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[...] pero nunca se le habia permitido sentir la fuerza inmensa y la fu-
ria desatada, la furia que cesa cansada pero jamas apaciguada [...]. Del
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Introduccion

La capacidad de un microorganismo para colonizar un nicho es el resultado de la
interaccion dinamica entre su repertorio genético y su aparato transcripcional (regulado-
res y ARN polimerasa) en repuesta a las condiciones ambientales del nicho (Babu and
Teichmann 2003). Las respuestas mas frecuentes de los organismos frente a las varia-
ciones ambientales consisten en la activacion y/o represion de genes para adaptar la
fisiologia celular o el metabolismo a las nuevas condiciones. Como consecuencia, las
bacterias exhiben una amplia variedad de mecanismos reguladores de la expresion gené-
tica que pueden afectar a todos y cada uno de los genes de un microorganismo tal y co-
mo estan poniendo de manifiesto los ensayos con “arrays” genomicos con multiples
microorganismos sometidos a distintos tipos de estreses ambientales (Rojo, 1999). Asi,
los genes se pueden "encender" o "apagar" mediante, modificaciones en la ARN poli-
merasa, reordenaciones que conecten o desconecten a un gen de un determinado promo-
tor, mediante la accidén de proteinas reguladoras que activen o inhiban el inicio de la
transcripcion, o mediante la modulacion de las fases de elongacion y terminacion en
sitios especificos. Ademas, la estabilidad de los ARN mensajeros, la eficiencia de la
traduccion, el control de la actividad enzimatica y la degradacion de proteinas son tam-
bién dianas de los mecanismos de regulacion (Rojo, 1999). Una simplificacion util de
esta cuestion es asumir que la transcripcion constituye la componente principal en el
control de la expresion génica y considerar que la expresion genética es la respuesta
evolutiva al reto de sobrevivir en un medio ambiente cambiante (Cases y de Lorenzo,
2005).

El control de la transcripcion requiere de la interaccion de las vias sensoras en la
sefalizacion y de los reguladores que sensan y modulan la maquinaria molecular de la
transcripcion: la ARN polimerasa, el acido nucleico a transcribir y las proteinas regu-
ladoras que actiian sobre ella. La mayor parte de los conocimientos al respecto hasta la
fecha se han centrado sobre el modo en que las intereracciones proteina-proteina y pro-
teina-ADN controlan la tasa de transcripcion genética. Las técnicas de genética molecu-
lar bacteriana, en particular aplicadas a Escherichia coli y Bacillus subtilis, permitieron
un progreso rapido en el esclarecimiento de los tipos de estrategias empleados en el con-

trol de la expresion genética a nivel transcripcional (Wigneshweraraj et al., 2005).

1.1. Los factores sigma de la ARN polimerasa.

El nacleo de la ARN polimerasa bacteriana consta de 5 subunidades (app'm).
Los componentes cataliticos de la ARN polimerasa residen en las subunidades Byp" que
se ensamblan sobre el dimero a,. La subunidad ® posee actividad tipo chaperona, e

interviene en el ensamblaje de la ARN polimerasa. La asociacion de una sexta subuni-
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dad, la subunidad factor o, permite al complejo unirse a las secuencias especificas pro-

motoras en el ADN y dirigir la transcripcion de forma especifica para cada promotor.

Por razones historicas la nomenclatura de los factores o es compleja. En E. coli
y otras muchas bacterias Gram-negativas, los genes de los factores ¢ se designan por
rpo ("RNA polymerase subunit"), mientras que en la mayoria de las bacterias Gram-
positivas los genes correspondientes se designan Sig. Las proteinas se pueden designar
por la letra griega ¢ con un superindice que refleja o su peso molecular o el nombre del
gen que lo codifica, o ser una letra designada arbitrariamente. Actualmente, con la dis-
ponibilidad creciente de genomas secuenciados, la situacién se complica aun mas al
comprobar que algunos microorganismos contienen mas tipos de factores ¢ que letras el
alfabeto.

El nimero de tipos de factores ¢ varia de unas especies a otras siendo un reflejo
del modo de vida de la bacteria tal como era de esperar, oscilando entre un Unico factor
o en Mycoplasma genitalium y los 63 en Streptomyces coelicolor, que es hasta la fecha

el microorganismo con un mayor numero de factores o (Wigneshweraraj et al., 2005).

