5c07698.

Para cada regulador transcripcional se obtuvo la prediccion de sus firmas,
es decir, secuencias de DNA conservadas en diferentes bacterias
(Apéndice 2) con potencial a ser reconocidas por el regulador; y se realizé
la prediccion de sus posibles genes blanco (Tabla 2). (Para mas detalle de
los genes blanco ver Apéndice 3). Para esta prediccién se tomd en
consideracion que los nueve reguladores se auto-regulan, es decir, que el
regulador se une a su propia secuencia reguladora; y que su region
promotora se encuentra dentro de los 400 pb rio arriba del sitio de inicio

de la transcripcion y 50 pb dentro de la secuencia codificadora del gen.
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Tabla 2. Prediccidon de firmas y genes blanco de los 9 reguladores transcripcionales

Gen

Anotacion

Fold

change”®

Firma

E-value

Total de
genes
blanco

scol576

Represor de
arginina
ArgR

2.39

ELERR AL Ui ns RaRandadd haii d

ETzEizeiiizaowbiAnAAR

5.0 e-086

81 genes

sco3264

Regulador
de la familia
GntR
putativo

6.23

.:::::: ::::::::

2.4 e-003

80 genes

sco3413

Regulador
TipA

11.25

LGRS RS R SR E RS RN R

4.6 e-075

22 genes

sc03986

Regulador
de la familia
GntR
putativo

14.22

”.».»--!:::::!:: xxxxxxxxxxx

8.8 e-001

113 genes

sco4261

Regulador
de la familia
LuxR
putativo

2.45

2.4 e-021

41 genes

sco5025

Regulador
de la familia
MerR
putativo

9.97

FriFaa st b Taaaiaheits

2.2 e-065

38 genes

sc06288

Regulador
de la familia
SARP
putativo

0.99

2.2 e-009

30 genes

sco/530

Regulador
de la familia
MerR
putativo

2.85

1.9 e-037

25 genes
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Fold Total de

Gen |Anotacion * Firma E-value genes
change
blanco
Regulador
sco/7698 de la familia 5.72 1.1 e-033| 36 genes

Akl

* Valor de expresion diferencial en el transcriptoma ScoZm/M145 [Romero et al., 2016]

Los genes blanco predichos para cada regulador se clasificaron en ocho
grupos (Figura 2). El primer grupo incluyé aquellos genes involucrados en
el metabolismo de carbono y lipidos; el segundo grupo incluyd los genes
que participan en el metabolismo de nitrdgeno, nucleétidos vy
aminoacidos; el tercer grupo estuvo conformado por proteinas de
membrana, incluyendo transportadores de carbohidratos y una variedad
de sustratos; en el cuarto grupo se integraron los genes que codifican
para proteinas con actividad reguladora; en el quinto grupo se incluyeron
genes que participan en metabolismo secundario; el sexto grupo incluyé
genes que codifican a proteinas que participan en respuesta a estrés
osmotico y choque térmico; en el séptimo grupo se incluyeron genes con
diversas funciones como o6xido-reductasas, esterasas, entre otras;

finalmente, en el grupo ocho se agrupé a las proteinas hipotéticas.

La eleccién del regulador transcripcional a estudiar se hizo con base a las
firmas predichas y a sus genes blanco. Se dio mayor peso a aquellas
firmas con valor de expectativa (E-value) menor y se consideré de mayor
interés aquellos reguladores que tuvieran un mayor niumero de genes
blanco involucrados en el metabolismo del carbono. De esta forma, ArgR,
SC03264 y SCO03986 fueron los reguladores que resultaron mas
interesantes debido a que presentaron el mayor nimero de genes blanco
predichos involucrados en el metabolismo de carbono, con 13 genes cada

uno (Figura 2).

43



W Metabolismo C W Metabolismo N Membrana
B Reguladores B Metabolismo secundario Respuesta a estrés
m Otros M Hipotéticas

5c07698 (MerR putativo) [l - I
5€07530 (MerR putativo) [N

sco6288 (sARP putativo) [ N IR
SCO5025 (MerR putativo) - _
sc04261 (Luxk putativo) [ ]

5€03986 (GntR putativo) |GG Y I
sco3413 (tipA) [N
5c03264 (GntR putativo) [ NGN N
sc01576 (ArgR) | EEEEENE N I
0 20 40 60 80 100

120

Figura 2. Prediccion de genes blanco de cada regulador transcripcional. El andlisis se hizo

utilizando los programas MEME y MAST, usando los parametros pre-establecidos

Existe un estudio en el que se describen los genes que son afectados
transcripcionalmente por ArgR en S. coelicolor, dentro de los que se
encuentran algunos genes involucrados en la diferenciacion morfolégica y
en el metabolismo secundario [Pérez-Redondo et al., 2012]. En nuestro
caso, descartamos a ArgR para poder analizar un regulador no estudiado
con anterioridad, y sélo se utilizaron los resultados para ArgR de Pérez-
Redondo (2012), para validar los resultados obtenidos en nuestro analisis

bioinformatico.

Para el caso de SC0O3264 y SCO3986 (ambos reguladores putativos de la
familia GntR), varios de sus genes blanco predichos eran los mismos,
como la ATP-Glk, o eran similares en funcién. A pesar de que SC0O3986
tuvo un mayor numero de genes blanco en comparacion con SC03264,

varios de ellos eran proteinas hipotéticas. Finalmente, se eligid a
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SC03264 debido a que de los dos GntRs fue el que presentd la firma con

el E-value menor.

Obtencion de la mutante S. coelicolor sco3264::aac(3)IV
Una vez elegido al regulador transcripcional se procedid a obtener la
mutante mediante la técnica de PCR targeting [Gust et al., 2003] con el
fin de evaluar el papel de SC03264 en la fisiologia de S. coelicolor M145.
En esta metodologia, el gen a mutar, en nuestro caso sco3264, fue

remplazado por un cassette de resistencia a un antibidtico.

Para la obtencién de la mutante, el césmido StE39 que contenia la
secuencia de nucleétidos de SC03264 se utilizd para hacer el remplazo
con el cassette de apramicina (aac(3)IV). El cosmido mutado se transfirid
a la cepa de E. coli no metilante ET12567 y se procedié a hacer la
conjugacién entre E. coli ET12567 y S. coelicolor M145 para obtener la
mutacidén en el genoma de Streptomyces. Se seleccionaron las colonias
resistentes a apramicina y se eligié una para extraer su DNA y determinar
mediante PCR si hubo remplazo del gen (Figura 3). Las mezclas de

cebadores empleadas para las reacciones fueron:

a) Cebadores que hibridan en la regiéon 250 pb fuera del gen sco3264.
Para la cepa silvestre se esperaba un amplicén de 1232 pb y para
la mutante de 1869 pb.

b) Mezcla del cebador que hibrida en la regiéon 250 pb fuera del gen
sco3264 con el cebador que hibrida en la posicion 1063 pb dentro
del cassette de apramicina. En esta condicién no se esperaba que
amplificara en la cepa silvestre y para la mutante se esperaba un
amplicon de 1313 pb.

c) Mezcla del cebador que hibrida en la regiéon 250 pb fuera del gen
sco3264 con el cebador que hibrida en la posiciéon 533 pb dentro del

cassette de apramicina. En esta condicién nuevamente no se
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esperaba que amplificara en la cepa silvestre y para la mutante se
esperaba un amplicon de 783 pb.

d) Cebadores que amplifican al gen sco3264 completo. En la cepa
silvestre se esperaba un amplicon de 732 pb y para la mutante no
se esperaba que amplificara.

e) Cebadores que amplifican 400 pb del gen hrdB. Control positivo de
la PCR.

f) Control negativo (sin DNA) de cebadores que amplifican 250 pb
fuera del gen sco3264.

g) Control negativo de los cebadores que amplifican un fragmento de
214 pb del cassette de apramicina.

h) Control negativo de los cebadores que amplifican al gen sco3264.

i) Control negativo de los cebadores que amplifican un fragmento de
400 pb del gen hrdB.

S. coelicolor S. coelicolor
M145 Asco3264 Controles (-)

3000pb B9 - )
Y —
2000pb =% o
1
Lan 4 ’
1000pb % i i -
500 pb

Figura 3. Verificacién por PCR del reemplazo del gen sco3264 por el cassette de
apramicina (aac(3)IV) en S. coelicolor M145. a) Cebadores que hibridan en la regién 250
pb fuera del gen sco3264; b) Mezcla del cebador que hibrida en la regién 250 pb fuera
del gen sco3264 con el cebador que hibrida en la posicién 1063 pb dentro del cassette
de apramicina; c) Mezcla del cebador que hibrida en la region 250 pb fuera del gen
sco3264 con el cebador que hibrida en la posicién 533 pb dentro del cassette de
apramicina; d) Cebadores que hibridan al gen sco3264; e) Cebadores que amplifican
400 pb del gen hrdB, (control positivo de la PCR); f), g), h) e i) Controles negativos de
los cebadores.
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Debido a que el cassette de apramicina tiene 650 pb mas que el gen
sc03264 se esperaba que el fragmento amplificado con los cebadores que
hibridaban 250 pb fuera del gen sco3264 fuera mas grande en la muestra
de la colonia resistente a apramicina que en la muestra de S. coelicolor
M145. Este patrén fue observado al correr las muestras de PCR en un gel
de agarosa (Figura 3a), ademas se observd que no hubo amplificacion del
gen sco3264 en la colonia mutada (Figura 3d) con lo que se determind

gue se tenia la mutacidon deseada.

La muestra de DNA de la colonia mutada se envid a secuenciar y de esta
manera se comprobd el remplazo de sco3264 por el cassette de
apramicina. A esta mutante se le asignd el nombre de S. coelicolor
sc03264::aac(3)IV.

Efecto de la mutacion sco3264::aac(3)IV en S. coelicolor
Una vez comprobada la mutacidén sco3264::aac(3)IV en S. coelicolor, se
procedid a comparar el comportamiento de la mutante obtenida con el de
la cepa silvestre M145 en condiciones de cultivo donde se observara la
represion por glucosa. Esta comparacién se hizo en medio minimo NMMP
(Apéndice 1) complementado con glucosa 0.5% y agar parcialmente
hidrolizado 0.5%. Se eligié agar como segunda fuente de carbono ya que
se ha descrito que el gen que codifica para la agarasa, dagA, es regulado

por glucosa [Servin-Gonzalez et al., 1994].

En el medio de cultivo se inocularon 1x10° esporas y se evalué el
crecimiento, consumo de glucosa, produccion de actinorrodina vy

undecilprodigiosina, a diferentes tiempos de incubacion.

En estas condiciones no se observé diferencia significativa en la
produccién de biomasa (Figura 4A) y ambas cepas llegaron a la fase
estacionaria de crecimiento a las 24 h. Sin embargo, al inocular a las

cepas en el medio de cultivo sélido SMMS (Apéndice 1) la cepa mutante
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produjo esporas en un tiempo menor que la cepa M145 (Figura 4B). La
primera cepa mencionada ya habia producido esporas a las 72 h mientras
gue la cepa M145 tardd 24 h mas para esporular completamente. Este
resultado nos indicé que el proceso de diferenciacién morfoldgica fue mas
rapido en la cepa mutante y que, ya sea de manera directa o indirecta,

SCO03264 tuvo un efecto negativo en este proceso.

0.1

Peso seco (mg/mL)

0.01
0 24 48 72 96 120 144

tiempo (h)

Mutante

Figura 4. Comparacién del crecimiento de S. coelicolor M145 vy S. coelicolor
sc03264::aac(3)IV en medio minimo. A medio liquido NMMP complementado con
glucosa 0.5% vy agar parcialmente hidrolizado 0.5%, B medio sélido SMMS
complementado con glucosa 50 mM, a las 72 h de incubacion. —— S. coelicolor M145,
—+— S. coelicolor sco3264::aac(3)IV

Adicionalmente, la cepa mutante presenté un consumo de glucosa de 0.66
mM/h, siendo mayor que el obtenido por la cepa M145 de 0.49 mM/h. A
las 48 h de incubacion, la cepa mutante habia consumido casi
completamente toda la glucosa disponible en el medio de cultivo, mientras
gue en las muestras de la cepa M145 aun quedaba un remanente de

aproximadamente 15 mM de glucosa (Figura 5).
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Figura 5. Consumo de glucosa de S. coelicolor M145 y S. coelicolor sco3264::aac(3)IV
en medio minimo. —— S. coelicolor M145, —s— S. coelicolor sco3264::aac(3)IV.
B Comparacion del crecimiento entre ambas cepas.

Esta diferencia de velocidad de consumo entre ambas cepas se puede
asociar a la actividad de la enzima glucosa cinasa (ATP-Glk). En este
sentido, la actividad ATP-Glk de la cepa mutante fue dos veces mayor que

la obtenida por la cepa M145 (Figura 6).
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Figura 6. Actividad ATP-Glk de S. coelicolor M145 y S. coelicolor sco3264::aac(3)IV en
medio minimo. La actividad se cuantificé a partir de micelio obtenido a las 18 h de
incubacion.
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En S. coelicolor la produccion de los antibidticos actinorrodina y
undecilprodigiosina esta sujeto a regulacién por glucosa [Romero et al.,
2016b]. Con el fin de determinar la relacion de SC03264 con la produccién
de ambos metabolitos secundarios, se evalud la produccion de estos

antibidticos en la cepa M145 y en la mutante de S. coelicolor obtenida.

En ambas cepas, la produccion de undecilprodigiosina comenzd a las 36
h de cultivo, mientras que la producciéon de actinorrodina comenzé a las
48 h. La diferencia en la produccién de los antibidticos entre ambas cepas
radicé en que la cepa mutante produjo ambos antibiéticos a una velocidad

mayor en comparacion con la cepa M145 (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacién de velocidad de produccion de antibidticos de S. coelicolor M145
y S. coelicolor sco3264::aac(3)IV, por cada gramo de micelio.

S. coelicolor

S. coelicolor M145

Antibiotico sco3264::aac(3)IV
(umol/h) mol/h
Actinorrodina 0.079+0.003 0.131+£0.005
Undecilprodigiosina 0.019+0.001 0.026+0.002

Hasta las 144 h de incubacidn, la cepa mutante habia producido mayor
cantidad de los dos antibiéticos evaluados. En otras palabras, a las 144 h
la cepa mutante produjo cerca del 30% mas de undecilprodigiosina
(Figura 7) y 40% mas de actinorrodina (Figura 8) en comparacion con la
cepa M145.
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Figura 7. Produccion de undecilprodigiosina en S. coelicolor M145 y S. coelicolor
sco03264::aac(3)IV en medio minimo. — S. coelicolor M145, == S. coelicolor
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Figura 8. Produccién de actinorrodina en S. coelicolor M145 vy S. coelicolor
sco3264::aac(3)IV en medio minimo. —— S, coelicolor M145, —— S, coelicolor
sco3264::aac(3)IV

Estos resultados nos permitieron establecer que, a nivel fenotipico, la
proteina SCO3264 tuvo un efecto sobre la diferenciacién morfoldgica y la
produccion de antibidticos, para ambos procesos se ha reportado que son

susceptibles a la represidon por glucosa. Adicionalmente, la presencia de

51



SC03264 tuvo un efecto negativo en las variables evaluadas lo que
apoyaria que a nivel transcripcional la proteina puede actuar como

represor.

Papel de SC0O3264 en la represion por glucosa en S.
coelicolor
Para evaluar el efecto de SCO3264 a nivel transcripcional, se cuantificé y
comparo la expresiéon de cuatro genes en S. coelicolor M145 y S. coelicolor
sco3264::aac(3)IV en condiciones represoras. La eleccidn de los genes a
evaluar se baso en el andlisis in silico realizado con anterioridad, es decir,

los genes evaluados fueron predichos como genes blanco en el analisis.

En este sentido, se evalud la expresion de sco2126 (glkA) que codifica a
la enzima encargada de fosforilar la glucosa; del regulador sco3986, una
proteina putativa de la familia de reguladores transcripcionales GntR; y
de sco4261, una proteina putativa de la familia de reguladores
transcipcionales LuxR. Adicionalmente, se evalud la expresion de sco3471
(dagA), enzima encargada de realizar el primer paso de degradacion del

agar y que esta sujeta a regulacidon por glucosa [Servin et al., 1994].

En este ensayo se observd un aumento en la expresion de glkA y dagA en
la cepa mutante, sugiriendo que ambos genes son afectados
negativamente por SC03264. Por el contrario, sco3986 mostré una
disminucidn en su expresidon, mientras que no se observd un cambio en
la expresion de sco4261 (Figura 9). El aumento en la expresidon de glkA
podria explicar el aumento en la velocidad de consumo de glucosa y la

actividad ATP-GIlk elevada en la cepa mutante.

52



2.00
1.50

1.00

0.50 —
. H M145
0.00 — — =T

glkA sco. dagA sco4261 H MUTANTE

log2 RQ

-0.50
-1.00
-1.50

-2.00

Figura 9. Expresion diferencial de genes en S. coelicolor M145 y S. coelicolor
sc03264::aac(3)IV en medio minimo y condiciones represoras

La degradacién de agar puede observarse a nivel macroscopico mediante
la formacion de halos de degradacién. Para observar dicho fendmeno,
ambas cepas fueron inoculadas en medio minimo sélido con 0.5% de
glucosa y 2% de agar para determinar si el aumento en la expresion del
gen dagA tenia un efecto fenotipico. Sin embargo, en este ensayo el halo
formado por ambas cepas fue del mismo tamano lo cual sugiere la

existencia de una regulacion post-transcripcional sobre dagA.
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DISCUSION

En general, las bacterias son capaces de adaptarse a diversos tipos de
habitats debido a los mecanismos de regulacién que poseen. Uno de los
mecanismos de regulacién mas complejos e importantes es la RCC, que
en el caso de las bacterias del género Streptomyces tiene un impacto
sobre la diferenciacion morfolégica y la produccién de metabolitos
secundarios, entre otros procesos [Romero et al., 2017; Romero et al.,
20016b].

Hasta el momento se sabe que una parte de la RCC en el género
Streptomyces es dependiente de la ATP-Glk. EI mecanismo mediante el
cual la enzima ejerce su regulacion aun es una incégnita, pero se ha
propuesto que participa en conjunto con reguladores transcripcionales
quienes son los efectores en la regulacion de genes [Gubbens et al., 2012;
Romero et al., 20016b].

Romero y colaboradores (2016) identificaron nueve reguladores
transcripcionales dependientes de la enzima ATP-Glk. Estudiar estos
reguladores ayudara a construir el paradigma de la RCC dependiente de
ATP-Glk [Romero et al., 20016b].

Uno de los enfoques para el estudio de los reguladores transcripcionales
involucra la busqueda in silico de secuencias consenso y genes blanco
[Studholme et al., 2004]. En nuestro caso, se hizo la prediccidon de las
secuencias consenso Yy genes blanco de los nueve reguladores
transcripcionales dependientes de ATP-Glk. El analisis bioinformatico se
validd con la comparacidon de nuestros resultados del analisis del represor
de arginina, ArgR, con lo reportado en la literatura [Pérez-Redondo et al.,
2012]. En ambos anélisis se observo que ArgR tiene por genes blanco a
scol576, scol578, scol579 (parte del cluster argCIBDR), sco5676
(gabT), sco5776 (gluB) y sco5976 (arcB).
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Nuestro analisis bioinformatico se limitd a buscar genes blanco dentro del
conjunto de genes identificados como dependientes de ATP-Glk, por lo
gue tendria que hacerse un anadlisis mas profundo para cada regulador

buscando genes blanco en todo el genoma de S. coelicolor M145.

No obstante, con la estrategia que se siguié se trataba de encontrar una
relacion entre los reguladores transcripcionales con la RCC dependiente
de ATP-GIk, por lo que hacer la blusqueda de genes blanco dentro del

conjunto de genes dependientes de ATP-Glk permitié dar esa orientacion.

Como resultado del analisis bioinformatico se decidié estudiar a SC03264,
una proteina de la familia GntR putativo, ya que poseia un alto niumero
de genes blanco relacionados con el metabolismo del carbono. Esta familia
de reguladores transcripcionales globales se caracteriza por tener un
dominio conservado de unién a DNA en el N-terminal, y un dominio de
union a ligando y/o de oligomerizacion de la proteina en el C-terminal
[Hoskisson y Rigali, 2009].

Los reguladores de la familia GntR son los mas abundantes entre las
bacterias [Hoskisson y Rigali, 2009]. Regulan diversos procesos bioldgicos
incluyendo diferenciacion morfolégica, produccion de antibioticos,
resistencia a antibidticos, asi como transferencia de pladsmidos y virulencia
[Yu et al., 2016].

El cromosoma de S. coelicolor presenta 54 reguladores de la familia GntR
[Tsypik et al., 2016]. De los cuales dos son dependientes de la ATP-Glk
(5C03264 y SC0O3986), y de estos, la expresiéon de SCO3264 no es

modificada por la concentracion de glucosa [Romero et al., 20016b].

De acuerdo con un anélisis de los reguladores de la familia GntR elaborado
por Tsypik y colaboradores (2016), SCO3264 y SCO3986 pertenecen a la

subfamilia HutC y estan filogenéticamente relacionados. El alineamiento
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en BLASTp de SC0O3264 con las demas proteinas GntR da como resultado
que SCO3986 obtiene el mayor bit-score y ambas secuencias de
aminoacidos presenta un 67% de identidad. No obstante, a diferencia de
SC03986, SCO3264 se encuentra en un elemento integrativo vy
conjugativo (EIC) de 14.3 kb dentro del cromosoma de S. coelicolor
denominado Sco3250 [te Poele et al., 2008].