Al complejo o-ARN polimerasa se le denomina holoenzima. El holoenzima
"prototipo" contiene un factor ¢ perteneciente a la clase 6’’. En E. coli, 6 de sus 7 facto-
res sigma pertenecen a esta clase 6’°. Una forma alternativa de holoenzima contiene el
factor >, que no estando relacionado con 6’ ni por secuencia primaria ni por modo de

accion, es el unico representante de su clase (Merrick, 1993).

Los miembros de la familia 6”° se han dividido en cuatro grupos filogenéticos.
El grupo 1 incluye a los factores gesenciales, todos ellos estrechamente relacionados
con ¢'° de E. coli. El grupo 2 contiene proteinas también muy relacionadas con los fac-
tores ¢ primarios, pero que son dispensables para el crecimiento celular, tales como el
producto del gen rpoS de E. coli y SigA de B. subtilis. Los factores o del grupo 3 po-
seen una relacion mas distante con el o'’ tipo y suelen activar regulones en respuesta a
sefales especificas tales como control dependiente de desarrollo y choque térmico. Mas
en concreto, los miembros del grupo 3 se pueden subdividir en varios grupos implicados
en: esporulacion (SigE, SigF y SigG de B. subtilis), biosintesis flagelar (FliA de E. coli
o SigD de B. subtilis), respuesta a choque térmico (el producto del gen rpoH o o de E.
coli). Por ultimo el grupo 4 incluye a la subfamilia numéricamente mayor pero a su vez
la mas divergente, la subfamilia de factores ¢ de funcién extracitoplasmica (ECF), cu-
yos miembros responden a sefales procedentes del medio extracitoplasmico, como por

ejemplo Fecl y RpoE de E. coli.

Mientras que la funcién del factor o’° es dirigir la expresion de la mayor parte

de los genes durante la fase exponencial, los factores G accesorios de los grupos 2 al 4,
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suelen funcionar para conectar la expresion de conjuntos especificos de genes en res-
puesta a sefiales adecuadas. Sus funciones se pueden dividir en 3 grandes categorias:
respuestas a estreses, desarrollo y metabolismo secundario. La amplia variedad de res-
puestas a estreses controlada por miembros de la familia 6’ incluye la fase estacionaria
y las respuesta a estrés general (mediada por ejemplo por o° en E. coli y 6® en Bacillus
subtilis), plegamiento defectuoso de proteinas en el medio intracelular y extracitoplas-
32y 6" respectivamente), estrés oxidativo (por ejemplo

c® en Streptomyces coelicolor), estrés osmotico (o™ en B. subtilis) y estrés de la pared

mico (regulado en E. coli por ¢

celular (controlado, por ejemplo por " en S. colelicolor y 6" en B. subtilis). Los pro-
gramas de desarrollo bajo el control de miembros de la familia 6’ incluyen la biosinte-
sis de flagelos (que implica a c° en B. subtilis y ¢" en Salmonella typhimurium),
formacién de endosporas (mediada, por ejemplo, 6, 6*, " y 6% en B. subtilis) y for-

macion de exosporas ("¢ en S. coelicolor). Las funciones de metabolismo auxiliar
controladas por factores de la familia ' incluye por ejemplo la captacion de hierro
Fecl PvdS en P. aeruginosa) (Paget y Helmann, 2003).

(c“enE.coliyo

El producto del gen rpoN (anteriormente conocido como ntrA) descrito durante
el anélisis de los genes implicados en el metabolismo nitrogenado en bacterias entéricas,
codifica una subunidad ¢ pero de unas propiedades bastante diferentes a los factores o
previamente descritos (Merrick, 1993; Buck et al., 2000). Esta subunidad en principio
se denomin6 ™ (por su implicacién en el metabolismo nitrogenado) y posteriormente
o™ En E. coli, > representa casi el 8% del total de las moléculas de factores ¢ presen-
tes. Generalmente solo existe una copia por genoma, pero ocasionalmente puede haber
dos genes altamente homoélogos que codifican 6. Este factor ¢ no suele ser esencial
para la supervivencia en condiciones favorables, excepto en Myxococcus xhantus. Sin
embargo, el uso y distribucion de o™ a lo largo de bacterias filogenéticamente diversas
subraya su significacion bioldgica, sirva como ejemplo su presencia en la bacteria gram
positiva B. subtilis y el termofilo extremo Aquifex aeolicus. Sin embargo esta ausente en
el gram positivo rico en C+G Mycobacterium tuberculosis, el extremoéfilo Thermotoga
maritima, la cianobacteria Synechocystis sp. y los patogenos especializados Rickettsia
prowazekii y Mycoplasma genitalium (Wigneshweraraj et al., 2005).