Los EIC se caracterizan por transferir factores de virulencia o genes de
resistencia a antibioticos. Los EIC en los actinomicetos estan integrados
por moédulos de escisidon/integracién, proteinas que participan en su
transferencia por conjugacién, asi como proteinas de replicacion vy
regulacion. Tales proteinas permiten a los EIC replicarse autbnomamente
y transferirse a otros microorganismos [te Poele et al., 2008]. La mayoria
de las proteinas reguladoras que se encuentran en los EIC, encargadas
de mantener el EIC integrado, pertenecen a la familia GntR [te Poele et
al., 2008; Sezonov et al., 2000]. Un ejemplo es el regulador KorSA del
EIC pSAM2 de Streptomyces ambofaciens que, ademas de
autoreprimirse, reprime a pra que funciona como activador del operdn
rep, xis, int encargado de la replicacion y transferencia del EIC. No
obstante, se estima que KorSA puede tener un papel global en la
regulacion debido a que la transformante de Streptomyces lividans con
pSAM2 inactivado en el gen korSA mostré un fenotipo Kil atenuado, es

decir, las transformantes no dieron progenie [Sezonov et al., 2000].

El primer EIC descrito en S. coelicolor, SLP1, contiene una proteina de
choque térmico, varios transportadores, la endonucleasa SC04631 (que
reconoce DNA metilado), dos proteinas relacionadas con esporulacién,
proteinas de unidén a ATP, varias proteinas hipotéticas y un regulador de
la familia GntR (SC0O4628) [Base de datos ICEberg, Wozniak et al., 2010]
que presenta un 30.7% de identidad con la secuencia de aminoacidos de

KorSA de S. ambofaciens. El EIC Sco3250 de S. coelicolor se compone de
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los genes sco3250 a sco3270, entre los que se encuentran 3 reguladores
del tipo GntR: sc03259, sco3264 y sco3269; que presentan el 98.5%,
29.6% vy 29.7% de identidad en su alineamiento con la secuencia de
aminoacidos de KorSA de S. ambofaciens, respectivamente. Por lo que es
probable que la proteina SCO3259 sea la principal reguladora de las
funciones del EIC en S. coelicolor, mientras que SC03264 y SC03269
tengan un papel secundario. La prediccién de genes blanco que se realizé
para SC03264 indican que su regulacion podria ser a nivel global, con
efecto en el metabolismo del carbono, y no solo limitada a la regulacién
de los genes del EIC. Hasta el momento no existe un reporte que describa
gue un regulador encontrado en un EIC participe en la regulacién del

metabolismo del carbono.

Nuestros resultados indican que SCO3264 reprime putativamente la ATP-
Glk, lo cual se reflej6 en la mayor actividad de la enzima y, por
consiguiente, en el consumo de glucosa en la mutante sco3264::aac(3)IV.
Esta podria ser la razén por la que la cepa mutante desarrollara esporas
en menor tiempo Yy produjera mayor cantidad actinorrodina vy
undecilprodigiosina, al tener disponibles una mayor cantidad de

catabolitos necesarios para estos procesos.

Comparando la cantidad maxima de biomasa producida por ambas cepas,
la cepa S. coelicolor M145 produce casi 700 mg mas en comparacion con
la mutante sco3264::aac(3)IV. Se sabe que una cepa de S. coelicolor que
no produce actinorrodina, undecilprodigiosina y el antibiotico dependiente
de calcio (S. coelicolor M1146) produce 1 gramo mas de biomasa
comparado con S. coelicolor M145. En la mutante S. coelicolor M1146 el
flujo de carbono se direcciona a la via de las pentosas fosfato para la
formacién de NADPH necesario para la produccién de biomasa. Ademas,
los autores sugieren que hay una competencia por acetil-CoA entre la

biosintesis de actinorrodina y acidos grasos [Coze et al., 2013]. En cuanto
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a nuestros resultados, es probable que la diferencia de biomasa entre las
cepas M145 y sco3264::aac(3)IV sea debido a que en la mutante el flujo
de carbono se direcciona a la formacidn actinorrodina vy
undecilprodigiosina, ambos derivados del metabolismo de acetil-CoA y
malonil-CoA [Craney et al., 2013], en lugar de utilizarse para la formacion
de biomasa. Y a pesar de que la diferencia en la produccién de biomasa
es minima, es suficiente para encontrar diferencias significativas en la

produccion de antibidticos entre ambas cepas.

No obstante que el analisis bioinformatico predice que el gen que codifica
a la ATP-GIlk, sco2126, es un gen blanco de SC0O3264, se desconoce si la
represion observada de SCO3264 sobre este gen (sco2126) es de manera
directa. A nivel transcripcional, SCO3264 también actua como represor
de dagA. Este gen (dagA) se ha reportado que es inducido por agar y
reprimido por glucosa [Servin et al., 1994]. Sin embargo, no es
dependiente de ATP-Glk ya que su transcrito no se modific6 en una
mutante de S. coelicolor AglkA (complementada con la glucosa cinasa de

Z. mobilis) en condiciones de cultivo represoras [Romero et al., 2016b].

Al tener una elevada cantidad de transcrito de dagA, en los ensayos de
degradacion del agar se esperaba observar mayor degradacion en la cepa
mutante sco3264::aac(3)IV en comparacion con la cepa M145. Sin
embargo, no se observé dicha diferencia. Posiblemente esto sea
consecuencia de que dagA esta sujeta a regulacion post-transcripcional
por el sRNA scr5239 que elimina el exceso de transcrito [Vockenhuber y
Suess, 2012].

Dado los efectos observados en la formacion temprana de esporas en la
cepa mutante, asi como en el aumento en la produccion de actinorrodina
y undecilprodigiosina, también existe la posibilidad de que SC03264

regule de manera directa la diferenciacién morfoldgica y la producciéon de
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metabolitos secundarios al actuar directamente sobre la expresion de
genes involucrados en estos procesos bioldgicos, aunque se requiere
hacer un analisis experimental mas exhaustivo para corroborar esta
hipotesis. Ademads, debido a que el aumento en la produccion de
antibidticos solo fue de 1.4 veces mas de undecilprodigiosina y 1.7 veces
mas de actinorrodina en la cepa mutante con respecto a la produccién de
los antibidticos en la cepa silvestre, es probable que los ocho reguladores
transcripcionales restantes dependientes de ATP-Glk estén contribuyendo

en su regulacién y, en general, en la RCC.

A nivel transcripcional se observé que SC0O3264 activa al GntR putativo
SCO03986 por lo que seria interesante estudiar la relacién entre ambos
reguladores. En un estudio en el que se hicieron ensayos ChIP-on-chip
para encontrar los genes blanco del regulador DasR, perteneciente a la
familia GntR, se encontré que los clisteres SC03982-SC03988 vy
SC03263-SC03268, mismos donde se encuentran SC0O3986 y SCO3264,
respectivamente, son reprimidos por DasR [Swiatek-Potatynska et al.,
2015]. Este resultado, en conjunto con nuestras observaciones de la
represion de SC0O3264 sobre SCO3986, sugieren que hay una red de
regulacion entre familias de reguladores, por lo que es probable que
SC03264 esté involucrado en la regulaciéon de N-acetilglucosamina, como
lo hace DasR [Rigali et al., 2006; Swiatek—PoJratyrﬁska et al., 2015].

No se sabe la manera en la que SCO3264 regula los genes evaluados,
puede ser de manera directa al unirse a sus promotores, o de manera
indirecta al regular genes que a su vez regulen a los genes evaluados.
Para evaluarlo, se realizaron ensayos de cambio de movilidad
electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés), pero hasta el momento
no se han encontrado las condiciones para determinar que SC0O3264 se

une a los promotores de los genes evaluados.
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Adicionalmente, se esta trabajando en la complementacion de la mutante
sco03264::aac(3)IV con el gen sco3264 para observar la reversién del

efecto de la mutacion.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con el analisis bioinformatico en el que se predijo la secuencia
consenso y genes blanco de los genes dependientes de ATP-Glk sco1576,
5€03264, sco3413, sco3986, sco4261, sco5025, sco6288, sco7530 y
sc07698, se determind que sco3264 es el regulador con el mayor nimero
de genes blanco predichos que estan relacionados con el metabolismo del

carbono, con lo que se esperaba una afectacién significativa en la RCC.

La eliminacidon de sco3264 en S. coelicolor tiene un efecto pleiotrépico en
condiciones represoras (cultivos con glucosa y agar como segunda fuente
de carbono), reflejado en el aumento en la produccién de los antibiéticos
actinorrodina y undecilprodigiosina en la cepa mutante. Del mismo modo,
se incrementd el consumo de glucosa y la actividad ATP-Glk como
consecuencia de la eliminacién de su represidn sobre el gen glkA. Ademas,
SC03264 actua como activador de sco3986 y actla como represor del
gen dagA, gen encargado de metabolizar al agar y que es susceptible a
RCC.
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PERSPECTIVAS

- Realizar la complementacion de la mutante sco3264::aac(3)IV para
corroborar que los efectos observados son debido a la eliminacion
del gen y no a un efecto secundario.

- Encontrar in vivo los genes blanco y la secuencia consenso en la
que se une SC03264.

- Determinar el mecanismo molecular de la conexion entre las
proteinas SC03264 y ATP-Glk.
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APENDICE 1
Medios de cultivo

Medio MS (Hobbs et al., 1989)

Para 1 L de medio de cultivo:

- Agar 20 g
- Manitol 20 g
- Harina de soya 20 g
- Agua del grifo 1L

Medio NMMP (Hodgson, 1982)

Para 1 L de medio de cultivo:

- (NH4)2S04 29
- MgS04*7H:20 0.6g
- Casaminoacidos 5g
- Elementos traza 1 mL

- Agua destilada (ajustar volumen de acuerdo al volumen empleado

del buffer de fosfatos y la fuente de carbono)

Para los cultivos de 50 mL, afadir:

- Buffer NaH2PO4/K>2HPO4 (0.1 M pH 6.8) 7.5 mL
- Glucosa 5% 5mL
- Agar parcialmente hidrolizado 5mL

Elementos traza (1 L):

= ZnSO04*7HO0 1g
= FeSO4*7H,0 1g
= MnCh*4H;O 1g
= CaCl; 1g
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Medio 2x YT (Hopwood et al., 2000)

Para 1 L de medio de cultivo:

- Difco BactoTM triptona 16 g
- Difco extracto de levadura 10 g
- NacCl 5g

Medio Luria-Bertani (Sambrook et al., 2001)

Para 1 L de medio de cultivo:

- Difco BactoTM triptona 10 g
- Difco extracto de levadura 5g
- NacCl 5g

Medio SMMS (Hopwood et al., 2000)
Para 1 L de medio de cultivo:

- Difco Casaminoacidos 29

- Buffer TES 5.73 g (concentracién final 25 mM)
Para 200 mL de cultivo, anadir:

- NaH2PO4 + K2HPO4 (50 mM cada uno) 2 mL (final 1 mM)

- MgSO4 (1 M)

Glucosa (50% p/v)
Elementos traza

Agar
Elementos traza (1 L):

ZnS04*7H20 0.1g
FeS04*7H,0 0.1g
MnCl2*4H20 0.1g

1 mL (final 5 mM)
3.6 mL (final 50 mM)
0.2 mL

39

71



CaCl>*6H200.1 g
NaCl

0.1g
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APENDICE 2
Secuencias utilizadas en el analisis bioinformatico para
la prediccion de secuencias consenso

ArgR (sco1576)
> Streptomyces coelicolor (sco):5C01576 argR, SCL24.12c; arginine
repressor; K@3402 transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

CACGGCACCACCTTCGGCGGCAACCCGGTCGCCTGCGCCGCCGGACTCGCCGTGCTGGAC
ACCATCGCCGACGAGGGACTGCTCGACAACGTCAAGCGGCAGAGCGAGACGCTGLGCGGL
GGGGTCGAGGCCCTCGGCCACCCGCTCGTCGCCCACGTCCGGGGCGCCGGACTGCTCCTG
GGTATCGTGCTCACCGAGCCGCTCGCCGCCCAGGTGCAGCAGGCGGCTCAGGACGCCGGA
ATCCTGGTGAACGCGCCCGCACCCGATGTCGTACGGCTGATGCCCGCGCTGAACCTCGGC
GACGACGTGGTGGAGGCGTTCCTCGGGGCGCTGCCCGGCATCCTTGACCAGGCCGCCGAG
ACGGCCCACGGGGACGGACGATCCGGAGAATGAGACGACGATGAGCCACGCGCAGGAGCA
CGAGCAGCCGGCAGGGCCCGCCCTGLCGCA

> Streptomyces Llividans (slv):SLIV_ 29845 argR; Arginine repressor; K03402
transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

CACGGCACCACCTTCGGCGGCAACCCGGTCGCCTGCGCCGCCGGACTCGCCGTGLCTGGAC
ACCATCGCCGACGAGGGACTGCTCGACAACGTCAAGCGGCAGAGCGAGACGCTGCGCGGL
GGGGTCGAGGCCCTCGGCCACCCGCTCGTCGCCCACGTCCGGGGCGCCGGACTGCTCCTG
GGTATCGTGCTCACCGAGCCGCTCGCCGCCCAGGTGCAGCAGGCGGCTCAGGACGCCGGA
ATCCTGGTGAACGCGCCCGCACCCGATGTCGTACGGCTGATGCCCGCGCTGAACCTCGGC
GACGACGTGGTGGAGGCGTTCCTCGGGGCGCTGCCCGGCATCCTTGACCAGGCCGCCGAG
ACGGCCCACGGGGACGGACGATCCGGAGAATGAGACGACGATGAGCCACGCGCAGGAGCA
CGAGCAGCCGGCAGGGCCCGCCCTGLCGCA

>Streptomyces collinus (sci):B446 08165 arginine repressor; K03402
transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

CAGCACGGGACGACCTTCGGCGGCAACCCGGTCGLCCTGLGCCGCGGGGLCTCGCCGTCCTC
GACACCATCGCGGACGAGGGCCTGCTCGACAACGTCAAGCGGCAGAGCGAGGCGLTGCGC

GACGGAATCGAGGCCCTGGACCACCCGGTGATCGATTATGTCCGGGGCGCGGGTCTCCTG




CTGGGTATCGTGCTCACCGGGCCGCACGCAGCACAGGTGCAGCAGGCGGCCCAGGAGGCC
GGGTTCCTGGTGAACGCGCCCGCTCCCGACGTCGTACGGCTGATGCCGCCGCTGAACCTG
CGCGACGACGAGACAGGCGCCTTCCTGCGGGCGCTGCCCGGCATCCTCGACGCAGCGAGC
CCGGTGGGCGGGGACGGACGATCCGGAGAATGAGACGACGATGAGCCAGGCGCAGGACCA
CGAGCAGGCGGCGGGCAACGGCCLGGCCAET

>Streptomyces scabiei (scb):SCAB_74241 argR; arginine repressor; K03402
transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

ACCACCTTCGGCGGCAACCCGGTCGCCTGCGCCGCCGGACTCGCCGTCCTGGAGACCATC
CGGGCGGAGGGGCTGCTGGAGAACGTCAAGCGGCAGGGCGAGAAGCTGCGCGAGGGGATC
GAGTCGCTCGGGGACCCGATGATCGACCACGTCCGTGGCGCGGGCCTGCTGCTGGGTATC
GTGCTCACCGAGCCGCTCGCGCCACTGGCGCAACAGGCCGCACAGGACGCCGGTTTCCTG
GTGAACGCGCCCGCACCCGATGTCGTGAGGCTGATGCCCGCGCTCAATGTCGCGGACGCG
GAGGTGGACGCCCTCCTCCGGGCACTGCCCGGCATCCTCGACGCGGCACGGGCGGCTCAT
GAAGCCAGCGGGGACGGACGAGCCGGAGAATGAGACGACGATGAGCCAGGCGCAGGAGCA
CGACCAGGCGGGGCCCGCCGTGCCGCAGAC

>Streptomyces avermitilis (sma):SAV_6767 argR; arginine repressor; K03402
transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

CCGGGCCACCACGGCACCACCTTCGGCGGCAACCCGATCGCCTGCGCGGCCGGACTCGCC
GTCCTCGAGACCATCCAGGCCGAGGGCCTGCTGGAGAACGTGAAGTCCGCGAGCGAGAAG
CTGCGCGACGGAATCGAGTCGCTGGGCCACCCGTTGATCGCCCACGTCCGGGGCTCGGGC
CTCCTCCTGGGTATCGTGCTCACCGAGCCGCTCGCGCCCCAGGCGCAGCAGGCGGCTCAG
GACGCCGGTTTCCTGGTGAACGCGCCCGCCCCCGATGTCGTACGGCTGATGCCGCCGCTG
AACCTCGGCGACGACGAGGTGGACGCTTTCCTCCGGGCGCTTCCCGGCGTCCTCGACGCG
GTCACCAACGGGGACGGACGAGCCAAAGAATGAGACGACGATGAGTCAGGCGCAGGAGAA
CGAGCACGCAGGGCCTGCCGTGCCGCAGAC

>Streptomyces hygroscopicus subsp. jinggangensis (sho):SHIGH 2773 arginine
repressor; K03402 transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

CAGCACGGGACCACCTTCGGCGGCAACCCGGTCGCCTGCGCCGCCGGACTCGCCGTGCTC

GACACCATCGAGGGCGAGGGCCTGCTCGACCACGTCAAGCGGCAGAGCGAGAGGCTGCGG




GACGGCGTCGAGGCCCTGAACCACCCGTTGGTCGATCATGTCCGGGGCGCGGGCCTGCLTC
CTGGGTATCGTGCTGACCGGGCCGCGCGCACCGCAGGTGCAGCAGGCGGCCCAGGAGGCC
GGGTTCCTGGTGAACGCGCCCGCCCCCGACGTCGTACGGCTCATGCCGCCGCTGAATCTC
CGCGACGACGAGGCGGGTGCGCTGCTCCGGGCGCTGCCCGGCATCCTCGACGCGGCGAAC
CCCGTCGACGGGGACGGACGATCCGGAGAATGAGACGACGATGAGCGAGGCGCAGGACTA
TGAGGCGGGCAACGGTGCCGGTCCCGCCGT

>Streptomyces hygroscopicus subsp. jinggangensis 5008 (shy):SHJIG_3008
arginine repressor; K@3402 transcriptional regulator of arginine
metabolism (N)

CAGCACGGGACCACCTTCGGCGGCAACCCGGTCGCCTGCGCCGCCGGACTCGCCGTGLTC
GACACCATCGAGGGCGAGGGCCTGCTCGACCACGTCAAGCGGCAGAGCGAGAGGCTGCGG
GACGGCGTCGAGGCCCTGAACCACCCGTTGGTCGATCATGTCCGGGGCGCGGGCCTGCTC
CTGGGTATCGTGCTGACCGGGCCGCGCGCACCGCAGGTGCAGCAGGCGGCCCAGGAGGCC
GGGTTCCTGGTGAACGCGCCCGCCCCCGACGTCGTACGGCTCATGCCGCCGCTGAATCTC
CGCGACGACGAGGCGGGTGCGCTGCTCCGGGCGCTGCCCGGCATCCTCGACGCGGCGAAC
CCCGTCGACGGGGACGGACGATCCGGAGAATGAGACGACGATGAGCGAGGCGCAGGACTA
TGAGGCGGGCAACGGTGCCGGTCCCGCCGT

>Streptomyces davawensis strain JCM (sdv):BN159 7006 argR; Arginine
repressor; Ke@3402 transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

CCGGGGCAGCACGGGACGACCTTCGGCGGCAACCCCGTCGCGTGCGCTGCCGGACTCGCC
GTGCTGGACACCATCGCGAACGACGGGTTGCTGGAGAACGTCAAGCGGCAGAGCGAGAAG
TTGCGGGACGGAATCGAGTCACTCGGGCATGCGCTGGTCTCGCATGTCCGGGGCGCGGGG
CTGCTGCTGGGTATCGTGCTCACCGAGCCGCTCGCACCCAGGGTGCAGCAGGCGGCTCAG
GACGCCGGTTTCCTGGTGAATGCGCCCGCCCCCGATGTCGTACGGCTGATGCCGCCGCTG
AATCTCGGCGACGACGAGGTGGACGCGTTCCTCCGGGCGCTGCCCGGCGTTCTCGATGCG
GTCCAAGGGGAGGACGGATGATCCGGGGAATGAGACGACGATGAGTCAGGCGCAGGACCA
CGAGCACGGAGGCGTCGGGCCCGCLGTGCC

>Streptomyces griseus subsp. griseus (sgr):SGR_5964 arginine repressor;
K@3402 transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

ACGACGTTCGGCGGCAACCCGGTCGCCTGCGCCGCCGGACTCGCCGTCATCGACACCCTC




GCGGCCGACGGTGTGCTCGCCGACGTCAAGCGCCTCGGGGAGAGGATCCGCGACGGLGTC
GAGGCGCTGGGACACCCACTGGTCTCCCACGTCCGCGGCGCGGGCCTGCTGCTGGGTATC
GTGCTCACCGGACCCCTCGCACCGCAGGTGCAGCAGGCGGCCCAGGGAGCCGGCCTCCTG
GTGAACGCGCCCGCCCCCGATGTCGTACGGCTCATGCCGCCGCTGATCATCGGTGACGCG
GAGGTGGACGCGTTCCTGGAGATTCTGCCGAGCGCTCTCGACGCGGCACACGGGGACGGA
CGATCCGGAGCATGACCCTCCGGAGAATGAGGCGACGACGATGACCGAGGCGCAGGAACC
CGAGTACGGCGGGCCGTCCGTGCCGCAGAC

>Streptomyces albidoflavus strain SM254  (salb):XNR_5269 Arginine
repressor; Ke@3402 transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

GGGGGTAACCCCGTCGCCTGCGCCGCGGGGCTCGCCGTCCTGTCGACCATCGCCGCCGAC
GGCCTCCTCGACCAGGTGAAGCGGGTCGGCGAGCGGCTGCGCGCCGGAATCGAGGGGCTC
GGCCACCCGCTCGTCGGCCACGTCCGTGGTGCGGGCCTGCTGCTGGGTATCGTGCTCACC
GAGCCGCTCGCACCCACCGTCCAGCAAGCGGCCCAGGACGCCGGCCTGCTGGTCAACGCG
CCCGCCCCCGACGTCGTACGGCTGATGCCGCCGCTGGTGTTCACCGACGAGGAGGCGGAC
ACCTTCCTGCGGGCCCTGCCCGGCGTCCTCGACACCGCGCGGGAGACCGCTCGCACGACC
GACCAGGGGGAACGATGAGCCGCAGAACGGGACGACGACGATGAGCCAGGCGCACGAGAA
CGAGAGCGCCCAGGCGGTGCCGCAGACCCG

>Streptomyces fulvissimus (sfi):SFUL_1091 Arginine repressor; K03402
transcriptional regulator of arginine metabolism (N)

ACGACGTTCGGCGGCAACCCGATCGCCTGCGCCGCCGGACTCGCCGTCCTGGACACCCTC
GCGGCCGACGGCGCCCTCGACGAGGTCAAGCGGCTCGGCGAGAGGATCCGCGACGGLGTG
GAGGCGCTGGGACACCCGCTGGTCTCCCATGTCCGCGGCAGTGGCCTGCTGCTGGGTATC
GTGCTCACCGGACCCCTCGCACCGCAGGTGCAGCAGGCGGCCCAGGGAGCCGGCCTCCTG
GTGAACGCGCCCGCCCCCGATGTCGTACGGCTCATGCCGCCGCTGATCATCGGTGACGCG
GAGGTGGACGCGTTCCTGGAGATCCTGCCGAGCGCTCTCGACGCGGCACACGGGGACGGA
CGATCCGGAGCATGACCCTCCGGAGAATGAGGCGACGACGATGACCGAGGCGCAGGAGAC

CGAGCACGGCGGACCGTCCGTGCCGCAGAC




GntR putativo (sco3264)
>Streptomyces coelicolor (sco):5C03264 SCE39.14c; GntR family
transcriptional regulator (N)

CCCGCGTCCGTCCCCTACCGCTCGACTGCATGCCGGATCGGCACCCACCACGTCTGLGCC
GACGCCTCCCCAACGCCAGTCCCGGCCGATATCCCGGTGATCTGCGAGGCGTGCGACTGC
CCGTGCCACTCGGGCGTTGGCCTATCCGCGTCCTTGGAGGTGACGCAGTGAGGTCGTATG
CACCTGGCGGCGCGCTGGTCTCCAACGTCGAGGTCACCGCGACCACCGTGCAGCGLGGCG
ACATCATCCAACTCGGCGGCCATGCCTTCCGGGTGAGAGACCTCTTCCAACTTCCCCAGG
GAGCGAAGCAACTGGTCTTCGAGTCGGGCGAGCTGCTGACCTTACATGCGCGTACCCGAC
TCGTCGCCGTGCGAATGCTGAGAAGGCGGTGACTCGCTCCATGCGCTCACGTCACCACGA
GATCGCCGACGACCTCCGGCATCAGATCAC

>Streptomyces pratensis (sfa):Sfla_3093 GntR family transcriptional
regulator; K@3710 GntR family transcriptional regulator (N)

CACCCCACGGGCCCAGCTCCCGCCCCGTACCGCTCGATCGCGTGCTGGATCGGCACACAC
CACTCCTGCATCGAGCCCTCCCCGTCTTTGGCGCCGGCCGACGTACCGGTGATCTACGAG
GTGTGTGACTGCCCGTGCCACTCGACCCCCGACTCGTCTGTGCCCGTGGAGGTGCTGGCG
TGAGGGACCGAGCCCCCGTCGGTGCGCTGGCCTCCCCCGTCGAGGTCACCGCGGCAACCG
TGCAGCGCGGCGACATCATCCAACTCGGCGGCCAGGCCTGCCGAGTGAGAGACCTCTTCC
AGCTCCCCCACGGAGCCAAGCAACTGGTCTTCGAGTCAGGCGAACTGCTGGCCATACACA
CGCGTACCCGGCTCATCGCCCTGCGACTGCGGAGAAGGCGGTGACCCACTTCGTGCCCCG
ACGCCATCACGACATCGCCGACGACCTACG

>Streptomyces sp. PAMC26508 (strp):F750 3668 GntR-family transcriptional
regulator; K@3710 GntR family transcriptional regulator (N)

CACCCCACGGGCACAGCTCCCGTCCCGTACCGCTCGATCGCGTGCTGGATCGGCACGCAC
CACTCCTGCATCGAGCCCTCCCCGTCTTTGGCGCCGGCCGACGTACCGGTGATCTACGAG
GTGTGCGACTGCCCGTGCCACTTGACCCCCGACCCGTCTGCGCCCGTGGAGGTGACGTCG
TGAGAGACCGAGCCCCCGTTGGTGCGCTGGTTTCGCACGTCGAGGTCACCGCGGCAACCG
TGCAGCGCGGCGACATCATTCAACTCGGCGGTCAAGCCTGCCGAGTGAGAGATCTCTTCC

AGCTGCCTCAGGGGGCCAAGCAACTGGTCTTCGAGTCGGGCGAACTGCTGGCCATACACA




CGCGTACCCGGCTCATTGCCCTGCGACTGCTGAGAAGGCGGTGACCGGCTCCGTGCCTTC
TCGTCACCACGACATCGCCGACGACCTTCG

>Streptomyces fulvissimus (sfi):SFUL_3651 Transcriptional regulator, GntR
family with UTRA sensor domain; K©3710 GntR family transcriptional
regulator (N)

CACCCAACGGGGACAGCTTCCGTCCCCTACCGCTCGATCGCCTGCCGGATCGGCACGCAC
CACTCCTGCACCGAGCCGTCCCCGCCTGCGGCGACGGACGACGTACCGGTGCCCTACGAG
GAGTGCATCTGCCCGTGCCACTCGACCCCCGACCCGTCTTTCTCCGTGCAGGTGGTGGCA
TGAGGGTCCCAGCCCCCGGCGGTGCACTGGTCTCTTCCGTCGAGGTCACTGCGGCCACCG
TGCAGCCCGGCGACATCATCGAACTCGGCGGTCAGGCCTGCCGAGTGAGCGACCTCTTCC
AGCTTCCCCAGGGGGCCAAGCAACTCGTCTTCGAGTCGGGCGAGCTGCTGGCCATACACG
CCCGTACCCGGCTCATCGCCCTGCGACTGCTGAGAAGGCGGTGACCGGCCCCGTGLCCCG
ACGCCATCACGACATCGCCAACGACCTACG

>Methylobacterium sp. (met):M446_2915 GntR family transcriptional
regulator; K@2043 GntR family transcriptional regulator, phosphonate
transport system regulatory protein (N)

GATCGCCGCGAGGCGCGCCTTCCGGCGGTCGCGGCCGAGATGGTAGGCGAAGCCGGTCGC
GCCGTCGGGCAGCCGGACCGCCGCCCGGGTCACCGTGACCTCGCCGAGGTTGAAGGGCCG
CCCGTCGCCCCCGATCCGACCGCGCGCCATCACGAGGCCGGTCTCGACGGGGCGGAGATC
CTCCGCCTCGCCGACCGGGCCGATCCCGTCGAGGGCGCGGGAGAGTTCGTCCGCGLCTGGC
CTCGCCGCAGAGGGCCATGGCGGCCCGCCGCGCCGCGATCTCTGGCGCCTCGCCGCCGTT
GCGTGGTGAAGTGCGATCCGGCATCGGTGTCCCGGGTGTCCTGATTTGTCTAATCGTATA
GACAAGTGGGGCGCGGGGCAAATGAAGTTTGGATGACGGTATGGGCGACGGCGATGGCAC
CCCGGTGACGGCCCTGAGCCGCGGCGAGGG

>Acidovorax ebreus (dia):Dtpsy 2925 GntR family transcriptional regulator;
K02043 GntR family transcriptional regulator, phosphonate transport system
regulatory protein (N)

CTAGCTCCGCCTGCCGGTGGTTGCGGCCCAAGACATAGGCCACGCCCACGGGCGLGGTET
GCGCGCCGTCCATGCGTGAACGCAGTGCGCAACGCGTCACGGTGACCTCACCCAGGTTGA

AGCGCTGCCCGGTGCCGCCTGCGCGGCCCTGCACCATGTACAAGCCGGTTTCGGGGGGGC




GCAGCCACTCGGTGCGGCGCCGGTCTTGGTGGGGCCGCATGGCCTGCTCCAACAGGGGCA
GGGGCGCCCTGGCCAGCAGGGCTATCCATTCGGCGCGCGAGCACCCGLCTGLCGGLGGGGCC
CATCGCTGTCAAACGCATGAAACATGGGGGTGCTACTTTCTATGTTGTGTAGACAACTTA
TGCAGTAGCCTGGAGCTTAGGCACCCCTCGTGTAGCTTTCATGACAAAAAATACCGCCAC
CGCCGACAACACCACTTTGGTCCTGCCCCA

>Acidovorax sp. KKS102 (ack):C380_ 02550 GntR family transcriptional
regulator; K02043 GntR family transcriptional regulator, phosphonate
transport system regulatory protein (N)

CCGCGAGTTGCACCTGGCGGTGCGATCGGCCCAGCACGTAGGCCACGCCCACAGTGGCCT
CGGCAGCGTCCGATGCGTCGGCCACGCGCAGCGCGCAGCGGGTGACGGTGACCTCGCCCA
GGTTGAAGCGCTCACCGGTGCCGCCAGCGCGGCCCTGGACCATCATCAAGCCGGTCTCGG
GCGCACGCAGCCAGCGCGCGGGGCGCGTGGCATGCTCATGCAAGGCAGATTCGAGCAGCC
CCAGCGGCGCCCGGGCCAGCAGCGCCATCCACTGCGLCGLCGGLCLCCAGGGGGLGGLLLGGLC
CCGGGTTGTCAAAGGCTTGAAACATGGAAGTGGTACCCTGAAAGTTGTATAGACAAATTG
AACAACTGGCGCCAGCTTAAAGAGCGCGCATGTAGGTTTCATGACAGCCAGCACCACTTC
TCTCCCGCCTCCTTTGCAGGCCCCAAATGC

>Sphingobium yanoikuyae strain SHJ (sphm):G432 19560 histidine utilization
repressor; K05836 GntR family transcriptional regulator, histidine
utilization repressor (N)

CGCTTCAGCGGAGGGCCGGCATGCCGGGCACGCTGGCATCCTGCCACAGCGCGATGGTTG
ATGGCTATCTGATCGAGGGCCATGTCCCGGTCGCCGATATCAAGCGCCTGCTGGCAACCC
GTCCCGTAGGCGTCAGAGGCATTGCGGTGGCGGGGATGCCGATCGGCTCGGAGGGCATGG
AAGTGGCAGGCGCCGCCCGCCAACCCTATGCGGTGGTGTCGTTCGGCAGTTCGGGCCAGA
AGGTCTTCGCGCGGCATTGATCACGCACGCCTCGGCTCTCGCTGGTGATTTCCTGTTTGA
ATGACTGGGACTTGCTCGCCCCCACCTGTATAGTCATTTGATGCATGCTCCCGCTCGCCC
CCATAGCCGCGCATCCGCTCCCCGGACGAAAGCTGCTTCTGTGGGCGAACCCGCGGTCGA
CGCTGCCGGTGCGGAGAAGCAACCTCGCTA

>Agrobacterium fabrum strain 1D132 (atu):Atu3799 hutC; GntR family
transcriptional regulator; Ke5836 GntR family transcriptional regulator,
histidine utilization repressor (N)




GGCGAAGGTGATGGTTTTTCCGGCGCTGCAATAGCCTTCCGCCCTGGCGGCGCCGGCATA
TGCTCCCATAACAAGCGCGGTCGTGGCCAGCGCGATTTTCAGTTTTGAATTCAGCATTGC
ATTCCCCTTTTGGTTTGATGATTGGCAAATTGCTGGCATGCGTTTTGAGGTTTAGCAGGG
CGCTCCGATCAGACGATTGTCGCGGAGGCCGCTCGTCATCGAATCAAGGTGTAATCCGCT
GCTTGCATTGAAGCGGCTTGTTGAAAGTTCACTATACAACTTAGCGGTATTCGAGGTGGT
CAGGTATTCTGGAAACGTCGCATCTCCGGCGCATACGGTGGGCCGACTTTGGAGAGAATG
ATCTTCGCGCGCGCGTTGACTCTGCTCGCCCTCTTGCACCTTGCCGGCTTTGTCAGGAAA
GCTCCTGCCACGGCGCTGGGCAGGCGCGGG

>Glaciecola sp. (gag):Glaag 3387 GntR family transcriptional regulator;
Ke5836 GntR family transcriptional regulator, histidine wutilization
repressor (N)

TATTTCTGAATACGACTTGCCTTGCTGGCGCATTTCAAACTCAGAGGCGCGGTTACCTGC
GTAGACCAAATGCGTGTGGCAATCAATTAAGCCTGGTAATAACCACTGCCCTTGGCCATC
GATAACATTAATCCCATCTGCGGATAAATGATTAGCGTCGTCAATTTTTTCGATGCGACC
GGCATTAATATAAACCGACCCATTCTCTTTAATTCCATAAGGTACATTAGCAAAGTTAGA
AGACGCGCTCATCGTCGCTATGTTGACGTTGTTTATACAGAAACCTGCGGTCTTTCTCAT
GTTGCACCTCTCACATTGAATTCTTAGTTATCTTACTTGTATGTACTTGTATATACAAGT
TGGTTGGGTTAAATTGCGAAAATCAAAACAGAGAGTCGTTATGCAACCTAGATACATTCA
AATTAAATCAGCCATCATCGATAGCATAGA

>Rhizobium phaseoli strain R744 (rec):RHECIAT _PA©OOOO81 transcriptional
regulator GntR family; K@5836 GntR family transcriptional regulator,
histidine utilization repressor (N)

CAGCGCCAGGCGCTGCGCGCCCGCAATGTCGTCGCAGCACCCGGCGGTTCGACGGCGCTT
TGCCTGTTCAACCAGGCGCTTGCCGGCGGCGCTGCGGCGCTGAAAGCCCCGGCCGGRTCTC
GTCGAGGGCCATCACGCCGATCTTGTTTCCCTCGATATGTCAGCCGTTCCTTATCTCGCA
GGCGACCAGGTCCTCGATCACTGGCTGTTTGCCGGCGGCATTTCCGTCGATTGCGTCTGG
GCGCGCGGCCGCAAGCAGGTGGAAGGTGGTCGTCATTTCAAGCGTGACGCCATCGACCGT
CGCTTCCTTGCTGCGATGGGTGAGTTGCTGGCTGCCTGAAAAAGCACTTTTCACGGTGGC
GCATTCGATCTAGATCGGGAAACCAAATCGGAACGTGGCGATGAAT CAAAGCAGGGATCC

TACCTTGCATCAGCGCATCCTGGGCGACAT




TipA (sco3413)
>Streptomyces coelicolor (sco):SC03413 SCE9.20, tipA; transcriptional
regulator (N)

GACATCGTCGGCGAACTGGCGATCACCGTGGGGGCCGTCAGCAAGGCGGTCGACCGGCTG
GTCGCCGCGGGCTGGTGCGTGCGGGCAGTGAACCCGCAGGACCGCCGCTCGTCCGTGLTC
CGCCTGACCTCCGAGGGCGATCGGCGGTTGGCGGCTTGCCGTCCGGTGGTCGAAAGCGCC
CTCGCCTCGCTGACCGAGGTGGTTCCTCCCGACGATCTGCATCGCATCGCCTCGGCCTTG
GCCGTCCTGCGTGCGCATCTCGAGGCGGGCTCCCACGGCCGCCCGGGCTGAGGGAGCCGA
CGGCACGCGGCGGCTCACGGCGTGGCACGCGGAACGTCCGGGCTTGCACCTCACGTCACG
TGAGGAGGCAGCGTGGACGGCGTCAGAGAAGGGAGCGGAAGTGAGCTACTCCGTGGGACA
GGTGGCCGGCTTCGCCGGAGTGACGGTGCG

>Streptomyces Lividans (slv):SLIV_20705 tipA; HTH-type transcriptional
activator TipA (N)

GACATCGTCGGCGAACTGGCGATCACCGTGGGGGCCGTCAGCAAGGCGGTCGACCGGCTG
GTCGCCGCGGGCTGGTGCGTGCGGGCAGTGAACCCCCAGGACCGCCGCTCGTCLGTGCTC
CGCCTGACCTCCGAGGGCGATCGGCGGTTGGCGGCTTGCCGCCCGGTGGTCGAGAGCGCC
CTCGCCTCGCTGACCGAGGTGGTTCCTCCCGACGATCTGCATCGCATCGCCTCGGCCTTG
GCCGTCCTGCGTGCGCATCTCGAGGCGGGCTCCCACGGCCGCCCGGGCTGAGGGAGCCGA
CGGCACGCGGCGGCTCACGGCGTGGCACGCGGAACGTCCGGGCTTGCACCTCACGTCACG
TGAGGAGGCAGCGTGGACGGCGTCAGAGAAGGGAGCGGAAGTGAGCTACTCCGTGGGACA
GGTGGCCGGCTTCGCCGGAGTGACGGTGCG

>Streptomyces rapamycinicus (src):M271_ 27070 transcriptional regulator (N)
NNNNNNNCCCACCGCCAGCCAGGTCAGATAGCCCGCGCCCGCGAACTTGACCACCGCGAA
CAGCACCGGGCTGGCGTGCAGCAGCGAGGCCACCCCGCCCGCCGACAGCGCCATCAGCAC
GGTGTCGCCGCACAGCACCCCGGCCGCCGCCCGATAGCCGGTACGCGGGLCGLGACGGEC
CGCGACCGACACCACATACAGCGAATTGGGGCCCGGCAGCAGGATGATCAGCGCCAGACC
GGCCAGATAGGTCGAAAGATCGGTTATCCCCAGCACGATCGGCAGGATGACAGTGCTCCG
CCGCGCCGCCCAGTCGGTTTCGCCATCCGGACTTGCACCTCACGCGACGTGAGGGAGCAC

CGTGGAACCCGTACCGAACAGAAAGAGAGCGGATTCGGTCATGAGCTATTCCGTGGGACA




GGTGGCGGGCTTCGCCGGGGTCACGGTGCG

>Streptomyces violaceusniger (svl):Strvi_8910 antibiotic resistance MerR
family transcriptional regulator (N)

CAGCATGCCCAGCGCCAGCCAGGTCAGATAGCCCGCGCCCGCGAACTTGACCACCGCGAA
GAGCACCGGGCTGGCGTTCAGCAGCGAGGCCACCCCGCCCGCCGACAGCGCCATCAGCAC
GGCGTCCCCGCACAGCACCCCGGCCGCCGCCCGATAGCCGGTACGGGGGLCGLCGGLGGGL
CGCGACCGACACCACATACAGCGAATTGGGGCCCGGCAGCAGGATGATCAGCGCCAGACC
GGCCAGATAGGTCGAAAGATCGGTTATCCCCAGCACAATCGGCAGGATGACAGCCGCCTG
CCGCGCCGCCCAGCGGGTTTCGCCATCCGGACTTGCACCTCACGCGACGTAAGGGCGCAC
CGTGGAACCCGTACCGAACTGAAGGAGAGCGGATCAGGCCATGAGCTACTCCGTGGGACA
GGTCGCGGGCTTCGCCGGCGTCACGGTGCG

>Streptomyces davawensis strain JCM (sdv):BN159 4067 tipA3; HTH-type
transcriptional activator tipA (N)

CCCGGCATGTCCGGGGACCTTCCACACCACCAGACCGACGGCGACCCCGGTGGCGGTGAG
CATGACCAGCATCCACAGCACCGAGTAGCGGCCGACGCCCAGCGCGTCCGGCAGGTTCTG
CCACAGCACGTCCTGGAAGGCCTCGGCCGCCTCGCTCACCCCGAGGAACAGCAGGCTCGC
TCCCACGCCCACGACCAGGGCGGGGAGGATCAGCGGCAGCAGGGTGCGTGCCGGGGTCGC
CGGTGTCGCCGGGGCGGCGGGLCGLCCTGCGGCGCGGGGTCCTGGGCCACGGAGGACACCCT
AAGCGCGCAAATAGTGCAATGCGGGCATGCCGAATGGGCTTGCACCTCACGTGGCGTGAG
GATTCACCGTGGAGTGCGTACCGAGAAGGGAGCGGATGAAGTGAGCTACTCCGTGGGACA
GGTCGCGGGCTTCGCCGGAGTGACGGTGCG

>Streptomyces hygroscopicus subsp. jinggangensis (sho):SHJIGH_5288 MerR-
family transcriptional regulator (N)

ACCACCAGCCCGACGGCGATCCCGGTCGCCACGAGCACGGCGAACATCCACGGCACGCTG
AAGCGGCCCACACCGAGGGCGTCCGGCAGCGTCCCCCACAGCAGGTGCTGGAGTTCCTCC
CCCGCCGTGCTCACCCCGACGAAGAGGAGACTCGCGGCCACGCCCACGAGGACGGLGGGCL
AGGATGAACGGCAGCAGAGCCCGTGCCGGGGCGGTCGGAGCGCTCGGGGGCGCCTGCTGC
GTCGTCTCCTGGGCCACGGGCTCACCATAAGCGGGCGAAACGTGCGCAACATCCGGAACA