Aunque la mayoria de los factores sigma alternativos participan en la transcrip-
cion de conjuntos de genes méas o menos relacionados, no ocurre lo mismo con 6>* que
aunque tal como hemos dicho se identifico en principio como un factor o especifico del
nitrogeno ahora se conoce que participa en la expresion de una gran variedad de genes
implicados en funciones diferentes que se transcriben desde promotores dependientes de
o™*. Entre estas funciones diversas hay genes implicados en el transporte y metabolismo
de diferentes fuentes de carbono y nitrogeno, en patogenicidad en vegetales, en sintesis

de diversos cofactores, produccion de alginato, y sintesis de flagelos (Cases et al., 2003;



Introduccion

Arora et al., 1997), ademas de intervenir en el establecimiento de diazotrofia por bacte-
rias fijadoras de nitrogeno (Wigneshweraraj et al., 2005). Aunque para el caso de E. coli
se propuso una hipdtesis que unificaba la aparente disparidad de genes regulados por
c* basada en las condiciones fisiologicas derivadas de la deprivacion de nitrogeno,
dicha hipdtesis es solo aplicable a E. coli y no explica otras muchas funciones en espe-
cies diferentes como por ejemplo su implicaciéon en el catabolismo de compuestos aro-
maticos en P. putida (Cases et al., 2003b).

La asociacion de diferentes tipos de factores ¢ al niicleo ARN polimerasa, cada
uno de los cuales dirige al holoenzima a un conjunto de promotores especificos, es una
estrategia que en si misma constituye el primer nivel en la jerarquia del control de la
expresion genética. Asi por ejemplo, aunque el niamero total de genes en E. coli es de
unos 4000, el de nicleos ARN polimerasa por célula es de 2000, de los que al menos un
tercio no estan ocupados en la transcripcion y constituyen una reserva que se puede em-
plear como respuesta a cambios ambientales. Asi los nicleos de ARN polimerasa libre
pueden dirigirse hacia la transcripcion de conjuntos de genes especificos (regulones)
mediante su asociacion a una variedad de factores ¢ alternativos, los cuales a su vez se

expresan bajo condiciones especificas.

Ademas, la transcripcion de la mayoria de los genes bacterianos requiere de la
participacion de uno o mas factores accesorios adicionales, llamados genéricamente
factores de transcripcion. Asi entre un grupo de genes bajo el control de un mismo tipo
de factor o, la transcripcion desde cada promotor estd auxiliada o inhibida por los facto-
res de transcripcion, que constituirian un segundo nivel en la jerarquia del control de la

expresion génica (Ishihama, 2000; Vicente et al., 1999).

1.2. Reguladores transcripcionales.

Los reguladores de la transcripcion suelen ser proteinas de unién a ADN que
presentan diferentes tipos de organizacion de dominios. La mayoria de los reguladores
microbianos implicados en la transcripcion son proteinas con dos dominios en un solo
polipéptido, un dominio sensor de sefial y un dominio de unién a ADN que transduce la
senal ( Abo-Amer et al., 2004; Babu and Teichmann, 2003; Henikoff et al., 1988;
Hitomi et al., 2003; Karniol and Vierstra, 2004; Lauble et al., 1989; Nixon et al., 1986;
Pabo and Lewis, 1992; Pabo y Sauer, 1984; Pabo y Sauer, 1992; Pao et al., 1994; Pe-
rron et al., 2004; Schleif, 1987; Soisson et al., 1997; Wintjens y Rooman, 1996; Wdosten
etal., 2004).
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En otros casos, la componente sensora y la de union a ADN, no estan en la mis-
ma proteina sino que implica a dos proteinas como en los sistemas reguladores de 2
componentes tales como CzcR/CzcS; DcuS/DcuR; NifL/NifA; NtrB/NtrC; PhoP/PhoQ;
TodS/TodT, etc, (Derzelle et al., 2004; Hayes et al., 1997; Kustu et al., 1991; Lau et al.,
1997; Martinez-Argudo et al., 2002; Martinez-Argudo y Contreras, 2002; Morett y Se-
govia, 1993; Poole et al., 1993; Pragman et al., 2004; Redenbach et al., 1998; Ventre et
al., 2004; Westbrock-Wadman et al., 1999), en los que una de las proteinas suele ser
una quinasa ligada a membrana que detecta la sefial apropiada y que fosforila a una pro-

teina de union a ADN que media la transcripcion desde el promotor correspondiente.