GCAGCATCGCGCACCACAGCGTCCGGAACGCGCTGTCGGCTTGCACCTCACGCGACGTGA




GGCCGCAGCGTGGAGGCGTACCGACGACAAGGAGCGGAAAGTGAGCTACTCCGTGGGACA
GGTCGCGGGGTTCGCCGGCGTCACGGTGCG

>Streptomyces hygroscopicus subsp. jinggangensis 5008 (shy):SHJG_5525 MerR
family transcriptional regulator (N)

ACCACCAGCCCGACGGCGATCCCGGTCGCCACGAGCACGGCGAACATCCACGGCACGCTG
AAGCGGCCCACACCGAGGGCGTCCGGCAGCGTCCCCCACAGCAGGTGCTGGAGTTCCTCC
CCCGCCGTGCTCACCCCGACGAAGAGGAGACTCGCGGCCACGCCCACGAGGACGGLGGGC
AGGATGAACGGCAGCAGAGCCCGTGCCGGGGCGGTCGGAGCGLCTCGGGGGCGCCTGCTGC
GTCGTCTCCTGGGCCACGGGCTCACCATAAGCGGGCGAAACGTGCGCAACATCCGGAACA
GCAGCATCGCGCACCACAGCGTCCGGAACGCGCTGTCGGCTTGCACCTCACGCGACGTGA
GGCCGCAGCGTGGAGGCGTACCGACGACAAGGAGCGGAAAGTGAGCTACTCCGTGGGACA
GGTCGCGGGGTTCGCCGGCGTCACGGTGCG

>Streptomyces avermitilis (sma):SAV_4657 tipA; MerR family transcriptional
regulator (N)

CGAGTCCGAGGGTCGCCGGGTCGGGTCCCGCGTGACCCGGCACCTTCCAGACGATCAGCC
CGACCAGCACACCCGTGCAGGTGAGCATGATGATCATCCAGAGCACCGAGTACCGCCCGA
TGCCCAGCGCGTCGGGCAGGTCCTGCCACAGGACGTTCTGGAGCTTCCCGGCGAGCGCGC
TCACCCCCACGAACAGGAGACTGGCCGCGACCCCGACGACCAGTGCCGGGAGGATCTGCG
GCAGCAGGACACGCGCGGGGGTCGCCGGAGCGGGTGCCGGGTGCACGGTGTCGTGGGCCA
CGGGGTCACCTTAAGCGGGCAAAACGGACATGACATTTCCGCTTGCACCTCACGCGGCGT
GAGGGCGCAGCCTGAAGCGCGTACCGAGAAGGGAGCGGAAGTGAGCTACTCCGTGGGACA
GGTCGCCGGTTTCGCCGGGGTCACGGTGCG

>Streptomyces albulus strain CK-15 (salu):DC74 4555 MerR family
transcriptional regulator (N)

GCGGGCCCGGCCGTCGCGCCACAGCGCCCAGGCGCCGCGCAGCATCCCGACCGCCAGCCA
CGTCAGATAGCCCGCGCCGACGAACTTCACGATGCCGAACAGCACCGGGCTCGTCTTCAA
CAGCGAGGCCACCCCACCCGCCGACAACGTCATCAGCACCGTGTCGCCGCACAGCACGCC
CGCCGCGGCCCGGTACGCCACGCGLCGGLCGLGCCGGGCGGCCACCGACACGACGTACAG

CGAGTTCGGCCCCGGCAGCAGGACGATGAGGGCGAGGCCCACCAGATACGTGGGCAGATC




CGTTATTCCGAGCATGTGCGGAGGATCTCACCCGCCGATCGGCCGCCTCACCGGGCTTTC
ACCATCCGGACTTGCACCTCACGTGGCGTGAGGAGCCATCGTGACGTGCGTACCGACGAC
CGACGAGGGAGCGGAAGTGAGCTATTCGGT

>Streptomyces scabiei (scb):SCAB_39861 +tipA; antibiotic resistance
transcriptional activator (N)

GCCTGGATCGGACGGACCCGCAACCCGCGCACGTGCCCCCGCACGCGLGLGGGLGGRLTCG
GGTGCCCCGGCGGCGCGAGCGGCCTGCCGGCCCGCCGACGCCACACCTGGLCCGLACCCC
CGTGCCGGGCCGGGCGTCTCGTCGACGGACACACCGTAGGAGGACCGLCLCGGGLCGGLGGGL
CATGGCACGGATGCACAGTCCGCACGCCCGGACTTCGCGTTGTGCACAGGGAGACGCGTG
TGACCGGACGCCAGTGCGTTTCACCAGCACCCGGCCCTGCGGAACCGCACAGTCCGCCAC
GGTCCGCGCGCGTGCCCGGCGCGTACGGCACGAAAGGACTTGCACCTCACGCGACGTGAG
GACCCAGTCTTGAAGACGTACCGAGAAAGGGAGCGGAAGCATGGGCCACACCGTGGGACA
GGTCGCGGGCTACGCCGGCGTCACGGTGCG

>Streptomyces cattleya (sct):SCAT_2661 tipA; HTH-type transcriptional
activator tipA (N)

GGCGTGCTCGTCCAGCCAGACGCCTCCGGCGTCCGGGCCGCGGCAGGTCATCGTCGCGGT
CATCGCGTCCAGCGTGCCCCGCTGGCGGGTGAGGTCGTTGTCGTAGGAGATCCAGCCGGT
TATCCCGCACATGGGCGGTGTCGCCTCCTCCGGTCGGCGGCCCCGAGGATCGGGGCGCGG
CTCTACCCCGTGGCCGGCCCGCGCATCCCGGTGCGGGCCGCGTGATCAAACGTACGCCTG
GTTAGTTGCACGTTCCATCTGTTGCCTCGGGCAACCGAAAAAAACCAGCCACCTCCACGG
CGCCCCCGGCCGCCGGAACCGGGCTTGCACCTCACGTAGCGTGAGGACCCATCGTGGAGC
TCGTCAGCGCCGTGAGCGGCGGGCCGAGGAAGGCAGGACGATGGAGGACTACGCGATCGG

CGAGGTGGCGCGGTACGCCAAGGTGACCGT




GntR putativo (sco3986)
>Streptomyces coelicolor (sco):SC03986 SCBAC25E3.23; GntR family
transcriptional regulator (N)

ACCGCGGCGGCCGCCTACCGGTCGACTGCATGCCGGATCGGCACTCATGGAGCCTGCACG
GAAGCGTCGGCATCTCCTGCGCCGGTCGACCTGCCGGTGATCTACGAGACGTGCGCCTGC
CCCTGCCACTCCGCGCCGGACCATTCCACGCGACCGGCGGTGAAGCGGTGAGCGGCTGGG
TCCCTGGGGGTGCGTTGGCATCCAACGTCGAGATCACGGCGGCCACCGTTCTACGGGGCG
ACATCATCCAAGTCGGCGGTCGGGCATGCCGGGTGAGCGACCTCTTCCAACTGCCCCAGG
GCGCGAAGCAACTCCTGTTCGACTCGGGGGAACTGCTGACCATAAACGGGCGGACCCGGC
TCGTCGCCGTGCGGATGACGAGAAGGCGGTGACGCAGTTCATGACGTCTCGCCGCCTCAT
CATCGCTGACGACCTGAGACGCCAGATCAC

>Desulfatibacillum alkenivorans (dal):Dalk_4913 GntR family
transcriptional regulator; K©3710 GntR family transcriptional regulator

(N)

CACGCGGCAAAATCAAGCGGGCCTTGCTTGCATACACGCCTTCCAAAGCCCGCCCGCACA
GGCCGTAACCCAGAATAATGTCGTCCCCATCCTCTTCCATCCGGGCGATTTCTTCAGTCA
CCCGCTCGCGCAGCTTGTCCGGGTTCAGATGCAGCCCGATATCCAAAATGACCCGCTCCA

TGTCGGGATCGACCATGGGCTCGATAATGTGGGCCAGAGCCCGGCAACTGATTAACTTCA

CGTTTTTTTCCTTTTTCATTCCCCAGCCTTTCCCCCACAAGGCCGCCACCCTATCAAATT
CTTATAGATGTGTATAGAAATAATTGCTTTCATTGTTTTTTTCAGCATGCTATACACTCT
GCCCGGATGGGGTATTTTTTGAACATGGAGACGAGGCAAATTGGGGAAGGCAGTTGAAAA
GAAAAGAGGCTCCCTGCCTGTTTACTCGCA

>Desulfarculus baarsii (dbr):Deba_1647 GntR family transcriptional
regulator; K03710 GntR family transcriptional regulator (N)

GCGCTCGGGCTTCAGATGCAGGGCGATATCCATGACCGTGCACGAAGCCCCTTCCCCGGC
CAGGGCCTGCATCACGTGGGCCAGGGCGTTGCAAGTGACAATTTTGAGGCGATCGTCGGT
CAAGTCATTCTCCTGTTGCCGTCCTGCCTATATATTATTATAGTCTTATAGAAGAGCGCC
ACAGAAAAATGAACATGGTTCGATTTTTTGCGCGTATTTTCACCAGCCCGGCTTAACGAG
CTGATAACCAAGCAGTTTTAAAATGGGTGCGTTTGCGTTATAGTCTGTGACAAGACAGGC

CGTCGGGCCGGCGGCGTTGGGGGCCAAGGGCCGTTGACGCGATCCGACGGCGTGCAATAT




ATTTTTAAAACGGCAATCAACTCAGTCACAAGTGGTCGCCATGGTCATGCCCAAAAATGC
AGCCCGGAATAACCAGGCGTATTTACTAAA

>Variovorax paradoxus (vap):Vapar_6099 GntR family transcriptional
regulator; K02043 GntR family transcriptional regulator, phosphonate
transport system regulatory protein (N)

CCGCGAGCTGTGCATGGCGGTGCGAACGGCCGAGCACATAGGCCACGCCCACCGLGGLGC
CCGGCTGCGGCGCGGTGCCGCCCAGGCGCAGCGCGCAGCGCGTGACCGTCACCTCGCCCA
GGTTGAAGCGCTCGCCGGTGCCGCCGGCGCGGCCCTGCACCATCACCAGGCCGGTCTCGG
GCGCACGCAGCCACTGGGGCGGGGTCTCGGCGTGGGGCGCGAGCGCCGGTTCGAGCAGCG
AGACGGGCGCGCGCGCCAGCATCGCGAGCCACTGCGCGCGGLCGCAGLGGGLGGGLCGLGGE
GTTCTGTGTCAAAGGCATGAAACATGAGAGTGATACGCTTGAAGTTGTATAGACAAATTC
GGCAACTGACGCGAGCTTAGAGAGCGCGCAAGTAGGTTTAATGACAAGCACGACGACGAC
CCCTGCCTCCGCGCTGGCTCCGCGLTCCTC

>Amycolatopsis methanolica (amq):AMETH_ 1758 transcriptional regulator,
GntR family; K@3710 GntR family transcriptional regulator (N)

GGCGTCCAGTTGCGGTGGGTTCGGGCCGAGGATCACGTCCTGCGGGGCGACCATGTCGTG
GGTGTCCGCGCCGCTGCACGACACGTCGGTGAACGAGCCGACCCGCAAGGCGATCGCCAG
CAGCGACGGGTAGTTCCCGGTCGAGCGGAGGCAGCCGACGGGGTCCAGGCGCTGCAGCGG
GATCAGCGGGCCTGCCGTGTAGGAGTCGCCGAGCGCGACGTAGTGCCGGTAGCGGGGTTC
GGCGGACGCGGTGAGCGTCGAGGCGAGCAACGTGCAGGCGGCGACCAGGAGGACGAACAT
GCTGCGGCGCATGGGTAGTTCATAGCTCCGGGCGGGCCGGTGTGCCGCCGCCATTCGGGT
GGGCTCGCGTTCCCTCACCTGTCCGGGGTAATGTACAGGTATGGACAGGACTGAACAGGT
CGGCTTTTCCAAGCGGCACCGCCTGGTCAC

>Carnobacterium sp. (crn):CAR_c13690 gmuRl; HTH-type transcriptional
regulator GmuR (N)

GACTACACCACCAATTATTAGTGCTTACTTAGCGACAGCAGGTAGTTTAGGAGCAGTTGC
GACTCAATTAATTTGTATAGTCGTGTCTACATTAATTTACTTGCCATTTGTTAAAATTTC
TAATAGCCGTCAACTCGTTGAAGAACCAGGTCGTACTGAAGAAGTAAAAGAATTAGATGA
AGTTACTATAAATAATTAATAGTTTAATAAATTTAAAGTATTAATTGTACGCTGAAGTAA

AATGATATGAGAACCTATTGAGCTTGAGAGTCCCATGATTTTACGAAAGGGGCATCTCAA




GTTCTTTCTATTTGAGTTAATGGATGGTTTTGAGGATATGATATACTAAGGAAAATAGAG
GGAATAACATAAATTATATAAGATGAAGTGAGTGAGAACAATGGCGAAATACAAAAATGT
TGCAGATGAATTACGAAAACAAATTAAACA

>Rhodococcus opacus (rop):ROP_47420 GntR family transcriptional regulator;
K@5836 GntR family transcriptional regulator, histidine wutilization
repressor (N)

GTGCACCTTCTCGTCGGCGTCTCGCAGCTCGGCAGGGGCACCCGGTGGAACGCGLTGGCC
CGGCTGTCGTTGCGTGACGAGTTGTACGACACGATCCGGGCGCTGTGCCTCGACGTGATC
GCGGGCAGCGAAATCGCGGACACGGCGGAACAGAAGATCGGGGAGTGGGAGGACCGCAAC
GCGGCCCGGCTGGCGCGGGCCCGTCACACCCTCGACGCCGTCACGGAATCTGGTGAGCAC
GACCTGGCCGCCCTCTCCGTCGCGACCAGGCAACTCCGCAGCATGGTGAGGTGACGCCGG
GCGCACCGCGCGATTGCGGCTTACCCGTGCAGTCGGCCGATAGACTGCAGACGGCCGACT
GCACGGGAAGTTCGTCGGTGCCGCAGAGGAATGGGTGTCAGTGGTAGAGATCGCAGTAGT
CGACGCGGAGCTTGCTGCGTTGTACAACGG

>Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 (afe):Lferr_1934 GntR family
transcriptional regulator; K02043 GntR family transcriptional regulator,
phosphonate transport system regulatory protein (N)

GCGAACTGTTGGTCAGCGTGCCCACTTTTGAGAGGCTGAAAGCCGAGGGCAGTTTGGCGT
TTGACTGGACGGCCCACGGTCTGATGTATGGACTTCCACGGGAAGAACTCTTGCCCCATG
GCATGGTGCAGGTCATCATAGCGAATGTATCGCGTACCGTTATCCCGGCTATCTGTGCTC
AATACCCTGGTTATGTGGTGTTCATTAACGCTTCGGATAGTCACATCCGGGCACGTCTGC
AGTTGCGAGATCGGGAGAAGTCAAACGATATCGAGAAGCGGCTGTCGCGAAAAGTTTTAT
TACCAGAGGAAGTACCGATGACCACCATACAGAACGATGGCACCCTGGCGGAGGLCCGCCG
CTCAGTTTCGGACGACCATTCTTCGCTTTACCACGAAAGCATGACCGATATCACCAAAGT
ACCTTACGCACCCGGCATCACTGTCTGGAA

>Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 (afr):AFE_2287 GntR family
transcriptional regulator; K02043 GntR family transcriptional regulator,
phosphonate transport system regulatory protein (N)

GCGAACTGTTGGTCAGCGTGCCCACTTTTGAGAGGCTGAAAGCCGAGGGCAGTTTGGCGT

TTGACTGGACGGCCCACGGTCTGATGTATGGACTTCCACGGGAAGAACTCTTGCCCCATG




GCATGGTGCAGGTCATCATAGCGAATGTATCGCGTACCGTTATCCCGGCTATCTGTGCTC
AATACCCTGGTTATGTGGTGTTCATTAACGCTTCGGATAGTCACATCCGGGCACGTCTGC
AGTTGCGAGATCGGGAGAAGTCAAACGATATCGAGAAGCGGCTGTCGCGAAAAGTTTTAT
TACCAGAGGAAGTACCGATGACCACCATACAGAACGATGGCACCCTGGCGGAGGLCCGLCG
CTCAGTTTCGGACGACCATTCTTCGCTTTACCACGAAAGCATGACCGATATCACCAAAGT
ACCTTACGCACCCGGCATCACTGTCTGGAA

>Mobiluncus curtisii ATCC 43063 (mcu):HMPREF@573_10592 GntR family
transcriptional regulator; K©3710 GntR family transcriptional regulator

(N)
CTCAAACATTCGTAACGACCTAACTATTGTCACGGGGGATACTCGTACGGTGGGTTCTCA
CTGGAATCCGACCCATGACGGTGGCAAATAAGCCATGAACATTTCGCTGAGAGTCTAACC
CTATATTTTAGAAATACTGGGGTTGACCGGATGCTGTGTTTCTATCTCAAGTACAACCAT
ATTAGACCCGAAACAAACCGGTAATGGAGATACCTTAGAACTATCAGCGGGGATTTGAGA
GCAGAGTTGTTCACAAAGTTTGACACTGTGAATTGTGTGTAAAAACGTCGTTAAAAAGGC
AATAAGTGTCATGTACAGAAAAGCTGTACAGCAAAACCGTTGACTTGTATATTCGGTACA
AGTAACTTATTTTCATCGCAGTTTTTGTAAAGGGGCAAAAATGGTCAACACGTCACCTCC
AGTATATGAACAAATTGCTGAGGTTATACG

>Streptococcus suis strain NCTC10234 (ssv):SSU98 0436 transcriptional
regulator (N)

TCCAATATACCCTCGTAACAAAACTCACCCTTTCGAGGCTCATGCATATTCCAAGGGACA
TAGGTTTCAACCGTATTAAAACCAAGGGCCTTTAAGTTATACAAAGAATGGTACCAATCA
TCAGGATGGACACGAAAATAATGAATCGCGCCTGATAAAATCTTAAAGGGTTCACCGTCC
AAATAAAATTGGTCTCCAATATAAAATTCTTTCATTTCTTCCTCCGATGCAACCGCTTAC
CTTTCTATTAATATACTAACACTTCTTTGTGGTTATGTCCAGTACTTTTTAAAAATTTTT
TTACCATTTCTTATCACCTTTATAAAGTGAAAAAGTATATTTTTGTGGGTATTTTAGCTA
TATTTTTTGATTTTCATCAACTAATTTAGTATAATAAGTTGTGGAAAGGAAGGAAATAAG

TATGAAAGTACCGAAGTACCAACTTATACA




LuxR putativo (sco4261)
>Streptomyces coelicolor (sco):SC04261 SCD49.02c; response regulator (N)

GCGCGTGGGCGTCGTCGCGTTCACGGAGCGGTCCGGTCATCGGTGCCTCCTGTGGTGGAT
GGTGCTCCCCCGGTGTGTCAGACGAACGACTGCGGTGAACGGTGGTGCGAAGTGGCGCGG
GTCACGGTGGTCCGCGGCCGCCGCCACGGGCCCCCGCGACCGTGLGGGELLCCCTLCGGLC
TGCCGGGACGCCCGCGCGACGGCCGCCTGCGGCGGTCGGCACGCTGGTCTCGTGGTGTGC
CTCGTGGTGCTCCACGATTGCGAAGTCCCAGCAGTCCCATAAGTGTGGAACCCGCACATC
CGCTACCGGCCTGTGCCGGAGTGCGGGCACGTGAACAGGGGGGAAACGGTTGCTCAACTC
ACCCCGGAACACCACCACATCCATCACATCCGCGACATCCGTGGCGTCCGCGCACGGTCC
GGGCAAAGCGGTCGGCGTCACCGACCGGCG

>Streptomyces Llividans (slv):SLIV_17085 response regulator (N)

GGACGAGGCGGCCGCTGCCGGCCCGGGCGCGCTCGATCTCGGCGGACAACAGCGCGTGGG
CGTCGTCGCGTTCACGGAGCGGTCCGGTCATCGGTGCCTCCTGTGGTGGATGGTGCTCCC
CCGGTGTGTCAGACGAACGACTGCGGTGAACGGTGGTGCGAAGTGGCGCGGGTCACGGTG
GTCCGCGGCCGCCGCCACGGGCCCCCGCGACCGTGCGGGGCCCCTCCGGCCTGCCGGGAC
GCCCGCGCGACGGCCGCCTGCCGCGGTCGGCACGCTGGTCTCGTGGTGTGCCTCGTGGTG
CTCCACGATTGCGAAGTCCCAGCAGTCCCATAAGTGTGGAACCCGCACATCCGCTACCGG
CCTGTGCCGGAGTGCGGGCACGTGAACAGGGGGGAAACGGTTGCTCAACTCACCCCGGAA
CACCACCACATCCGCGACATCCGCGGLGTC

>Streptomyces scabiei (scb):SCAB_27551 response regulator (N)

GCGTTCGAGAAGCGGTTCCGGCGCGCACATCGCTGTCTCCTGTCGTGGCTGTGGTGGCTG
TCGTGGCTGTGGTGACCGTCATGGCCAGGTGGCTCTGGTCGCCGCGGTTGCTGTCGTGGG
CGTGGTGGCCACGGCGGCCGTCGTGACCGTGATTGCTGTCGTGGCCGTGATGGCCGGCGT
GGAGCGTCGTTCTCCGCTTCCATGGACGGCACGGAGGCCGTCCTGGTGCACCGCTCGTCG
CGGGCCGGCCGGAGTTCCGCACCAGGCCCGCCCCGAATCTCGTGGTGTGTCTCGTGGTCC
TCCACGATTGCGCGGCGCACACGCCACACAGAAGGGTGAAACGAGCCCCTCCGCCACTCC
GCTCACAGGAGCGGCGATTTCGTGCATACGGGAGAAACGGTTGCGCAGCACATTCCGGAC

CGCGGACACGGCGGCGGCCACGGLLGLGEL




>Streptomyces sp. (strp):F750_5045 response regulator (N)

CGAGCGGGACGGCGGAGCTCTCGGCGGAGGCATGGGCCCGCAGGACCCGCATGCCCAGCC
TCACCCCCAGTTCGGCGGCGGCTTCCAGCAGGGCGCTGCGGCCCGTACCGGTGGGTGCGC
GCAACAGGACCATCCGTCCGGACCCGGCCACGGLCCCGGLCCGGCCTCCGCGGCCAGCAGTT
CCAGCGCGGACCCGCGTTCCAGCAGGCCGACGGAGGLGGEGGLLLCGGELLLCGELCEGLEGEEL
AGGGCGGTGGCTGACTCGCTAACGCCGTCATCAGGACGTGCCGCCGATCTCGTGGTCGGT
CTCGTGGTGAGCCACGTTGTTCTCGTCCGGTCCGCGCAGGAAGGATGGGAAAGGCAGGAA
CGGGTTGTCCCGTTGAGGCGTAACACGAGGACGTACAGGCATGGTTGTCCGAACTCCCGT
CAGGATCCCCGTGGAGGTCCACGCGTCGGA

>Streptomyces cattleya (sct):SCAT_pl362 response regulator (N)
CCGCATGCCGCCGGCCGCCGCGTGTTCGGCCACGGCTTCCAGCAGCGCGGTGCGGCCGET
TCCGGTGGCGCCGCGGATCAGCACCAGGCGGCCCGATCCGGLCGCGGGLGLGGGELGGELCTC
GGTGGCCACCGAGGCCAGGGTCTCGCCGCGTTCCCGCAGCGGCAGCGGGCCGGACATCGT
TGCCTCCCATCGTGGACGTGTCGGTTCGGGTGTCGTGGTGCCGGTGCGGCCGATCTCGTG
GTGCCGGCGCGGCGTTCCACGATGCCGGGACGGCCCGGACCACGGCATCGTGGTGCCGGT
CCGCCGCAGGGCAGGGGGCGGGTGACGAGCCAGGGGAAGCGGTTTGCGTAGTTCAATCCG
GACCACACCCAGCGAGACGGAGCCCGGAGCGCGGATCCCGGTGGCGATACACGCACCGGA
CCCGATCTCCCGGGCAGGAGCCCTCAGCCA

>Streptomyces cattleya NRRL 8057 (scy):SCATT_p03630 response regulator (N)

CCGCATGCCGCCGGCCGCCGCGTGTTCGGCCACGGCTTCCAGCAGCGCGGTGCGGLLGGT
TCCGGTGGCGCCGCGGATCAGCACCAGGCGGCCCGATCCGGLGLCGGGLGLGGGLGGLLTC
GGTGGCCACCGAGGCCAGGGTCTCGCCGCGTTCCCGCAGCGGCAGCGGGCCGGACATCGT
TGCCTCCCATCGTGGACGTGTCGGTTCGGGTGTCGTGGTGCCGGTGCGGCCGATCTCGTG
GTGCCGGCGCGGCGTTCCACGATGCCGGGACGGCCCGGACCACGGCATCGTGGTGCCGGT
CCGCCGCAGGGCAGGGGGCGGGTGACGAGCCAGGGGAAGCGGTTTGCGTAGTTCAATCCG
GACCACACCCAGCGAGACGGAGCCCGGAGCGCGGATCCCGGTGGCGATACACGCACCGGA

CCCGATCTCCCGGGCAGGAGCCCTCAGCCA




>Streptomyces pratensis ATCC 33331 (sfa):Sfla 1792 LuxR family
transcriptional regulator (N)

CATGGGCCCGCAGGACCCGCATGCCCAGCCTCACCCCCAGTTCGGCGGCGGCTTCCAGCA
GGGCGCTGCGGCCCGTACCGGTGGGTGCGCGCAACAGGACCATCCGTCCGGACCCGGCCA
CGGCCCGGCCGGCCTCCGCGGCCAGCAGTTCCAGCGCGGACCCGCGTTCCAGCAGGLCCGA
CGGAGGCGGGGCCCCGGLLCGLCCGGLGGGCAGGGCGGTGGCTGACTCGCTAACGCCGTCA
TCAGGACGTGCCGCCGATCTCGTGGTCGGTCTCGTGGTGAGCCACGTTGTTCTCGTCCGG
TCCGCGCAGGAAGGATGGGAAAGGCAGGAACGGGTTGTCCCGTTGAGGCGTAACACGAGG
ACGTACAGGCATGGTTGTCCGAACTCCCGTCAGGATCCCCGTGGAGGTCCACGCGTCGGA
CCCGCTCTCCATGGACGGAGCGGTCAGCCA

>Streptomyces bingchenggensis (sbh):SBI_01903 response regulator (N)

CGCCGACCGGCCGACGCCCATCGCCCCGCCCGAGCCTGCCTGCGCGTTCCTGTGLGLGLC
ATGGTTTTTCGAGGATTTTCCTTAGCGTTTTCGCTGTATAGGTTGCCGGTGATATCGGAA
CGATAAAGGAGGATTTCGAACGCACGGTCGCCGACGTCGGCTACCGTATGATCACATCCG
GAGCCCCACAATCCGTTTCGCGGTGGACAGAGGGAGAACATTGCGCGCCTCTTTAGAGCC
GCCGAACCCACGGTCGGCGACGAGGGAATCCAGGCGCAGGATTTCCGTCGTTATCCACGC
GCAGGACCCGATCTCCCAAGAGGGGGCGATCGGCCAGCTGCGTCGGCACCCCGAACTCGC
CCTCGTCGACGAGTCGGACGCCCAGGTGGGAGACGTGGCAGTGCTGCTCACGGACTCCGT
CGACGAGACCACGCTCAACGGTCTGCGCAG

>Kitasatospora setae (ksk):KSE_67560 putative LuxR family transcriptional
regulator (N)

AGCGGTCCCCGGTAACGGACCGGTGCGCCGGGGCGGGTGCAATTCCACCGCCGGGGCCCG
ATCCCGCCCTCCGCCGCTCCGCCCGCATTCGATTCCGCCGCGCCGLCGGATCGLLCCCCGLC
GGGCCGGAATAAGAAAAATCCGCCCGCCCGCACGGGAACCGATGAGGTGCGTATGCGTCC
GTCAATCTTTTATTGACCGGAGGCGGATAGCGTGGCCCCCGGTGCACAGGTCCGLCCGGCC
CTCCGGCGGACACGGGAGCTCCCGCGGTGCCAGCCGGGCCGCAGGAGGAGGAGAGACGGC
GTCGTGTGCGGACGACGCCAGCCGACCGGTTCAAGACGGTGCGCCGCCGCCTGTGGGGEE
CGGCGGAGCCCCGTCGAGCGCAACGAAAGGAATCCACGCCGTGCTTCAGTACGCCGACGA

CGTCCGCGCGACGACGACCCGAACGATCCC




>Streptomyces albulus strain CK-15 (salu):DC74 7017 hypothetical protein
(N)

GGGGGTGTGCTCGGCTCGGCCGTGGACGTGCCGTGCCGGCGGGCGTGGAGCGCGCCGCAC
GTCCCGGGCCTGCGCTGTCCCGAATCAGCCGAAAGCGGAGGGCGAGGCGGGCGGGAAATC
CCCTGGGAGGCTTGCCGCTTTGCGGGGCGCGGAGAGGAACGGGGGAACGGATCGCGCCAG
TTGGACGTGAGTGACTTGACCATCTCTTGATCATTATCCGGAGTCCGGAGAGAATCACGT
CAGCATCGTCCCACCGCGTCGGCCTTACCAGAGGTGTGCCCTACCCCATTCCCGCCCCCA
CATTTCCTACTGGTTCACCGACGGTTTAGCCGACCGGAAAATCCTTGCCGCATCGGTTGT
TCCCGCGCTCACCCATGGCGTGGGACCTGTCAGGAAACCCATGCCAGTGAAGCGCATATC
CGTAACCGTCCACACGTCCGATCCGCTGAC

>Cellulomonas fimi (cfi):Celf_0185 LuxR family transcriptional regulator

(N)

CACGGCCGCGGACCGCGGGGGTGCGAACCGGACCGTCGCGGTCGTCGTCGTGCCCGGGTA
CAGGCCCTCGATGACCGCCGGCTCGACGGTCGTCCACGCCGCGGGCGCGCCCAGCACCTC
GATGCGGTAGCCCTCCACCACGTCCCCGGTGTTGCGGATCTGCAGCGGGACGACCGCCTC
GGTGCCGGGGCTGAGCTCCACGCGCGCCGAGTCCAGCTTCGCCGTCGTCGTCATGCTGCG
GACGCTAGGAGCGGCCACCCGCGCGCGGAACGACCGLCGGGCCCGGCCTTCCGGGCACCCG
CGCGTGCCCGTTGAGTCGTTGTTGACTGCACGATCAGTGCGCGGGAGCACGCTGGGCCCC
TCGCACCCGAGCGACGGGTGCCGGGACGCAGGGGGCGACCATGGAGAGGGTGTCGGTCTG

GGTCAGCGCACGTGACCCGATCTCGGAGGC

MerR putativo (sco5025)
>Streptomyces coelicolor (sco):SC05025 SCK15.27; transcriptional regulator

(N)

CATCGACGAAGGGCGGGCGGCGAGCGGGCGGACGGAGGCCCACAGGGTCGTCGTGTATCT
CCTCGCCGCCACCGGATCCGGTGCCGCTGAACGGCTTCGGAACGAGCTGGTCGCCGAAGG
CGTCGGGGCGGTGCCGGATCTCGGGGTCGCCGGAGACGCCCAGGCCGTTGCCGACGCCET
GCGGCGGTTGGCCGAGGCCGGGGCCGACACCGTGATCCTCCAGCCGACCGGGGACGAGCC

CGATCCGGAGGGGTTCGTCCGGTTCGCCGCCGAGCGGGTCCGGCCGCTGGTGGCCTGAGG




CTGGCCGGCGGTGGCCTCATGCCGTACGGGTTGCACCTTCCGTAGCGGCATGTGATCCGG
TGGACCTACGTCCCGATGCCGTGAGGAAGGGTCCCTGTCCATGCGTTCGTCCTTCATGCC
ACCCCGCCAGGTCAAGATCGGTGACGCGGC

>Streptomyces Llividans (slv):SLIV_13260 transcriptional regulator (N)

CATCGACGAAGGGCGGGCGGCGAGCGGGCGGACGGAGGCCCACAGGGTCGTCGTGTATCT
CCTCGCCGCCACCGGATCCGGTGCCGCTGAACGGCTTCGGAACGAGCTGGTCGCCGAAGG
CGTCGGGGCGGTGCCGGATCTCGGGGTCGCCGGAGACGCCCAGGCCGTTGCCGACGLCGT
GCGGCGGTTGGCCGAGGCCGGGGCCGACACCGTGATCCTCCAGCCGACCGGGGACGAGCC
CGATCCGGAGGGGTTCGTCCGGTTCGCCGCCGAGCGGGTCCGGCCGCTGGTGGCCTGAGG
CTGGCCGGCGGTGGCCTCATGCCGTACGGGTTGCACCTTCCGTAGCGGCATGTGATCCGG
TGGACCTACGTCCCGATGCCGTGAGGAAGGGTCCCTGTCCATGCGTTCGTCCTTCATGCC
ACCCCGCCAGGTCAAGATCGGTGACGCGGC

>Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei (nda):Ndas_4282 MerR family
transcriptional regulator (N)

CTCGGCGCCGACGTGGCCGCCCAGTGCCTGCGGCGCGGGCTCGTCGACGAGATCCTGGTG
TACGTCCTACCGGTGCTGCTCGGTGACGGTGTCCGCTTCACGCCCCCGGGCCTCGGCAGG
ATCGACCTGGAGCCCTTCGGCAACACCCAGTCGGGCGCCGTCACGACGCTGCGCTTCCGC
GTGCGGAAGTAGGCGCGGCTCTTCGACAGCCAGGCCCGTTTCCCGGTTCGGGTTCCCGTG
CGCGCCCCGCACGGTGGTGACCGAACGGCCCCGCGCTCGTCACGGAGGAGGGGCGTGTCT
CCCGGCACCGGCGCGGGCGGTGCGCGGGGTTGCACCTTCCGTAGCGGCATGTGGTCTGGT
GGACCCACGTCCCGGTCCCCTGAGGAAAGCCACCCTGCTCATGCCCCTGTCCTTCACGCC
GCCCCGCCGGGTCAAGATCGGCGACGLCGGC

>Streptomyces griseus subsp. griseus (sgr):SGR_2440 MerR family
transcriptional regulator (N)

CCGCCACGGCGCGGGCGGTCTCCTCCTCCCGCCCCGTGACGACGACAGCGGCCCLGCGAC
GGGCGAACAGTTCCGCGATGCCCCGCCCGATGCCCCGCGTCGCGCCCGTCACGACCACGG
ACCGCCGTCGCCAATCGGTCTCCGTCACCATCAGACTCCTCCGCACTCCGCGCCCCTGGT
TCGTGACCACACGTAGCCACCGTCGCGATGATCGACACGCTAGGTCACCGAGGGCGGATG

CGCCCCGAACCGTGGAACTCCGGCCGGATACCGCCTCCGTCGAGGCCGAGAACCGCGAGG




CGGGGGACAGGGCGCGGAACGGGGGCGCGGTTGCACCTTCCGTAGCGGCATGTGGTCCGG
TGGAGCCACGCCCCGGTCCCTGGAGAAGAGGTCCCCGCCCATGAGTCCGTCCTTCGTGCC
ACCCCGCCGGATCAAGATCGGTGACGCGGC

>Nocardiopsis alba ATCC BAA-2165 (nal):Be@O5_4927 merR regulatory family
protein (N)

GCTTCGAGGGCTCGGGGGAAGGGTCCTGGGGCGGGGGGTCATCCCCGCGTGCGCGGGGAG
CAGGGTGGCGCAGGCGGCCACTCCGGGCCAGTGGCGGGGTCATCCCCGCGTGCGCGGGGA
GCAGTTTTTCGCCGGCTTGATCTCATCCTCGAAGTAGGGGTCATCCCCGCGTGCGCGGGG
AGCAGCCGGGCGACGCCGAGGCGGTGTGGACCCGCCATTTTTGCAAGTTGTCGAGAAACA
GACAAAACCGACACCCCTCAATCACCCACCCGACGCCACTCCCCCGCCAGCCTAGAGCGC
CTGGAATCGGCACGGGGCGGTGTGTACGAGGTTGCACCTTCCGTAACGGCATGTGGTCCA
GTGGACTCACGTCCCGATCCCCTGAGGAAAGGCCCCGCTCATGCACTCGTCCTTCAAACC
ACCCCACCAGGTCAAGATCGGTGACGCGGC

>Kineococcus radiotolerans (kra):Krad_2417 MerR family transcriptional
regulator (N)

CCACCTGCTGACCTGCCGTGATGGTGGCGGGGTCAGCGACGAAGGAGCCGTGGTTGACCA
GTGAGTCCAGCACCCCGAAGGCAGCGCCGGCGAGCAGGCAGCTGAGCAGTCGGGGGACCT
TTCGCACGAGACCACCGTAGGGATCACCGACCAGGTCCGCGGCGAAAACGACGTCACGGT
CATCCCGCGGTGCGCGAGCCCTTGACCGATCCGATCCAGCCGGGCCAGCGCCGGATCCAG
CCGGGCCAGCGCCGCCTAGCCTCACGAGCGATGCGCCGGGACGATCATCACCGTGACGCG
TGCGGGGCCGAGTGCCGGGCGCAGTGCTGGAACTTGCACCTTCCGCAGCGTCACGTGGTC
GGGTGGACCACGTCCCGCCCCCCAGAGGAAGGCCCCGCTCGTGCACTCGTCTTTCACCCC
GCCGCGTCGGGTCAAGATCGGTGACGCGGC

>Sanguibacter keddieii (ske):Sked 20960 transcriptional regulator (N)
ACTACCGCTCCGACTGGGAGTGGACCGACGCGAGCCTCACCGAGGGTGTCGCCCGCTTCG
AGACGTGGCGCTCGGCGGTCTCCGGCAACGGCGGACCCGACGCCGACGCGACCCTCGCCG
AGGTCCGTGCAGCCCTCGCCGACGACCTCGACGCGCCCCGETGLCGCTGGCCGCCGTCGACC
GGTGGGCCGAGCTCTCGCTCGCCGGCACGGAGAAGCCGGTCGAGGGAGCGCCGGGTGTCG

TCTCGCGTGCCGTCAACGCGCTGCTGGGCGTGCGCCTGTAGGACGGACGCCGAGCAGGAC




GGGCCACCGGGCAGGTGCGCTGACGCCGAAGGCTTGCAGGTCACGTAGCGTCATGTGATC
CGGTGGACTCACTCCAGTCCCCCTGAGGAAGGTCCCGCCCATGCTCTCGTCCATCACGTC

GCCGCGACAGGTCAAGATCGGTGACGCCGC

>Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (cmi):CMM_0115

hypothetical protein (N)
GCGTCGGGCCTCGTCGACGGCGACCGGGATCCGGCCGGTGCGCGCTGGCTCTCCCAGCAG
CTCGCGTCGCAGCTCGGCCGCGGCGACCGCGACACGCAGGCGAGCCTCGLCGCGGGLCTTC
GCGAGCGTCGGCCGGGCGGCGCTGCCGGTCCTCGAGCGGTCGLCGGLCGLCGLGGLCGGALCGLC
CGGGTGCGGATCCACGCGCTCGCCGTGATCGCCCTGCACGACGACCCCGACCTCCGLTTC
GACGAGGCCGTCGACGAGGCGAGGCGCAGCTCCTTCGGCGCGCACCTCGCLCCGGLGGRLCG
GGCTTGCACCTCCCGTAGCGTCATGTGATCGGGTGGTCCCATGACCCACCCCGCCGAGAC
CCACCCCGCCGAGACCCACCCGACCGAGGGCGACCCCGTCGTGACCGCCACCCCGATCCC
CATGCCGACCCCGCCGCGTCGGGTCCGGAT

>Streptomyces albidoflavus strain 31074 (salb):XNR_2408
transcriptional regulator (N)

GACCCTCACCCTGGACCGGGCCTTCCGGCGCGCCGCGCTGGTCGACAAGCTCCCGGTCGA
CCAGATCGTACGGGCGCTCTCCGCCAACCCCGCCCGCCTGCTCGGGCTCGACCACCGCAT
CGGCTCGCTGGAGCCCGGCAAGGACGCCGACCTCGTCGTTCTCGACGAGGGGTTCGAGGT
CAAGGGGGTTCTGCGCCACGGGGACTGGGTTGTTGCCCCGCAGGTGGCTGCTGCTGCCTG
ATCCGGTGGGGTGGGGCTGCGCGGGCGGCGGCTGAGGGGCTGCGCGGCCTGAGCCTGCGC
GCCCGAGCTTCTTCACCCACGGCGCCTGGACGGGCTTGTTGCACATGCCGTAGCGGCATG
TGGTGGGGTCGGGGCACCAGCACGAAAGGCTCCGTCTGCGATGTACCCCTCCCTCACGCC
TCCCCGGCAGGTCAAGATCGGTGATGCCGC

>Actinoplanes  missouriensis (ams) :AMIS 44640  putative
transcriptional regulator (N)

GCGGGTCTTCGGCGTGCGGCGGGAAGGAACCCGGCTGGTGCTGCTGACGGTGGCGGCGGT
CGCGGCGGCGGTGAGCGTCGTGGCGGTCGGCGTGGTCGGCTTCGTCGGCCTGGTCGCCCC
GCACATCGCCCGCGGCCTGGTCGGCGTCCAGCACCGGCGGATCGTCCCGGTCGCGATGCT

GCTGGGCGGGCTGCTCGTCTGCGTCGCCGACACGCTGGGCCGTACCCTGATCGCGCCGTC

MerR-family

MerR-family
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CCAGATCCCGGCCGGTCTGATGATGGCGCTGATCGGCGCCCCCTATTTCGTCTGGCTGCT
GCGCCGCTCCCGGGTCTGATCACCCGAGAGGCGGCGACGTTGCACCTGCCGTAGCGGCAT
GTGGTCTCCTCGAGGCACCCCAGCACGGAAGGCTCCGCCTGTGACCTACTCCCCCGTCAT
GCCGCCCCGGCAGGTTCAGATCGGTGACGC

>Streptomyces scabiei (scb):SCAB_62741 transcriptional regulator (N)

AAGTGCATTCCGCACGGGCAACGTGGTCATGCCCCGCAGAGCGATGCAGGTTTGCCGGAC
CCCTGGCTGCCCTCCGGGGCGCTGCAAGGCATGCCAGGGCCGGGCCCAGCGCGCACGTCC
CACAGCAGCCTCGAAGGGCCACCTGAGAACCCATCGGCTCTCTGGCCGTCGACAGCAACA
CCATCTACAACTGCGCCTCGCACGGCGTGACCGTCTTGACCGACACCAACGTCGACAGCG
ACATCGTCCGCGAGCCCGGCGGCAACGGCATCCTCGACCGGGGCGGCACCTTCCTCCAAC
TCCGCAACTACGTGCGCTCGGCTGGCCGCACCACGACAACACCTTCTACGGCGTGCGCAC
CTCGACCGTCGCGGATCCGCTCAACCTGTCCGAGAACAAGGTGAGGTCGCACAGCTCCGG