Los sistemas de un solo componente, en los que el dominio regulador de la
transcripcion y el dominio sensor estan unidos en una sola proteina, como hemos dicho,
son con diferencia los més abundantes en procariotas. En sus formas mas simples com-
binan un dominio de unién a ADN con un dominio de uniéon de moléculas pequefias,
por ejemplo efector (dominios SMBD). Las organizaciones mas complejas pueden im-
plicar multiples SMBDs con diferentes aportaciones alostéricas, o incluso dominios
adicionales tales como el AAA+ATPasa (en los activadores ligados a o). Los SMBDs
se organizan a partir de un niimero relativamente pequeiio de plegamientos ancestrales,

los cuales se describen a continuacion.

a. El plegamiento tipo PAS: que incluye al dominio PAS (une ligandos tales co-
mo hemo, flavin nucleétidos, cinamato), al dominio GAF (une NMPc, tetrapirroles y
formato) y los dominios de unidn a ligando tipo IcIR (versiones divergentes del dominio
PAS).

b. Dominios de proteinas periplasmicas tipo I y II que incluyen a los dominios

de union a ligando de la familia LysR.

c. Plegamiento tipo ferredoxina: incluye al dominio ACT y los dominios de
unidn a ligando de los factores de transcripcion tipo Lrp y los de ferredoxinas clasicas

unidos a dominios de uniéon de ADN de archeas y cianobacterias.

d. El plegamiento doble hebra B-hélice (CUPIN): presente en los dominios de
unidn a ligando tipo AraC, ademés del dominio de union de cNMP (presente el la fami-
lia CAP).

e. El dominio Gyrl que contiene dos copias del mddulo estructural SHS2 (Baf2)

uno de los principales dominios de unién a ligando de la familia MerR.

Algunos otros SMBDs comparten un plegamiento comin con los dominios pro-

pios de enzimas pero carecen de actividad catalitica y simplemente actian como sitios
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de reconocimiento de efectores. En este grupo se pueden diferenciar varios subgrupos,

por ejemplo:

i. El dominio UTRA del grupo HutC/FarR de la familia GntR de factores de

transcripcionales, que poseen el mismo plegamiento que la corismato liasa.

ii. El dominio DeoR que posee el plegamiento o/} presente el la familia de iso-

merasas de monosacaridos fosfatados, (por ejemplo la ribosa fosfato isomerasa).

iii. E1 dominio vinil-4 reductasa (V4R), capaz de unir efectores tipo hidrocarburo

presente en los activadores XylR y DmpR.

Otro tipo de combinacioén que encontramos en los factores de transcripcion de un
solo componente es la fusion del dominio de unién a ADN con dominios enzimaticos
dotados de actividad catalitica. Como ejemplo tenemos a la proteina LexA (dotada de
un dominio de la familia peptidasa S24), el represor de los genes implicados en respues-
ta a dafio del ADN (regulon SOS), que en presencia de ADN monocatenario y RecA,
cataliza su rotura autocatalitica que elimina su capacidad de union al ADN, permitiendo
la transcripcion del regulon SOS. Otros ejemplos son el represor del operdn de la bioti-
na, BirA que contiene un dominio biotin ligasa C terminal, que en presencia de biotina
sintetiza biotinil-5’-adenilato que unido a BirA mantiene reprimida la transcripcion de
los genes de la biosintesis de la biotina. Otros ejemplos notables son el dominio amino-
transferasa dependiente de pirodoxal fosfato en las proteinas reguladoras de la familia

GntR o el dominio treonin sintetasa restringido al género Pyrococcus.

Respecto de los dominios de union a ADN los andlisis estructurales revelan que
casi el 95% de los factores transcripcionales descritos en procariotas usan el dominio
hélice-giro-hélice en sus diversas versiones (Argos et al., 1983; Bairoch y Rudd, 1995;
Bateman et al., 2000; Branden y Tooze, 1991; Brennan et al.; 1990; Fromknecht et
al.,2003; Harrison y Aggarwal, 1990; Harrison, 1991; Pérez-Rueda y Collado-Vides,
2001; Rousseau et al., 2004; Schevitz et al., 1985).

Destacamos por un lado a aquellos constituidos solo por hélices, desde el tipo
basico de tres hélices (familia Fis, NtcR), al de cuatro hélices (AraC, TetR, LuxR, TrpR,
DnaA), hasta versiones multihélices, muy infrecuentes (el regulador SpoOA de bacterias
Gram positivas formadoras de esporas). Por otro lado tenemos a los dominio hélice-
giro-hélice suplementados con una horquilla con dos hebras 3 en su region C-terminal,
desde la version basica, con 2 hebras B, (Lrp/AsnC, Arg, DeoR, LexA, MCM) o la que
posee ademads una hélice C-terminal extra tras la horquilla (Fur, Mar, GntR, LysR), pa-
sando por las versiones con 3 hebras 3 (ArsR), con 4 hebras (plegamiento tipo CAP, de

la familia de mismo nombre).
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Por ultimo citar variantes muy modificadas de dominios hélice-giro-hélice como
el de la familia MetJ-Arc en el que la primera hélice se sustituye por una hebra B, o el
de la familia MerR igual al anterior respecto a la primera hélice, pero dotada ademas de
la horquilla con 2 hebras 3 caracteristicas y una hélice C-terminal que suple estructu-
ralmente la falta de la primera (Aravind et al., 2005).

Los activadores AAA+ son proteinas modulares generalmente constituidas por 3
dominios: el N terminal o dominio regulador, el dominio central o AAA+, catalitico, y
el dominio C terminal o de uniéon a ADN. En algunos reguladores puede faltar el domi-
nio N o el C terminal. Segin su composicion de dominios y principalmente su meca-

nismo regulador, estos activadores se clasifican en 5 grupos, del T al V.

El dominio de unién a ADN es de tipo hélice-giro-hélice y confiere la especifi-
cidad de unién al enhacer. Como las secuencias enhacer suelen tener una simetria bina-

ria, la mayoria de los AAA+s se une al ADN inicialmente como dimeros.

Los activadores del holoenzima con 6>* comparten el tipo de dominio catalitico,
muy conservado, que da nombre a la familia, el dominio AAA+ que porta la actividad
ATPiésica y contacta directamente con . La caracteristica estructural unificadora de
los activadores AAA+ es que tal como sugiere la estructura resuelta de PspF de E. coli,
son dimeros en su estado "basico" pero que generalmente se deben ensamblar 3 dimeros
para formar un oligdmero hexamérico, de aspecto anillado, necesario para la actividad.
Este requerimiento probablemente se deba a la organizacion del sitio catalitico ATPasi-
co que se forma en la interfase entre protdmeros adyacente. Este hecho justificaria la
unién del activador a varias secuencias de ADN enhacer adyacentes (Morett y Segovia,
1993; Wigneshweraraj et al., 2005).

Dependiendo del dominio regulador, N terminal, podemos encontrar varias vias

de regulacion en estas proteinas.

a) Regulacion por fosforilacion. La mayoria de los miembros del grupo I de ac-
tivadores AAA+ pertenecen a los sistemas reguladores de dos componentes y poseen un
dominio receptor que se fosforila por la correspondiente proteina quinasa sensora que
capta la senal ambiental especifica. El dominio receptor controla el rendimiento del do-
minio AAA+ ya sea positivamente como en el caso de NtrC (proteina C reguladora de
nitrogeno), o negativamente como en el caso de DctD (proteina D de transporte de 4ci-
dos dicarboxilicos). Parece que el dominio receptor controla la actividad del activador
mediante la modulacion del estado de oligomerizacion del dominio AAA+. Por ejem-
plo, se ha demostrado que en NtrC la fosforilacion de su dominio receptor estimula la
oligomerizacion del dominio AAA+. Ademas, la estructura de NtrC1 de A. aeolicus

muestra que se requieren reordenamientos mayores de los dominios receptores para
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disparar la oligomerizacion de los dominios AAA+, lo que subsecuentemente configura
el sitio activo para la hidrolisis del ATP. Otros activadores AAA+ del grupo I tales co-
mo LevR de B. subtilis portan un dominio de regulacion fosfotransferasa (PRD) que se

regula mediante fosforilacion / defosforilacion de residuos conservados de histidina.

b) Regulacion por moléculas efectoras. Los activadores AAA+ del grupo II se
regulan por la union directa de un efector al dominio regulador que es un SMBD. Hay
dos tipos de dominios reguladores de grupo II: el dominio PAS, por ejemplo la proteina
RocR (proteina reguladora de los operones roc) de B. subtilis y el dominio V4R del que
los ejemplos mejor estudiados son XylR (Xylene catabolism regulatory protein) y
DmpR (Dimethylphenol catabolism regulatory protein) de Pseudomonas putida. El do-
minio V4R regula directamente la actividad ATPasa del dominio AAA+, pues proteinas
mutantes XylR y DmpR sin dominio V4R mostraban actividad ATPasa constitutiva y

eran activos para la activacion de la transcripcion (Wigneshweraraj et al., 2005).