GAACGAGGCCGCCTACGCGCTGTCCATCGC

SARP putativo (sco6288)
>Streptomyces coelicolor (sco):SC06288 SC1G7.14, SCBAC8D1.01; regulatory
protein (N)

GTCCTGGTCGGGGACCAGGACCCCGTCGTTCCCGTGGCGGCGGCCGCCGCGTGGCGCGAG
CACACCACCGCCGGATCCGACCTGAGGGTGTTGCCGGGCGGTCACTTCTATCTCGACCAG
AGCGTGCCGGAGGTCGCCGGTATCGTCCGGTCCGCACTGCGCGCCACGGCCGTACCCGGC
CCCGGGTGGCGGGCGTTGCTTCATGGTGAGTCCCCAGTGGGTACTCCTGGCCCACAATGA
AACGGACCGCTCGGTCTCTTCTCTCGACTCCGCGGTCCCGCCACCCGGCGGCCGGTGAGT
CCCGCGTTCCGCGGCGGCCGGATCTCCGTGTACGTACGACATCCGCGGCACGGCAAACCG
TGTGCCGGGACAGGAGTGTGAGGCAGTGCGGTTCAATCTCATGGGCCCGTTCGAGATCGT
CGGCGACGACGGCAGGGTGCACCTGCCCAC

>Streptomyces Llividans (slv):SLIV_06705 regulatory protein (N)
GCCGTCCCGGTCACCGTCCTGGTCGGGGACCAGGACCCCGTCGTTCCCGTGGCGGCGGCLC
GCCGCGTGGCGCGAGCACACCACCGCCGGATCCGACCTGAGGGTGTTGCCGGGCGGTCAC

TTCTATCTCGACCAGAGCGTGCCGGAGGTCGCCGGTATCGTCCGGTCCGCACTGCGCGCC
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ACGGCCGTACCCGGCCCCGGGTGGCGGGCGTTGCTTCATGGTGAGTCCCCAGTGGGTACT
CCTGGCCCACAATGAAACGGACCGCTCGGTCTCTTCTCTCGACTCCGCGGTCCCGCCACC
CGGCGGCCGGTGAGTCCCGCGTTCCGCGGCGGCCGGATCTCCGTGTACGTACGACATCCG
CGGCACGGCAAACCGTGTGCCGGGACAGGAGTGTGAGGCAGTGCGGTTCAATCTCATGGG
CCCGTTCGAGATCGTCGGCGACGACGGCAG

>Streptomyces griseus subsp. griseus (sgr):SGR_6385 SARP family pathway
specific regulatory protein (N)

GTCGCGGCGGACATGCGGCTGTGGCTCACCACCGCCGACCCGCCGCCGCTGCCGACCCTG
TTGCGGCTGGCCCGGCTCTCCTCGGTGGTGGCCCGCGATTTCGACGCCATCTCGGAAGGC
GTCGGGATGACGGACTTCGTGGGGCGGTCGTTCCCGGGCTGGCACCGTCACATCACGCTC
TCGTCCGTCGCCCATCTCGTCGCCGTGCAGGTGCGGGGCGAGGTGAACCGGTCTTCCCCG
AAGGCCGCTGGGTGAGGTGGACCACAACTACCAACCTACTGTCCGGTAACATGACACTCT
CGCCTCCGGACGTGATGGTCGAAGGGCGTCCGCTCCTTAGTGTCTGGACCGACACAGCCA
GTATCGCGGGCGCGTGGGCGCCGGAACGGGAGCGTGGGTAGTGCGGTTCAACCTCATCGG
ACCCTTCGGGATCGTCACCGACAGCGGCCG

>Nocardiopsis alba ATCC BAA-2165 (nal):Bee5 4304 transcriptional
regulator, SARP family protein (N)

GCCCTCGAGCCTTCGGGCAGGTGGGGCATGGTCCTCACATGGCAGCTTGGTGCCATTGCA
GGAGTAGGCCAGTCGATCGTGCTGACAGTCGACTCGTGAACGTCGATGATGGAAATCAGA
TCGGCGGTTCGGAAAGCGCCCTCACCGGATCCGAAGCCGCGCGATGAACCCCAGAAGTCG
CAGAATCATCTTCGATGCCGTGGACTCCTCGGCTCACGAAAAAGGGAAGAGACCTTCATG
GGCAAGATCACGAACTTCTTCTGTGTCGTCGGTATCACCGCCGCCTGTGTTCTCGTGGAT
GGTGGACCGATCGTCGAGCGGAATTCCACCGGGGTCCTGGCCGGAGAGGGTTATTCCTGC
GAGGAGTGCGGCGCCGGTTGGCAGTGACCTGAAAGGGTCGATGGAGAGGGGAGGGCGTCC
CTATGGGGCTCCCGTCCCCCTTTTTCCCGG

>Frankia 1inefficax strain Eullc (fri):FraEullc_1323 SARP family
transcriptional regulator (N)

GCCACCGGGAGCCGAGCCGGLCGLGGLCGGLGRACCGELLLLGLGGGLLCCGLGGGCTCGACAC

ACCCTGCGCCCGCGAGCTCGGTTCCAGCCACGTGCCGCTTCCTTGCTTCTACGTACAGTT




ACCGGTCGACAATCGGCGCGCCCCGACCGGTTGAACCGATCCGCGACCACGTTGCTCACC
CGTTCAGGAGGTACGTGAAAGCCAGTAGGAATATCAGGAGTGGTAATCCCGTTCGCCTGC
CGGGGGCCGCGACGCCGCCCGCCGCCGAGCTGGGCAAACAAACCGGACLCLCGLGGLGLLAC
CGGCACGAGCGGTGCGCCGCCTGCGGGTCCACCTGGATCGTATGACCGGCCGACCGACTC
TTTCGAGTTAGACTCGTCACAACGACGGCCGGGCGGCCATATGATCATCCGAAAGCCGCA
GGCGGCGCGCCGCGTGAGCCGCTTCAGAAT

>Streptomyces sp. SirexAA-E (ssx):SACTE_5209 SARP family transcriptional
regulator (N)

CCTGCCCACCCGCGTGCCGACGTGGAGGGTGCGGTCGGCAGGAACCTCACCGACGGTCTC
CCGGCCGGCCGCGAGCAGGTCCCAGTACGCCTCGGGGGAGTTCGCGCCCGGTAGGCGGCA
CGACAGACCGACCACCGCGACGATGTCCTGACCACTCGTTTTCACGAAGTTCTCTGCCAT
GACAGCGGAATCTCACTCTGCTCTCGGAGGGCGGGCTCGGCCGGTGCGGCCGCTCGCAAA
CCTCTCGGCCGCTGCAATGCGACGAAGGTTGTAGAGAGCACGATCCGACTCGGTCACCGG
GGCGGGACCTTCGCCCCGCAGCATTGCCTGTCACACAAAGGGATCGGCAGAGTCTGGTTC
GAGGCCCGATCCGACGTTCACCGTGTGGAGGCATTCGTCCGTGTTGCAATTCCAGGTACT
CGGCCGCCTAACCGTCACCAACGATCTGGG

>Streptomyces avermitilis (sma):SAV_2369 regulatory protein (N)

CTGGCCACCCGGGTGCCGACGTGGACGGCGCGGTCCGCGGGAACCCCACCGACGGLCTCC
CGGCCGGCCGCGAGCAGCTCCCAGTACGCCTCGGGCGAGCTCGCGCCCGGAAGGCGGCAC
GACAGACCGACCACCGCGACGACGTCCTGACCACTCGTTTTCACGAAGTTCTCTGTCATG
ACAGCGGAATCTCACTCTGCTCTCGGGAAGGGTGGGCTCGGCCGGTGCCGCCGCTCGCAA
ACCTCTCGTCCCGGCAATGCGACGAAGGTTGTAGAGGACACGATCCGACTCGGTCACCGG
GGTGGGACCTTCGCCTCGCAGCATTGCCTGCCCGGCAAAGGGATCGGCAGAGTCTGGGTC
GAGGCCCGACCCGACGTTCACTGTGTGGAGGCATTAGCCCGTGTTGCGATTCCAGGCACT
CGGCCGCCTAACCGTCACCAACGACCTGGG

>Amycolatopsis keratiniphila strain HCCB10007 (aoi):AORI_1829 SARP family
transcriptional regulator (N)

GAGGTCACGGGTGCCGTCGAGCAGGGCCGCCACCGACGCGACCTGTGCGCCGCGGATGGC

GATGACCCCCTGTTCGGAGAACAGGTAGGCACCGTTGCCCTCGCTGATCTCCGCACGCAG




ATGCCGCTTGAATCCCAGTCCGCCGATCGAGGTGGGTGTGGTCGATGCCTCGCGCATGAT
GACCCCCAGTAGGTCGGTTCGATTCTCGAATCCTGCTGTGTGGGGCCGGTGAGCGGCCAG
TGTGCGATTCACGCGTCGGATGTGAAAAACCCATGTTCTTCCGGGAGACACGCATGCGGG
CCCTGGTGGACGGCTCACTGGCCCGGCGACCGGCCGCTCTGTCACTGTCGAAGCACTGGG
ATTCAGGTCACGACGCGTATCGAGCTGGAGGGCGCTTGCGATGTACACCGGATCACGAGT
AGCGGACAAGCACCACGGCTCGGCACCCAA

>Amycolatopsis japonica strain MG417-CF17 (aja):AJAP_30315
transcriptional regulator (N)

GACAGGAGCCCGTCGAGGTCACGGGTGCCGTCGAGCAGGGCGGCCACCGACGCGACCTGC
GCGCCGCGGATCGCGATCACCCCCTGTTCGGAGAACAGGTAGGCACCGTTGCCCTCACTG
ATCTCCGCACGCAGATGCCGTTTGAATCCCAGTCCGCCGAACGAGGTGGGCGTGGACGAT
GCCTCGCGCATGATGACCCCCAGTAGGTCGGTTCGATTCTCGAATCTTGCTGCGCGGGGC
CGGGTAGCGGCCAGTGTGCGATTCATGCGTCGGACGTGAAAAACCCATGTCCTTCCGGGA
GACACGCATGCGGGCCCTGGTGGACGGCTCACTGGCCCGGTGACCGGCCGCTCTGTCACT
GTCGAAGGCACGACGCGTATCGAGCTGGAGGGCGCTTGCGATGTACACCGGATCACGAGT

AGCGGACAAGCACCACGGCTCGGCACCCAA

SARP family

>Verrucosispora maris (vma):VAB18032_18150 SARP family transcriptional

regulator (N)

GTGTCCGTGATTTGGCGGGCGGGCGGCACTCGCCGATCGCGTGACCGGCCTGCTCCGLCG
AGTCCGCTCGCACCACGATCTCGCCCGTCACGCCGCACGATCGGGCACCTCGCTGATCAT
GCTGGCCCCACCCGGACCGAGCCGGCGTTACCCGACCGGCAGCCTCGCGGCGGCGATCAC
CGGCGCCGGCAGTGGATCGAGGCTGAGATCCGGTCAGTTCGGGCATTCCGGCGGCAGATC
GGGTTACTCCGAAGGGGGTATGGCGTCCACCCCTTCCGGCCAAAATTGTTTCCCGCAATC
GACGACATAGTCGTTGCTTAATATCCTCAACGTGCGGCACACACTATCCGGCGCACCGCT
GATGTCGCAATTCACAATGTTCACAAATCGGGGGTGACAAGTGCTCCACTACCGCCTTCT

CGGTCCGCTCGAGGTCGACGTCGACGGCAC

>Kitasatospora setae (ksk):KSE 27490 putative AfsR family transcriptional

regulator (N)

GCCCGAACTCGGCCAGGACCTCGGCGGGTTCCTCCAGGTAGCGCAGGCGGAGACCGGGCT




CCAGGTGGGTCCGAACGACGAGTTCGGCGAAACGCCAGTCGGACTCCAGGTGCCGGGTGG
ACGGTATCGGACGCGGGACGGTGGCGAGCACGGACGTTCTCCTTGGGATGGGGACTTGCT
GACCGGAGGACAGGTGTTCGTACGGGAGGGAATCCTCCGTGACGCCCACCCGGTCGGAAC
AGTGGTTCCCTCACGCCTTGCGCGTGAATATCTCATGTGCCCGGCGTTCCGGATTCCCGC
CCGAATCCGTGAGGATCTCACTGTTGTCGGGACGGGTCCGCGTGCCAAGCTCCAGGGAAC
CCATCCGTCCGCCCGCCACTGGAGAGGAGGCGGATCAACCGTGCAGATCAGTCTTCTGGG

ACCGTTCACCGCTGAGCACCTGGGAAGCCC

MerR putativo (sco7530)
>Streptomyces coelicolor (sco):SC07530 SC8G12.06c; regulatory protein;

K@1090 protein phosphatase [EC:3.1.3.16] (N)
CGCCGCTGCGCCGGCTCGGCACGGTCTCCTACAGTCTGTATCTCTGGCACTGGCCCGTGT
ACCTGCTGCTGAGCGAGGAACGGCTCGGCCGCGAGGGGGCTCCCCGCACGGLCGGRTGLTGC
TCGCCGTGTCGGTGGCGCTCGCCGTGCTCTCCAAGGTCCTGGTGGAGGACCCGGTCCGGT
TCCGGGCCCGCTGGGCGAAGGGCCGCACCGGGGCGGTCGCCCTCGTCGCCGCCTTCGLCG
CGCTGGCCGCGCTGTGGACGGCGGTCCCCCAGCCGCGAACCGGGGAGGGCTCGGTCGACG
TCACACGTCTCGGGCCGGGCGGCGGTTGACCTTCACCTCGGGGCAGGCCGCAGCATCGGT
GTCACCGGGCGACGCGCCCGGTACGAGGAGGAGTGGGCACGTGGACGTGGAGTTGCTGAC
CATAGGGGCGTTCGCGAAGGCGACCCGGCT

>Streptomyces Llividans (slv):SLIV_01660 regulatory protein (N)
CGCCGCTGCGCCGGCTCGGCACGGTCTCCTACAGTCTGTATCTCTGGCACTGGCCCGTGT
ACCTGCTGCTGAGCGAGGAACGGCTCGGCCTCGAGGGGGCTCCCCGCACGGCGGTGLTGC
TCGCCGTGTCGGTGGCGCTCGCCGTGCTCTCCAAGGTCCTGGTGGAGGACCCGGTCCGGT
TCCGGGCCCGCTGGGCGAAGGGCCGCACCGGGGCGGTCGCCCTCGTCGCCGCCTTCGCCG
CGCTGGCCGCGCTGTGGACGGCGGTCCCCCAGCCGCGAACCGGGGAGGGCTCGGTCGACG
TCACACGTCTCGGGCCGGGCGGCGGTTGACCTTCACCTCGGGGCAGGCCGCAGCATCGGT
GTCACCGGGCGACGCGCCCGGTACGAGGAGGAGTGGGCACGTGGACGTGGAGTTGCTGAC
CATAGGGGCGTTCGCGAAGGCGACCCGGCT

>Streptomyces rapamycinicus (src):M271_ 44105 regulatory protein (N)

100



CAGCCGCGACCGCGCACTGGACGCAGCCACCCGCCGGCTCGCGAAGCACLCLCLCGACTGLCC

ATGACGCGCCCTGGTCGCCGAAGGGGAGAAGGTGGCGGGCTCGCACCCGGCCGGGAAGCT

GGGCGCGGCCGTCCTGTGCGCCACCACGAACCGGAGCTGACGGACTTCTACGCCGGGCTC

GGCTTCACCCGCCGTGAGTACGCACGCTCCCTCTTCGCGGACCCAGGGCAGAGCGCCATG

GCCCCGCTGGGCCCCAAGGCCCAGGCCGAACGAGCCCAGGCCGGCTGAGTGGGAGAACCA

TCGGACGGGGCCGAGCAGAAAACTTGGTTGACCTTCACCTTGGGGGAGCCCACAGCATCA

GTGGAGCCGGGCGACGCGCTCGGCATGAGGAGGAACGAGCATGGGGTTACTGACCATCGG

GGCGTTCGCGAAGGCGTCCCGGCTGTCGCC

>Streptomyces bingchenggensis (sbh):SBI_05075 regulatory protein (N)

GCGCTGCTCGAGGGCTACGAACTGATCGGCGTCGGCGGGCCGGGCGCCGCACACTCCGCC

GAGGAGCTGACAGCGGCCAACGACCGCGACCGGCCGGGCGGAATGGTCGCCGCGCACGAG

GAGTTCGAGCACGGCATCACGGAGTACGCGGTGCCGGTGAGGGACGGCGAGGGCCGGATC

TGCGCGGCGCTCGCCGTCCTCGGCAGACTGACGGACCTCAGGCCGGGGGAAGAGGCGATC

CGCGCCGATCTGACTGCTGCGGCCGTCGCTCTCGGGCGGCTCGTCGACACGGGCGCGCCA

TAGCCGACGGGCGGCGTCGGGCGGGCGTTGACCTTGACCTTGGGGGAGGCCCCAGCATCG

GGGGACCGGGGGAAGGTGCCCGGGACGAGGAGGGGCGGACATGGGTCTGCTGACCATCGG

GGCGTTCGCGAAGGCGTCCCGGCTGTCGCC

>Streptomyces avermitilis (sma):SAV_5727 prpH; magnesium or manganese-
dependent protein phosphatase; K01090 protein phosphatase [EC:3.1.3.16]

(N)

TGGCGAGGCGGGTGAGCTGTCCGCACCGCTCGGCCCAGGCCACGAACTCCGLCCGLLCGLC
AGCTGTAGTCCCACGTGGAGCGGATCACCACGAGGTCGTACGAGCCCCAGTCGGCGTCCG
GATCGTCCCAGTACCGGGACGCCGCGTCGGCCCCGGCCGCCCGCAAGGCCTCGACCAGCA
CCGGGAGGTCGCGGTCCGCGCTGGTCTCGCCCTCGTCGGGCCGGTAGGTGACGAGCGCGA
TACGGGCCACGTCGGACTCTCCTCTTCGTACGTCGGATGCCGCCGCAGGCTAACAAGCGG
CCGCGCAACCGGCGCAACCCATTTGACCTTCCCCTTCGGTGAAGCCCCAGCATCGGTGGC
GGAACGAGGACCGAGGAACGAGACCACGGGGGAAGCGGGAATGCTCACGATCGGAGCCTT

CGCGAAGGCGTGCCGGCTCTCGCCGAAGGC
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>Streptomyces violaceusniger (svl):Strvi_4273 Ser/Thr phosphatase (N)

GCCCCGGATGAAGACCTGCACCCGGTCGTCGGCGAACGCGACCGGGGCGGGCTCGGAGTG
GATGCCGCCCTGCAGGTTGATCCAGGTGCCCCAGACGGTGCCGGGGGTGGTGGAAACGGT
CATGAGAGGACCTCCCTCTTCTCGTGAAGCCACGAGACTGCGGATACACCGTCAATTCCC
GGGTAAAGCATGGCGGATACCCGAAGAGAGGAAGATGTATGGATATGACCGATTGATTAT
TACGAGGGAGCGATATCGGATTAAATGCGCTCGCTTGCTGTGGAGATTCGTCGCGCGAGA
GGAGAGATGTTGATCGCGGACCCACCGTTGACCTTCCCCGAAGGGGAAGCCTGAGCATCG
TGGTCGCCGGGCGAGGTGCCCGGCCGCGAGGAGGGCGAACATGGGGCTGCTGACCATCGG
TGCGTTCGCGAGGGCGTCGCGGCTGTCCCC

>Streptomyces scabiei (scb):SCAB_63541 regulatory protein (N)
CCGCCTCCGCGGCCACCTCCCGCGCTCCCCCGTTCATCCAGCTCACCGCCGCGAATCCGG
CGACACCGAGGACCGTCACGACCCCGAGGCCGCCCCACAGGGLLCCLTCTCCCCCGGGAGLG
CGGGGGCCTTGCGCCTGCGCCCCGGGCCTCCGCCLCCTGCCCTGGLCCCTTGCLTCGGLCCC
TGCCCTTGCCCCGGCCTGCGGCCGTTCCCTCGGGTGAGCCTTGAGCGGTGACACGCGGCG
AGCCGCCGCGACGCGTACGAGCGCCGGAAGGTGTTCCTTTGTGCGCGGTCATGTTCCTTC
AGAGTGTGATCAGTATGTGATCGGATGTGGCCGAGTCAGTCACGAAAAGATAACGGATGA
TCGGCGCGGTTCCGCACACCCCGCTTGACCTTCCCCTTCGGTGAAGCCCCAGCATCGATC

GCGGAACGAGGAACCGCCGGGCCGCAAGGC

>Streptomyces collinus (sci):B446_12640 magnesium or manganese-dependent

protein phosphatase (N)

CCAGCGCACGACGGCGGCCGGATTGGCCAGCCGGGTCATGGCGCCGACCCGCTCCACCCA
CGCCCCGAACTCCCGGGCCCGCCAGCTGTAGTCCCAGGTCGAGCGGATGAGGACGAGGTC
GTAGCCGCCCCAGTCCGCCCGGGGGTCGTCCCAGTGCCGCGCCTCGGCGTCGGLLCCGGC
CGCCCGCAGCGCCTCGACCAGCACCGGGAGGTCCCTGTCCTTGCCGGGCTCGGTGCCGGG
GTCGTAGGTGGCGAGGGCTATGCGGGGCACGTCGGACTCCCTTGCGTACGGCGGTTCGAT
CACCGGGGAGGCTAACAACCGGCCGGGGAACCGGGACAGCGCGTTTGACCTTCACCTTCG
GGGAAGCCCCAGCATCGGTGGTGGACGACGAGAGCGCGAGGTGCTCATGGAGTTGCTGAC