¢) Regulacion mediante interacciones proteina-proteina. El grupo III de activa-
dores se regulan mediante interacciones directas proteina-proteina, via dominio GAF.
Como paradigma de este grupo podemos tomar a NifA que regula la fijacion de nitro-
geno y que se ha estudiado bien en numerosos grupos de gram negativos. En repuesta a
sefiales ambientales, la actividad de NifA se regula negativamente en algunas bacterias

por interaccion directa con NifL.

El grupo IV de activadores AAA+ son una excepcion pues carecen del dominio
regulador N terminal. Los miembros del grupo IV como los del III se regulan mediante
interacciones directas proteina-proteina. El miembro mejor caracterizado del grupo IV
es PspF (phage shock protein F) de E. coli. PspF activa la transcripcion de los genes psp
que se relacionan con la adaptacion celular a cambios en la integridad de la membrana.
PspF es activo constitutivamente y se regula negativamente por la interaccion con PspA.
PspA actlia directamente con PspF inhibiendo la actividad ATPasa de éste ultimo
(Wigneshweraraj et al., 2005).

1.3. Fases tempranas en la transcripcion bacteriana.

El inicio de la transcripcidon es un proceso intrincado que implica varios pasos.
Después de la union de la ARN polimerasa al promotor, el complejo inicial que se ha
formado sufre una serie de cambios antes de que la polimerasa pueda abandonar el pro-
motor como un complejo de elongacion que se desliza sobre el ADN transcribiéndolo.
Brevemente, la ARN polimerasa inicialmente se une al promotor (P) como un "comple-
jo cerrado" (RPc). A continuacion, la separacion de las cadenas del ADN en el centro

activo del enzima, conduce a la formacién de un "complejo abierto" (PRo) el cual, en
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presencia de los cuatro nucledsidos trifosfatados, continia hacia un "complejo inicial”
(RPinic). El complejo inicial puede verse temporalmente afectado por un proceso itera-
tivo transcripcionalmente ineficaz o silencioso, durante el que genera y libera cadenas
cortas de ARN. Este ciclo abortivo finaliza cuando la ARN polimerasa logra romper sus
contactos con el promotor, liberando al factor sigma y abandonando al promotor progre-
sando sobre el ADN como un complejo de elongacién productivo. El proceso general

puede esquematizarse como:
RNAP + P <---> RPcerrado <---> RPabierto <---> RPinic ----> COMPLEJO DE ELONGACION

La eficiencia de la transicion de un complejo al siguiente es diferente para los
distintos promotores. Asi, la fuerza de un promotor recae sobre la eficiencia combinada
de cada uno de los pasos descritos, de modo que la menor eficiencia de uno de ellos sera
un paso limitante y actuard como un cuello de botella en el proceso. Como consecuencia
el inicio de la transcripcion puede modularse mediante reguladores que pueden afectar a
cada una de las etapas de esta transicion. Muchos activadores transcripcionales actiian
acelerando uno o varios pasos limitantes, con mas frecuencia en el paso inicial de unién
de la ARN polimerasa al promotor o en la transicion de complejo cerrado a complejo
abierto. También se ha considerado que los represores actiian limitando el acceso de la
ARN polimerasa al promotor (inhibicion de la formacion del complejo cerrado) y mu-
chos represores usan de hecho esta via, sin embargo existen represores que permiten la
unién simultanea de ARN polimerasa al promotor aunque de un modo en el que no se

alcanza la fase de elongacion, tal como trataremos mas adelante (Rojo, 1999).

Aunque o°* se una al mismo tipo de nicleo ARN polimerasa que los miembros
de la familia ¢'°, cada clase de factor o confiere propiedades diferentes al holoenzima.
El holoenzima con o'’ transcribe desde promotores con motivos de reconocimiento
conservados centrados en las posiciones -35 y -10 respectivamente, delante del sitio de
inicio de la transcripcion, en la posicion +1; mientras que la forma alternativa del
holoenzima que contiene a o>* dirige la transcripcioén desde promotores con motivos
conservados de reconocimiento en las posiciones -24 y -12 respecto del punto de inicio

de la transcripcion en posicion +1.