GATCGGCGCCTTCGCCAAGGCGAGCCGGCT
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>Streptomyces hygroscopicus subsp. Limoneus strain

(sho) :SHJGH_3678 magnesium or manganese-dependent protein phosphatase (N)

CCGCTTGTCGGCGTTCCAGCGCACCACCGGGGCCGGGTTGGCGAGCCGGGTCAGLCGCGCC
GACCCGGTCCACCCAGGCGGCGAACTCCGTGGCCCGCCAGCTGTAGTCCCAGGTCGAGCG
GATGACGACGAGGTCGTAGCCGCCCCAGTCCACCGCCGGGTCGTCCCAGTAGCGGGCCTC
CGCCCCGGCACCGGCGTCCGTGAGCGCCCGCACCAGCGCCGGCAGGTCCGLCGTCCCTGCT
CGGTCCGGCTCCGGGGTCGTAGGTGGCGAGGGCTATGCGGGGCACGGCGGACTCCCTGTC
GTACGCGGGTTCGACGGTCGGTGCGGCTGTGAGGCTAACAAGCGCCGGGGGAACCGGGAC
AGCCCCGTTGACCTTCCCCTTCGGTCAGGCCCCAGCATCGGTGGCGGACGACGAGACGCG

CGAGGTGCGCATGGAACTGCTGACCATCGG

>Streptomyces hygroscopicus subsp. jinggangensis (shy):SHJG_3913 magnesium

or manganese-dependent protein phosphatase (N)

CCGCTTGTCGGCGTTCCAGCGCACCACCGGGGCCGGGTTGGCGAGCCGGGTCAGCGCGCC
GACCCGGTCCACCCAGGCGGCGAACTCCGTGGCCCGCCAGCTGTAGTCCCAGGTCGAGCG
GATGACGACGAGGTCGTAGCCGCCCCAGTCCACCGCCGGGTCGTCCCAGTAGCGGGCCTC
CGCCCCGGCACCGGCGTCCGTGAGCGCCCGCACCAGCGCCGGCAGGTCCGLCGTCCCTGLT
CGGTCCGGCTCCGGGGTCGTAGGTGGCGAGGGCTATGCGGGGCACGGCGGACTCCCTGTC
GTACGCGGGTTCGACGGTCGGTGCGGCTGTGAGGCTAACAAGCGCCGGGGGAACCGGGAC
AGCCCCGTTGACCTTCCCCTTCGGTCAGGCCCCAGCATCGGTGGCGGACGACGAGACGCG

CGAGGTGCGCATGGAACTGCTGACCATCGG

>Saccharothrix espanaensis (sesp):BN6_40700 Protein phosphatase (N)

GCTCTACGCCCCGGTGATCAGCCCCACGCTGGAGATCGGCGTGGCGGCCCTCGTCTCGGC
CGCCCGCACCTGGCTGCCGGTGACCGCCGGCTAGGGTGGGCGGCATGGGGGAACGAGAGA
TCCAGGAAATCCGGATCGGCGTCTACGCCACCGAGGAACAGGCCCGGGAGCTGGTCGAGC
GGTTCATGCTCGTGCTCTGCCCGGACCCGGAGCACGCCGGGCCGTGCCCGGTGCCGTGGA
GCATCGGGCTCGCACCCGGCGAGGCGCTGACCGACGACCCGTACCCGGGGLCTGGTCGAGC
AGTTCCGGATCGAGCACGGCGAGGGTTGACCTTCACCCCGGGGCAAGCCGCACGGTGGTG
GCAGCCGGGCGTGGCGCCCGGTCGGGGAAGGGGTGGGGGAGTGGAACTGCTCACCATCGG

CGAGTTCGCGCGGGCGTCACGGCTCTCGCC
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MerR putativo (sco7698)

>Streptomyces coelicolor (sco):5C07698 SC1A4.06c¢; MerR

transcriptional regulator (N)

GGGCAGCATGCGCAGCAGCCAGCGGGAGGTGATCTCCTGCATCTGCGGGACGGACTTGGT
GGTGCTGGCGAGGTTGCGGGCAGCCGCGGTACCCAGGGACTGCTGCGGCGTCTCGGGTGG
GGTCTGAGCTTCCGGGATGCTGTCGACGGACATCGGGAGGCCTTCTCCTTGCACGACGGG
GAGACCGGCGCACACGGCTGCGCCGACGGGAGGTCGGGAGGGGGTGGACAACGAGCCGGA
GGGATCACGTGAATCCGTCCGCCTTCAGAAAGCTAGCTGGTGGAACGGCCGCATCCACCA
AGGTGCCGGGAGGCTTACCCCGAAGCAGTGACAATCGGTCGAATGCGGTTTATCGGCCCG
TCGGTCGAGATTGCTCTGCGAGAGAGGTCTGGACCCTCACGTGGCGTCAGGCGGCATAGT

CGGGGCCGTGGAGGATCACTGGACCGTGGG

>Streptomyces Lividans (slv):SLIV_00810 MerR family transcriptional

regulator (N)

GGGCAGCATGCGCAGCAGCCAGCGGGAGGTGATCTCCTGCATCTGCGGGACGGACTTGGT
GGTGCTGGCGAGGTTGCGGGCAGCCGCGGTACCCAGGGACTGCTGCGGCGTCTCGGGTGG
GGTCTGAGCTTCCGGGATGCTGTCGACGGACATCGGGATGCCTTCTCCTTGCACGACGGG
GAGACCGGCGCACACGGCTGCGCCGACGGGAGGTCGGGAGGGGGTGGACAACGAGCCGGA
GGGATCACGTGAATCCGTCCGCCTTCAGAAAGCTAGCTGGTGGAACGGCCGCATCCACCA
AGGTGCCGGGAGGCTTACCCCGAAGCAGTGACAATCGGTCGAATGCGGTTTATCGGCCCG
TCGGTCGAGATTGCTCTGCGAGAGAGGTCTGGACCCTCACGTGGCGTCAGGCGGCATAGT

CGGGGCCGTGGAGGATCACTGGACCGTGGG

>Streptomyces violaceusniger (svl):Strvi_ 3355 MerR family transcriptional

regulator (N)

CCATCGGCGACTGACGTGAGGGCGTGGTGAGTACCGGGATGCTCACCGGGCTGGATGCGG
CCGAGCGCCGGGCACTGTTCGCTCACGAGCACGCGCATCTGGCCCGCCGCCGCCACCATC
GGTTCCTGCTCACCGTGCAGCTCGCGGCGCGGGCCAACCCGCGACTTCGGGAGTCGTTTT
GGAGCGGGCATCGTGATCAATATCAGTGACTTTTGGGTTCTGGCACAGATCTTGGGGAGT
GGTCGCGGAGGGTTACTGAAGCAGGATCATCTTGCGGAGCAGTTCGAATCCGGCGCACCC

GTAGGGCTCTTGAGCAGGGCCCTTGAGTAGGGCTCTTGACCCTCACGTCACGTCAGGCTG

104



CATAGTCGGTGCCGTGGAAGATCACTGGACTGTGGGACGCGTGGCCGAGCTGGCCGGLGT

GAGTGTCCGCACGCTGCATCACTATGACGA

>Streptomyces davawensis strain JCM (sdv):BN159_0549 transcriptional

regulator, MerR family (N)

GAACGCGACCCGGAAGCGGACCACGGACCGTGGTGGCATGCCCAGTGGATCCCGTTCGCT
TTCGACGGCGCAGGGGACTACCTCGTCATCGACCAGCGCCCGTCCCGCCGCCGCGGAAGG
ATCGGCAACGCCGATCACGAAACGGGATGCTCCTTCTCACCGCACCCGATGTGGGCATCC
CTCCCGGCCCTCCTGGAGTCAACGGCCACGTCCTTGGAGACCGGCGAACCGCTGGACGGC
TATGCACCTCTCGCGGTGGACGAGGACGAGCTGGACTGGGAGATCTACTGAGGCCGCTCG
ACGAGGCCGTTTCATCAGCGGGGGACCGTGACGTACAAGATGACTTGACCCTCACGTGAC
GTCAGGCTGCATAGTCGATGCCGTGGAGGATCACTGGACCGTGGGACGCGTGGCCGAGCT
GGCCGACGTGAGCGTGCGCACGCTGCATCA

>Streptomyces albidoflavus strain 3J1074 (salb):XNR_2053
transcriptional regulator (N)

AGCGACTTCGGCAAGGCGCTCTGCGTCCAGTACGGCACCGCGCACATCGTGGCGGTGCCG
GTGGAGGCGGGGCCCGGCGGGGCGCCCGTGCCGCCGCAGTTCGTCAACACCGGGLTGCCC
GAGTTCGTCCGCTGCCTGGCCCTGCTGGCCCGCATGTGGCGGCTGCGCTTCGGCCTCAAC
CAGGAACAGGCCGGCCGCTGGACGGTCGACTTCCAGGCCCAGCTGGCCGCCCTCGACCCG
GCGGCGCTCGGCTCGCCGGAGAACTGGTGGTCGGTGGTCCTGGAGCAGATGTGGGACGGG
CTCTTCTGACCCCGGCCCGCCGCTGAACCCGCCCAGGCCCCCGTACGCGCACCGCGTACG
GGGGCCCGCGCTTGACCCTGACGTGACGTCAGGCGGCACCGTGGCAGGCGTGGAGGAACA

CTGGACCGTGGGACGCGTCGCCGAGCTGGC

MerR-family

>Salinispora arenicola (saq):Sare 3670 MerR family transcriptional

regulator (N)

ACAGCGCCTCGACGAGCCGCCACAGCGGCAGCACCGLGCCGGGLCCGCAGGGCCAGGGCAG
CCGCCAAGGCACGATGCCGTCGTCCCACCAACTCGGTCCGGCCGCGCGGTCCGATCACTT
CGACGCCGCCGAGAATATTGACCTCAACACCCGACATCATCGACCTCTCCCGCTAGGGCA
GCCCAGGCCGTTGCGGCTTCGGACGAGTTGGCACCGATATAGCGAAAGCTCACTGCCTCC

GAGACCAACCCTCGACCCAAGGATAGGTAAGGACCGGCTGGGGTGGGCGGCTAGCGCTGG
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TACCGGACAGTCCAGGTCACAGCGGGCGGCACATCACCTTGTGCTTGCCCCTCACGTAGC

GGCATGTCCCATAGTCGATGTTGTGGCGGATCACCTGACTGTGGGGCAAGCGGCCGAGCT

GGCCGGTGTAACCGTCCGCACACTGCATCA

>Salinispora tropica (stp):Strop 1012 type 11 methyltransferase (N)

GTGATCGATCAGGTGGTTGAGCTTCGGTGCTATCCGGTAGCCCGGATCCGGTACTCTGAC

CTGCGCAGATGCACAACCGGCGGACTGCTGCAAACTCTGCCGAATCCAGGCCCCGGAGAG

CGGCTGTGACCTGCGACTTAAGGTTCAGGTCGCTCATCACCCCTGGAGGGATCGCAACAC

CGCCGACAACGGCGCCTGGACCGTCGACCCAGGTCGCTCATCACCCCTGGAGGGATCGCA

ACTTCGGCCGGGCGAGGAGCACGATCACCGGCAGGTCCGGTCGCTCATCACCCCTGGAGG

GATCGCAACAACTGGTCGGGGAGTGAGCAGTCACATCCGCAGTGCGGGTCGCTCATCACC

CCTGGAGGGATCGCAACCAGCACCTGCCGGCAGGTGGATGATGACGCCCCAGTCGTCCCT

CATCTCCCTGGAGGGATCGCAGTGGGGTGC

>Kitasatospora setae (ksk):KSE_ 36880 putative MerR family transcriptional

regulator (N)

CCCGACCGGGTCCGGGCCCTCGTCGGCGGCTTCGGCTCGCGGCCCGGCCGGCTGCCGTCC
ATCCCCGGGAGCACCGCGTTCGCAGGCGGCCGGGTGCGCCGGCTCGCCGACCCCGGGGGL
GAGGTCATCGTCGAGCGGCCGGTCGGCTTCGACGAGGCCGAGCGGTCGTACGGCTGCCCG
ATCCGGCAGGCCCCGTTCCCGGTCGAGCTGTTCACCCGGGTCTACGCCGACGGCCTGGAC
GCCCCGCACCGGGCACCGGCCGGCTGAACCGCCCGGACGLGLLCGGLCGGGCGCCCGGGCAT
CCGGGCATCCGGGCATCCGGGCATCCGGGCATCCGGGCATCCGGGCATCCGGGCATCCGG
GCTTGACCCTGACACCGTGTGATGCCGGATAGTCACCGGCGTGGAAGAGCACGAACGACT

GACCGTGGGGCGGGTCGCCGAGCTGTCCGG

>Streptomyces fulvissimus (sfi):SFUL_6678 Transcriptional regulator, MerR

family (N)

GAGAGGTGTTCTCCGCCTACGGCTGTGACGGCGATGTCCACTGGACACCGGAAGCTGTAC
GGGAATGGTGGCGCGACCGGGCCCGGGTCACGGCGTATCTGGCAGCCCGGCGLCLGGTCT
GGGAGGCCGACGACGAGAAGTCGGGCCAGGGCACGGCGGCTGCGGCGGAAGCCTACGCGG
CGTACCTCGACGGAGAACTGGCCGCGCATCTCCGGGCCTATCTCTTCTGGCTCGACGAGC

GGCGCTCGCCCACGGCCGCGGACCGGCTGCCGCAGCTCTGACCGGGCCGGCCAACTCCTG

106



GCGACGCGGCGGTGGAGCCGTGCGCGGTTTCCGGGGCGGCGCGCTTGACCCTCACGTGGC

GTGATGCCGCACAGTCTGTGCCATGGAGGAGCAACTGACCGTGGGGCGCGTGGCCGAACT

GGCCGGCGTGAGCGTCCGCACGCTGCATCA

>Verrucosispora maris (vma):VAB18032_11850 MerR family transcriptional

regulator (N)

ATCGACTACATCGAGTTCACGGTCACCGACCTGGCCGAGGCCAAGCGGTTCTACGCCGAA
GCGTTCGGTTGGCAGTTCACCGACTACGGCACGGCGTACGCCGGCATCCGGGGCGGTTCC
GGCGCTGAGGTGGGCGGCCTGCGTCAGGAGCAGCAGGCACGCACGGGCGGCGGTCCGTTG
GTGCTGCTCTACTCGGCCGATTTGGAGCAGAGCGTCGAGGCGGTCGAGAAGGCCGGTGGC
ACGGTGGTGGCGGGGCCGTACGAATTCCCCGGTGGTCGTCGCTTCCACTTCACCGATCCG
AGCGGGAACGAGCTGGGCGTCTGGGCCGAGGCGTAGCCCTGCGGATGTCGCCGGCGGAAC
GCTTGCTCCTCACGTGGCGTCAGGTCACATAGTCGGTGGCGTGGATGAGCTCCTGACCGT

CGGGCGGGTGGCGCGGTTGACCGGCGTCAG

>Kribbella flavida (kfl):Kfla_4010 MerR family transcriptional regulator

(N)

GCGAGCGTTCCGTCACCGTGAGTGTCCGTCACGGCTGTCCACCGAACAAGCCACGACCGC
CGTACTTCTTGTGCACGGCCTGCTTCGACACTCCCAGCGCCTGGGCGATCTCCGTCCAGG
TCACTCCCCGGTTGCGGGCGCGGCGGACGAGCACCCCTTCCAGCCGCTCCGCCTCCTTGC
GAAGACGCGCCGTCGCCGCCAAGGCGGTCACCGGATCCTCGTCCGAGATCGCCAGCGTCA
AGCTGGTCAGCCGCCGCAGATCCATGCGTCAACCTTAGTTGACCTCCGGTCCACGGTCAA
CCAAAGTTGACCCGCGCCCGTCCAGCGCCGAGATCGGGCTGGAGTCCGTTGCCACCCAGC
GCTTGACCCTCACGTGGCGTCATGCCGCAGAGTCCCTGGCATGGAGCAACGCCTGACCGT

GGGACGTGTGGCCGAGCTGACCGGGGTGAG
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APENDICE 3

Genes blanco de los reguladores transcripcionales
dentro del conjunto genes dependientes de la Glk

ArgR (sco1576)

Tabla 4. Genes blanco predichos de ArgR involucrados en el metabolismo del carbono

Gen

Anotacion

sco3474

sugar kinase

sco2778

hmgL, hydroxymethylglutaryl-CoA lyase

5c03484

sugar-binding protein

sc03473

Aldolase

sco2779

acdH, acyl-CoA dehydrogenase

scol815

fabG, 3-oxoacyl-ACP reductase

sco2776

accD1, acetyl/propionyl CoA carboxylase subunit beta

sco3475

galactonate dehydratase

sco6435

hypothetical cupin (mannose-6-phosphate isomerase)

sc06285

hypothetical acyl CoA carboxylase epsilon subunit

sco2126

Glucokinase

5c04368

lipase

5c06282

3-oxoacyl-ACP reductase

Tabla 5. Genes blanco predichos de ArgR involucrados en el metabolismo del nitrégeno

Gen

Anotacion

scol579

argJ; bifunctional ornithine acetyltransferase/N-acetylglutamate synthase

sco07036

argG, argininosuccinate synthase

scol578

argB, acetylglutamate kinase

sc05976

arcB, ornithine carbamoyltransferase

sco5676

gabT; 4-aminobutyrate aminotransferase

sc06279

diaminobutyrate-pyruvate aminotransferase

sco5776

gluB; glutamate binding protein

sc04947

nitrate reductase subunit alpha NarG3

sc04950

nitrate reductase subunit gamma Narl3
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Tabla 6. Genes blanco predichos de ArgR con funcion en membrana

Gen

Anotacion

sco0555

membrane-bound oxidoreductase

sc02296

hypothetical membrane protein

sc02464

ABC transporter

5c03483

integral membrane transport protein

sco0/399

binding-protein-dependent transport lipoprotein

sco3089

ABC transporter ATP-binding protein

sco0973

hypothetical membrane protein

sc03958

ABC transporter ATP-binding protein

sc02930

permease membrane protein

sco3956

ABC transporter ATP-binding protein

sco2306

ABC transporter

sc03090

ABC transporter

sco4004

small membrane protein

sc06278

integral membrane transport protein

scol550

small membrane protein

sco3957

hypothetical membrane protein

sco6509

hydrophobic protein

sc03985

hypothetical ABC transporter, permease/ATP binding protein

sco5774

gluD; glutamate permease

Tabla 7. Genes blanco predichos de ArgR anotados como reguladores transcripcionales

Gen

Anotacion

sc0/7698

MerR family transcriptional regulator

sco5025

MerR family transcriptional regulator

scol576

argR, arginine repressor

sco3413

tipA; transcriptional regulator

5c03390

two component sensor kinase

5C03264

GntR family transcriptional regulator

sc06429

Predicted two-component system sensor protein

sco4005

RNA polymerase sigma factor

sc06433

Predicted transcriptional regulator (43%)

5c03986

GntR family transcriptional regulator

5c06283

hypothetical NmrA family protein
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Tabla 8. Genes blanco predichos de ArgR involucrados en el metabolismo secundario

Gen

Anotacion

sco06275

type I polyketide synthase

sco0489

hypothetical MbtH protein

sco06274

type I polyketide synthase

Tabla 9. Genes blanco predichos de ArgR involucrados en respuesta a estrés

Gen

Anotacion

sco6164

hypothetical molecular chaperona DnakK

sco04903

hypothetical phage shock protein

Tabla 10.

Genes blanco predichos de ArgR con diversas funciones

Gen

Anotacion

sco1088

oxidoreductase

sco0556

hypothetical esterase

sco07586

oxidoreductase

sc03476

short-chain dehydrogenase

sco3477

dehydrogenase

sco3472

transposase remnant

sc05026

hypothetical methyltransferase type 11

sco0138

short chain dehydrogenase

sco6277

epoxide hydrolase

sc03918

hypothetical NUDIX hydrolase

sC06276

hypothetical FAD-binding monooxigenase

5c02986

hypothetical Ohr subfamily peroxiredoxin

sc06434

oxidoreductase

sco5285

ATP-dependent Lon protease

sc07643

Putative integron gene cassette protein

sco4173

hypothetical sulfur reduction protein DsrE

sco6431

peptide synthase

5C03268

Putative secreted protain. Predicted inorganic polyphosphate/ATP-NAD kinase
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Tabla 11

. Genes blanco predichos de ArgR anotados como proteinas hipotéticas

Gen

Anotacion

sco1089

hypothetical protein

sco5536

hypothetical protein

scol713

hypothetical protein

sco4317

hypothetical protein

s$c03987

hypothetical protein

503265

hypothetical protein

GntR putativo (sco3264)

Tabla 12. Genes blanco predichos de sco3264 involucrados en el metabolismo del

carbono

Gen

Anotacion

sco2778

hydroxymethylglutaryl-CoA lyase

sco2779

short/branched chain acyl-CoA dehydrogenase

sc03476

2-deoxy-D-gluconate 3-dehydrogenase [EC:1.1.1.125]

sc03478

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase [EC:1.1.1.95]

scol1087

threonine aldolase [EC:4.1.2.5]

scol815

3-oxacyl-ACP reductase

sco3474

sugar kinase

sco3475

galactonate dehydratase

sco3481

hypothetical glycosyl hydrolase

sco3473

2-dehydro-3-deoxyphosphogluconate aldolase / (4S)-4-hydroxy-2-oxoglutarate
aldolase

sco2126

Glucokinase

sc06285

hypothetical acyl-CoA carboxilase epsilon subunity

sco5776

gluB; glutamate binding protein

Tabla 13. Genes blanco predichos de sco3264 involucrados en el metabolismo del
nitrégeno

Gen

Anotacion

scol578

acetylglutamate kinase

scol579

argl; bifunctional ornithine acetyltransferase/N-acetylglutamate synthase

sc05976

arcB, ornithine carbamoyltransferase

scol570

argH, SCL24.06c; argininosuccinate lyase (EC:4.3.2.1);
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Gen

Anotacion

5c05676

gabT; 4-aminobutyrate aminotransferase

5c06436

methionyl-tRNA synthetase

Tabla 14.