El holenzima ¢’°-ARN polimerasa inicia la transcripcion en ausencia de activa-
dores y en caso de que participen, la activacion de la transcripcion suele ocurrir median-
te interacciones entre el holoenzima y la proteina activadora, unida ésta ultima mas o
menos cerca de la zona del -35 del promotor. El ejemplo clasico y mejor conocido lo
constituye CAP (“Catabolite Activator Protein”) de E. coli. En la activacion de la trans-

cripciéon mediante CAP desde promotores de clase I, el sitio de uniéon de CAP (centrado
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en la posicion —61.5) estd situado delante del sitio de la ARN polimerasa y la activacion
implica una interaccién simple proteina-proteina entre CAP y 6'°-ARN polimerasa que
conlleva el aumento de la tasa de formacion de complejos cerrados sobre el promotor,
es decir aumenta la afinidad por el promotor, lo que se traduce en un aumento de la tasa
de transcripcion basal. En la activacion de la transcripcion mediante CAP desde promo-
tores de clase II, el sitio de union de CAP sobre el ADN (centrado en posicion —41.5)
solapa con el elemento —35 del promotor y la activacion de la transcripcion implica tres
tipos de interacciones proteina-proteina entre CAP y o'°-ARN polimerasa que ademas
de incrementar la afinidad de 6’°-ARN polimerasa por el promotor, incrementa también

la tasa de isomerizacion de complejo cerrado a complejo abierto (Lawson et al., 2004).

Por el contrario, el holoenzima o°*-ARN polimerasa, en ausencia del correspon-
diente activador transcripcional, permanece en el promotor como complejo cerrado. La
isomerizacion del complejo cerrado a un complejo abierto es estrictamente dependiente
de una amplia clase de proteinas activadoras, dependientes de hidrolisis de ATP. Los
activadores del holenzima o”*-ARN polimerasa no se unen al ADN cerca del promotor,
como lo suelen hacer los activadores que afectan a '°-ARN polimerasa, sino que se
unen a secuencias llamadas enhacers localizadas a unos 100 o 150 pares de bases del
+1. A estas proteinas se les denomina proteinas de union a enhacers (EBP). Estos acti-
vadores no actuan incrementando los niveles de transcripcion basal, sino que son total-
mente necesarios para la formacion del complejo abierto y por tanto para que la trans-

cripcion tenga lugar.

Las proteinas de deformacion del ADN, por ejemplo IHF o ArgR (represor de la
Arginina en E. coli), participan en la transcripcion mediada por o> permitiendo la for-
macion de lazos en el ADN que permiten la aproximacion y el contacto del activador
unido al enhacer con 6>*-ARN polimerasa unida al promotor como complejo cerrado,
separados por unos 100 a 150 pares de bases (Pérez-Martin y de Lorenzo, 1997). Una
variacion notable la encontramos precisamente en Pseudomonas putida en la que la
transcripcion desde el promotor Pu es dependiente del reclutamiento de o>*-ARN poli-
merasa mediante la proteina IHF, pero la formacion del complejo abierto es también
totalmente dependiente del activador AAA+ XylIR (Bertoni et al., 1998). En algunos
promotores, por ejemplo el del gen nifL en Klebsiella pneumoniae, las proteinas de de-
formacion del ADN no son necesarios y es la curvatura intrinseca del ADN la que faci-
lita la interaccion entre el activador unido al enhacer y el complejo cerrado. El contacto
del complejo cerrado con el activador resulta en una reordenacion de las interacciones
proteina-proteina y proteina-acido nucleico, que conduce mediante la conversion de la
energia quimica derivada de la hidrolisis del ATP a la remodelacion del complejo cerra-

do capacitandolo para adoptar la conformacion abierta, con la separacion estable de las
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cadenas de ADN en las regiones detras del motivo de reconocimiento del promotor —12
(Pérez-Martin y de Lorenzo, 1997;Wigneshweraraj et al., 2005).

Ademas de los mecanismos descritos arriba se ha identificado una posible terce-
ra via de transcripcion bacteriana, la que usa subunidades de tipo o’° pero depende de
secuencias enhacer y activadores que necesitan nucledtidos para la activacion de la
transcripcion (Richard et al., 2003) Tal es el caso de la proteina activadora de union a
enhacer NtcR de Rhodobacter capsulatus, que activa la transcripciéon de o’°-ARN po-

limerasa en lugar de 6°*-ARN polimerasa.

Ademas los activadores que interaccionan con ¢'*-ARN polimerasa lo hacen con
las subunidades o y/o ¢’°, mientras que parece ser que los activadores que contactan
con o”*~ARN polimerasa lo hacen a través de las subunidades B y o>*. Del estudio de
las interacciones entre 6'°-ARN polimerasa y NtcR en Rhodobacter capsulatus se des-
prende que la subunidad 3’ es necesaria y suficiente para la activacion con NtcR, lo que
en efecto estaria apoyando la tesis de una tercera via transcripcional (Richard et al.,
2003).