Genes blanco predichos de sco3264 con funcién en membrana

Gen

Anotacion

5c03484

multiple sugar transport system substrate-binding protein

s5c02464

ABC transporter

sco3411

Hypothetical membrane-associated protein

5c03483

multiple sugar transport system permease protein

sc02296

hypothetical membrane protein

sco/587

hypothetical membrane protein

sco6509

hydrophobic protein

sco4852

hypothetical membrane protein

sco3956

ABC-2 type transport system ATP-binding protein

sco2839

lipoprotein

sco3719

small membrane protein

sco3717

potassium-transporting ATPase subunit B

sco5774

gluD; glutamate permease

sco3959

hypothetical membrane protein

sco5775

gluC; glutamate permease

sco3957

hypothetical membrane protein

sco/399

iron complex transport system substrate-binding protein

sc06278

integral membrane transport protein

sco2306

ABC-2 type transport system permease protein

503967

hypothetical membrane protein

sc03089

putative ABC transport system ATP-binding protein

sco5367

ATP synthase subunit A

Tabla 15. Genes blanco predichos de sco3264 anotados como reguladores

transcripcionales

Gen

Anotacion

sco7530

Regulatory protein MerR

scol576

ArgR, transcriptional regulator of arginine metabolism

5C03264

GntR family transcriptional regulator
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Gen Anotacion

sco4261 | LuxR family transcriptional regulator

5c06433 | Predicted transcriptional regulator (43%)

5c03986 | GntR family transcriptional regulator

5c00016 | Predicted DeoR family transcriptional regulator (36%)

5c06283 | hypothetical NmrA family of transcriptional regulator

Tabla 16. Genes blanco predichos de sco3264 involucrados en el metabolismo
secundario

Gen Anotacion

5c00489 | hypothetical MbtH protein

Tabla 17. Genes blanco predichos de sco3264 involucrados en respuesta a estrés

Gen Anotacion

502930 | osmoprotectant transport system permease protein

sco4903 | hypothetical phage shock protein

Tabla 18. Genes blanco predichos de sco3264 con diversas funciones

Gen Anotacion

sco0138 | short chain dehydrogenase

sco5839 | hypothetical peptidase

sco0556 | hypothetical esterase

5c03480 | racemase

5c05026 | hypothetical methyltransferase type 11

sco1088 | oxidoreductase

sco3477 | dehydrogenase

5c02986 | Hypothetical Ohr subfamily peroxiredoxin

sco/7643 | Putative integron gene cassette

sco4173 | hypothetical sulfur reduction protein DsrE

sco4174 | hypothetical pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase

sco6277 | epoxide hydrolase

sco6434 | oxidoreductase

sc03918 | hypothetical NUDIX hydrolase

sc06268 | histidine kinase
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Gen Anotacion

sco5285 | ATP-dependent Lon protease

sco7676 | ferredoxin

sco0863 | hypothetical peptidase

sco6431 | peptide synthase

Tabla 19. Genes blanco predichos de sco3264 anotados como proteinas hipotéticas

Gen Anotacion

sco1089 | hypothetical protein

sco5536 | hypothetical protein

sco4317 | hypothetical protein

sco1713 | hypothetical protein

sco5521 | hypothetical protein

sc03263 | hypothetical protein

5c03983 | hypothetical protein

sco3152 | hypothetical protein

5c03988 | hypothetical protein

TipA (sco3413)

Tabla 20. Genes blanco predichos de sco3413 involucrados en el metabolismo del
carbono

Gen Anotacion

sco3474 | sugar kinase

Tabla 21. Genes blanco predichos de sco3413 con funcién en membrana

Gen Anotacion

503483 | integral membrane transport protein

sco0555 | membrane-bound oxidoreductase

sco6509 | hydrophobic protein

s5c03958 | ABC transporter ATP-binding protein
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Tabla 22. Genes blanco predichos de sco3413 anotados como reguladores
transcripcionales

Gen Anotacion

sco3413 | tipA; transcriptional regulator

5c07698 | MerR family transcriptional regulator

sco7530 | MerR family transcriptional regulator

sco5025 | MerR family transcriptional regulator

503390 | two component sensor kinase

sc03264 | GntR family transcriptional regulator

Tabla 23. Genes blanco predichos de sco3413 con diversas funciones

Gen Anotacion

sco00138 | short chain dehydrogenase

sco0556 | hypothetical esterase

sco7586 | Oxidoreductase

sco6431 | peptide synthase

sc06268 | histidine kinase

sco0863 | hypothetical peptidase

5c03918 | hypothetical NUDIX hydrolase

sco0498 | peptide monooxygenase

Tabla 24. Genes blanco predichos de sco3413 anotados como proteinas hipotéticas

Gen Anotacion

5c03987 | hypothetical protein

5c03263 | hypothetical protein

5c03265 | hypothetical protein

GntR putativo (sc03986)

Tabla 25. Genes blanco predichos de sco3986 involucrados en el metabolismo del

carbono

Gen Anotacion

503484 | sugar-binding protein

sc03481 | hypothetical glycosyl hydrolase

sco1815 | 3-oxacyl-ACP reductase
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Gen

Anotacion

sco2776

accD1, acetyl/propionyl CoA carboxylase subunit beta

sco3475

galactonate dehydratase

5c03138

galT, galactose-1-phosphate uridylyltransferase

sco2779

acdH, acyl-CoA dehydrogenase

sco3474

sugar kinase

sc03473

Aldolase

sco2778

hydroxymethylglutaryl-CoA lyase

sco2126

Glucokinase

5c06282

3-oxoacyl-ACP reductase

sco5776

gluB; glutamate binding protein

Tabla 26

. Genes blanco predichos de sco3986 involucrados en el metabolismo del

nitrégeno

Gen

Anotacion

scol579

argJ; bifunctional ornithine acetyltransferase/N-acetylglutamate synthase

scols77

argD; acetylornithine aminotransferase

sco07036

argG, argininosuccinate synthase

sc05676

gabT; 4-aminobutyrate aminotransferase

sc05976

arcB, ornithine carbamoyltransferase

scol570

argininosuccinate lyase

scol1580

argC; N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase

scol578

argB, acetylglutamate kinase

sco04950

nitrate reductase subunit gamma Narl3

sc02528

leuA, 2-isopropylmalate synthase

sc06436

tRNA synthetase

Tabla 27

. Genes blanco predichos de sco3986 con funcién en membrana

Gen

Anotacion

sc02463

ABC transporter

sc02464

ABC transporter

sc03483

integral membrane transport protein

sco/7587

hypothetical membrane protein

sco0555

membrane-bound oxidoreductase

502296

hypothetical membrane protein
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Gen

Anotacion

5c07399

binding-protein-dependent transport lipoprotein

5c06278

integral membrane transport protein

sc06509

hydrophobic protein

5c03956

ABC transporter ATP-binding protein

sco5775

gluC; glutamate permease

5c02839

lipoprotein

sco3717

potassium-transporting ATPase subunit B

5c02306

ABC-2 type transport system permease protein

5c02930

permease membrane protein

sco5774

gluD; glutamate permease

scol550

small membrane protein

sc03719

small membrane protein

sco4004

small membrane protein

sco5367

atpB; FOF1 ATP synthase subunit A

Tabla 28. Genes blanco predichos de sco3986 anotados como reguladores

transcripcionales

Gen

Anotacion

sco5025

MerR family transcriptional regulator

scol576

argR, arginine repressor

sco3413

tipA; transcriptional regulator

sco7530

MerR family transcriptional regulator

5€03986

GntR family transcriptional regulator

5c06288

regulatory protein (SARP)

5C03264

GntR family transcriptional regulator

sco4261

response regulator

sco4005

RNA polymerase sigma factor

sc06283

hypothetical NmrA family of transcriptional regulator

5c06266

ScbA protein

Tabla 29. Genes blanco predichos de sco3986 involucrados en el metabolismo

secundario

Gen

Anotacion

sc06273

type I polyketide synthase
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Gen

Anotacion

sco6274

type I polyketide synthase

Tabla 30.

Genes blanco predichos de sco3986 con diversas funciones

Gen

Anotacion

sco5839

hypothetical peptidase

sco1088

oxidoreductase

sco0138

short chain dehydrogenase

sc03476

short-chain dehydrogenase

sco/262

hypothetical NAD(P)H-dependent FMN reductase

sco5026

hypothetical methyltransferase type 11

sco/586

Oxidoreductase

sc03478

Dehydrogenase

sco3477

dehydrogenase

sco0556

hypothetical esterase

5c03480

racemase

sco/676

ferredoxin

sco5285

ATP-dependent Lon protease

sco/799

transposase

sco6272

FAD-binding protein

sco4368

lipase

sco6431

peptide synthase

sco6434

oxidoreductase

sco0498

peptide monooxygenase

sco6277

epoxide hydrolase

s5c03268

Putative secreted protain. Predicted inorganic polyphosphate/ATP-NAD kinase

Tabla 31.

Genes blanco predichos de sco3986 anotados como proteinas hipotéticas

Gen

Anotacion

sco5536

hypothetical protein

sco1089

hypothetical protein

5c03985

hypothetical protein

sco04852

hypothetical protein

5c03918

hypothetical protein
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Gen

Anotacion

sco4851

hypothetical protein

5c06285

hypothetical protein

5c03987

hypothetical protein

5c06433

hypothetical protein

sco4175

hypothetical protein

sco06435

hypothetical protein

5c03988

hypothetical protein

scol713

hypothetical protein

sco4054

hypothetical protein

5c03959

hypothetical protein

5€03982

hypothetical protein

5€03983

hypothetical protein

sco0863

hypothetical protein

sco4317

hypothetical protein

5c04903

hypothetical protein

sc03957

hypothetical protein

sco0016

hypothetical protein

5C03263

hypothetical protein

sc03265

hypothetical protein

sco3152

hypothetical protein

sco0973

hypothetical protein

sco4174

hypothetical protein

5c02986

hypothetical protein

sco0489

hypothetical protein

5c07643

hypothetical protein

5C03967

hypothetical protein

sco6429

hypothetical protein

sco4173

hypothetical protein

sco0861

hypothetical protein

5C03266

hypothetical protein
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LuxR putativo (sco4261)

Tabla 32. Genes blanco predichos de sco4261 involucrados en el metabolismo del

carbono

Gen Anotacion

sco3138 | galT, galactose-1-phosphate uridylyltransferase

sco2779 | acdH, acyl-CoA dehydrogenase

sco1815 | fabG, 3-oxacyl-ACP reductase

sco3481 | Hypothetical glycosyl hydrolase

5co6435 | hypothetical cupin

Tabla 33. Genes blanco predichos de sco4261 involucrados en el metabolismo del

nitrégeno

Gen Anotacion

sco1570 | argH, argininosuccinate lyase

sc05976 | arcB, ornithine carbamoyltransferase

sco5676 | gabT; 4-aminobutyrate aminotransferase

sco4293 | threonine synthase

sco6279 | diaminobutyrate-pyruvate aminotransferase

Tabla 34. Genes blanco predichos de sco4261 con funcion en membrana

Gen Anotacion

sco2464 | ABC transporter

sco/7587 | hypothetical membrane protein

sco2463 | ABC transporter

sco2306 | ABC transporter

sco3111 | ABC transporter ATP-binding protein

sc03958 | ABC transporter ATP-binding protein

sc03957 | hypothetical membrane protein

sco5367 | atpB; FOF1 ATP synthase subunit A

Tabla 35. Genes blanco predichos de sco4261 anotados como reguladores
transcripcionales

Gen Anotacion

sco7530 | MerR family transcriptional regulator
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Gen

Anotacion

sco5025

MerR family transcriptional regulator

sco4261

LuxR family transcriptional regulator

sco0016

Predicted DeoR family transcriptional regulator (36%)

5c06288

regulatory protein (SARP)

Tabla 36.

Genes blanco predichos de sco4261 involucrados en respuesta a estrés

Gen

Anotacion

sco6164

hypothetical molecular chaperona DnakK

Tabla 37.

Genes blanco predichos de sco4261 con diversas funciones

Gen

Anotacion

sco3477

dehydrogenase

sc03476

short-chain dehydrogenase

5c03480

racemase

sco6277

epoxide hydrolase

sco02986

hypothetical Ohr subfamily peroxiredoxin

sco/676

ferredoxin

sco4174

hypothetical pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase

sco0863

hypothetical peptidase

sco4173

hypothetical sulfur reduction protein DsrE

s5c0/643

Putative integron gene cassette

5c06268

histidine kinase

Tabla 38.

Genes blanco predichos de sco4261 anotados como proteinas hipotéticas

Gen

Anotacion

sco1089

hypothetical protein

scol713

hypothetical protein

sco4851

hypothetical protein

5c03988

hypothetical protein

sco3152

hypothetical protein

5C03263

hypothetical protein
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MerR putativo (sco5025)

Tabla 39. Genes blanco predichos de sco5025 involucrados en el metabolismo del

carbono

Gen Anotacion

sco3481 | hypothetical glycosyl hydrolase

sco4368 | Lipase

Tabla 40. Genes blanco predichos de sco5025 involucrados en el metabolismo del

nitrégeno

Gen Anotacion

sco4950 | nitrate reductase subunit gamma Narl3

sco4947 | nitrate reductase subunit alpha NarG3

sc06436 | tRNA synthetase

Tabla 41. Genes blanco predichos de sco5025 con funcion en membrana

Gen Anotacion

sc02296 | hypothetical membrane protein

sco07399 | binding-protein-dependent transport lipoprotein

sco2306 | ABC transporter

sc03967 | hypothetical membrane protein

sco3089 | ABC transporter ATP-binding protein

sc04004 | small membrane protein

sco5775 | gluC; glutamate permease

Tabla 42. Genes blanco predichos de sco5025 anotados como reguladores
transcripcionales

Gen Anotacion

sco5025 | MerR family transcriptional regulator

sco3413 | tipA; transcriptional regulator

5c07698 | MerR family transcriptional regulator

sco4261 | LuxR family transcriptional regulator

5co00016 | hypothetical DeoR family transcriptional regulator

sco2513 | Predicted XRE family transcriptional regulator

5co4005 | RNA polymerase sigma factor
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Gen

Anotacion

5c06433

Predicted transcriptional regulator

Tabla 43.

Genes blanco predichos de sco5025 involucrados en el metabolismo

secundario

Gen

Anotacion

sco0489

hypothetical MbtH protein

Tabla 44

Genes blanco predichos de sco5025 con diversas funciones

Gen

Anotacion

sco5839

hypothetical peptidase

sco0556

hypothetical esterase

5c03480

racemase

sco1088

oxidoreductase

sc03476

short-chain dehydrogenase

sc06434

Oxidoreductase

sco0863

hypothetical peptidase

sco0861

hypothetical secreted protein

5c02986

hypothetical Ohr subfamily peroxiredoxin

5C03268

Putative secreted protain. Predicted inorganic polyphosphate/ATP-NAD kinase

sco4174

hypothetical pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase

sco0090

transposase

sco6272

FAD-binding protein

Tabla 45.

Genes blanco predichos de sco5025 anotados como proteinas hipotéticas

Gen

Anotacion

sco5536

hypothetical protein

sco3152

hypothetical protein

sc03265

hypothetical protein

5€03266

hypothetical protein
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SARP putativo (sco6288)

Tabla 46. Genes blanco predichos de sco6288 involucrados en el metabolismo del

carbono

Gen Anotacion

sco3473 | aldolase

sco2779 | acdH, acyl-CoA dehydrogenase

sco3481 | hypothetical glycosyl hydrolase

5c06285 | hypothetical acyl CoA carboxylase epsilon subunit

Tabla 47. Genes blanco predichos de sco6288 involucrados en el metabolismo del

nitrégeno

Gen Anotacion

sco7036 | argG, argininosuccinate synthase

scol577 | argD; acetylornithine aminotransferase

sco1580 | argC; N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase

sco2528 | leuA, 2-isopropylmalate synthase

sco4950 | nitrate reductase subunit gamma Narl3

sco6279 | diaminobutyrate-pyruvate aminotransferase

sco4293 | threonine synthase

Tabla 48. Genes blanco predichos de sco6288 con funcion en membrana

Gen Anotacion

sco3719 | small membrane protein

5c03959 | hypothetical membrane protein

sco2306 | ABC transporter

sco6509 | hydrophobic protein

sco5774 | gluD; glutamate permease

Tabla 49. Genes blanco predichos de sco6288 anotados como reguladores
transcripcionales

Gen Anotacion

5c07698 | MerR family transcriptional regulator

scol1576 | argR, arginine repressor

5c06288 | regulatory protein (SARP)
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Gen

Anotacion

sco2513 | Predicted XRE family transcriptional regulator

Tabla 50. Genes blanco predichos de sco6288 involucrados en el metabolismo
secundario

Gen

Anotacion

sco6274 | type I polyketide synthase

Tabla 51. Genes blanco predichos de sco6288 con diversas funciones

Gen

Anotacion

sc03480 | racemase

503476 | short-chain dehydrogenase

sco0556 | hypothetical esterase

sco6277 | epoxide hydrolase

sco7676 | ferredoxin

sco0498 | peptide monooxygenase

Tabla 52. Genes blanco predichos de sco6288 anotados como proteinas hipotéticas

Gen

Anotacion

sc01089 | hypothetical protein

5c03263 | hypothetical protein

5c03987 | hypothetical protein

MerR putativo (sco7530)

Tabla 53. Genes blanco predichos de sco7530 involucrados en el metabolismo del
carbono

Gen

Anotacion

sco3474 | sugar kinase

Tabla 54. Genes blanco predichos de sco7530 involucrados en el metabolismo del
nitrégeno

Gen

Anotacion

scol577 | argD; acetylornithine aminotransferase
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Gen Anotacion

sco5676 | gabT; 4-aminobutyrate aminotransferase

sco1087 | threonine aldolase

5c06436 | tRNA synthetase

Tabla 55. Genes blanco predichos de sco7530 con funcidon en membrana

Gen Anotacion

503483 | integral membrane transport protein

sco4852 | Hypothetical membrane protein

s5c03958 | ABC transporter ATP-binding protein

sco3111 | ABC transporter ATP-binding protein

502930 | permease membrane protein

Tabla 56. Genes blanco predichos de sco7530 anotados como reguladores
transcripcionales

Gen Anotacion

sco7530 | MerR family transcriptional regulator

sc07698 | MerR family transcriptional regulator

sco06429 | hypothetical two-component system sensor protein

5c06288 | regulatory protein (SARP)

5c06283 | hypothetical NmrA family protein

Tabla 57. Genes blanco predichos de sco7530 con diversas funciones

Gen Anotacion

sco0138 | short chain dehydrogenase

sco0556 | hypothetical esterase

sc03487 | hydrolase

sco6277 | epoxide hydrolase

5c03982 | hypothetical secreted protein

sco0861 | hypothetical secreted protein

5co0498 | peptide monooxygenase
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Tabla 58. Genes blanco predichos de sco7530 anotados como proteinas hipotéticas

Gen

Anotacion

503983

hypothetical protein

503988

hypothetical protein

5c03263

hypothetical protein

MerR putativo (sco7698)

Tabla 59. Genes blanco predichos de sco7698 involucrados en el metabolismo del

carbono

Gen

Anotacion

scol815

fabG, 3-oxacyl-ACP reductase

sco2776

accD1; acetyl/propionyl CoA carboxylase subunit beta

sco3474

sugar kinase

Tabla 60. Genes blanco predichos de sco7698 involucrados en el metabolismo del

nitrégeno

Gen

Anotacion

scol579

argJ; bifunctional ornithine acetyltransferase/N-acetylglutamate synthase

scol578

argB; acetylglutamate kinase

scol1580

argC; N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase

Tabla 61.

Genes blanco predichos de sco7698 con funcion en membrana

Gen

Anotacion

5c02296

hypothetical membrane protein

sco3411

hypothetical membrane protein

sco03089

ABC transporter ATP-binding protein

sc06278

integral membrane transport protein

sco03957

hypothetical membrane protein

sc04004

small membrane protein

sco3111

ABC transporter ATP-binding protein

sco5367

atpB; FOF1 ATP synthase subunit A
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Tabla 62.

Genes blanco predichos de sco7698 anotados como reguladores

transcripcionales

Gen

Anotacion

5c07698

MerR family transcriptional regulator

sco03413

tipA; transcriptional regulator

sco7530

MerR family transcriptional regulator

sco5025

MerR family transcriptional regulator

5c06433

Predicted transcriptional regulator (43%)

sc06429

hypothetical two-component system sensor protein

sco4261

LuxR family transcriptional regulator

Tabla 63.

Genes blanco predichos de sco7698 con diversas funciones

Gen

Anotacion

sco0556

hypothetical esterase

sc03487

Hydrolase

sco0138

short chain dehydrogenase

sco5026

hypothetical methyltransferase type 11

sco3477

dehydrogenase

sco0861

hypothetical secreted protein

sco6272

FAD-binding protein

sco6431

peptide synthase

sco0863

hypothetical peptidase

sco2839

lipoprotein

Tabla 64.

Genes blanco predichos de sco7698 anotados como proteinas hipotéticas

Gen

Anotacion

sco1089

hypothetical protein

5c03265

hypothetical protein

sco06509

hydrophobic protein

5c03987

hypothetical protein

5C03266

hypothetical protein
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