Por tanto, parece que en bacterias la maquinaria de transcripcion del nucleo
ARN polimerasa actiia al menos en 3 formas diferentes sujetas a mecanismos regulado-

res diferentes (Wigneshweraraj et al., 2005).

1.4. Represion de la transcripcion.

Respecto de la represion, tal como anticipadbamos, cualquier factor que inhiba el
acceso de la ARN polimerasa al promotor puede considerarse como represor. Esta defi-
nicidn incluye no solo a los represores de la transcripcion clasicos, sino también a los
factores antisigma. Un factor antisigma se une reversiblemente al factor ¢ correspon-
diente impidiendo su asociacién con el nucleo ARN polimerasa. De este modo, los
promotores que dependan de una forma de ARN polimerasa unida a ese factor sigma no
se reconoceran adecuadamente y la expresion de los genes correspondientes sera
silenciada. Se han caracterizado numerosos factores antisigma. Algunos ejemplos son
FlgM que inhibe al factor sigma flagelar ¢" (6**) en bacterias gram positivas y gram
negativas; y SpolIAB que inhibe a los factores sigma especificos de la esporulacion ¢
y 6 (Rojo F, 1999). Recordemos que los factores antisigma conocidos estan ligados a
la regulacion de la actividad de 6’ y que hasta la fecha nada parecido se ha encontrado
para o' (Wigneshweraraj et al., 2005).
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En lo que se ha dado en llamar “represion clasica”, la inhibicién de la union al
promotor de la ARN polimerasa se efectuaria habitualmente mediante la union de una
proteina represora a secuencias especificas de ADN llamadas operadores (O) general-
mente situadas en las proximidades el promotor o bien solapadas a él. Esta represion se
eliminaria mediante la adicion del inductor. El ejemplo clésico de represion es el ejerci-
do por Lacl sobre la expresion del operdn lac. En ausencia de inductor, Lacl se une al
operador O1 que solapa con el promotor, inhibiendo la transcripcién unas 20 veces.
Existen otras dos secuencias, O2 y O3, situadas 401 pares de bases detras y 92 pares de
bases delante de O1 respectivamente. Como Lacl es tetramérico, puede unirse simulta-
neamente a O1 y a uno u otro de los sitios O2 y O3 formando un lazo de ADN que mo-

difica la geometria del promotor incrementando la represion unas 50 veces.

Para excluir a la ARN polimerasa del promotor, un represor no tiene necesaria-
mente que unirse a un sitio que solape con la region de unidén de la ARN polimerasa.
Por ejemplo el represor CytR se une a un sitio en -70 en el promotor deo de E. coli,
ayudado de dos dimeros CAP que se unen en -40 y -92 (flanqueando el sitio de CytR).
El represor se estabiliza en el ADN por contactos directos con los dos dimeros CAP. El
complejo inhibidor resultante no solapa con el lugar de unién de la ARN polimerasa. De
hecho, en ausencia de CytR, CAP activa la transcripcion cuando estd unido a la posicion
—40 (tal como ya discutimos). Sin embargo el complejo formado por CytR y los dos
dimeros CAP parecen doblar al ADN de manera que impide la uniéon de la ARN poli-
merasa en el promotor. Ademas CytR enmascara la porcion activadora del CAP unido
en -40, que de otro modo activaria la transcripcion. Por su mecanismo de accidn se pro-

puso a CytR mas que como represor como antiactivador en este promotor (Rojo, 1999).

IcIR inhibe en E. coli la transcripcion del operdn del acetato, aceBAK, en una
segunda via mediante su union a la caja I, situada entre -125 y —99 del promotor de
aceB. La union del represor a la caja I tiene lugar incluso después de la formacion del
complejo abierto, induciendo el desensamblaje de dicho complejo y por tanto la repre-
sion de la transcripcion. En este caso, la localizacion sobre el ADN del dominio C ter-
minal de la subunidad o de la ARN polimerasa (aCTD), se desliza cerca de la caja I,
indicando que la represion estaria causada por una interaccion directa entre el aCTD e

IcIR asociado a la caja I (Yamamoto y Ishihama, 2003).

Finalmente hemos de considerar el efecto represor de la transcripcion ejercido
por proteinas que se unen al ADN en numero relativamente elevado y con baja especifi-
cidad de secuencia. Un ejemplo de este tipo lo constituye la represion del gen dnaA de
E. coli mediante la oligomerizacion sobre €l de la proteina DnaA que obstruye el acceso
de la ARN polimerasa al promotor. Un caso interesante es el de la proteina asociada a
nucleoide, H-NS de E. coli la cual aparte de su papel estructural en la cromatina bacte-

riana, resultante de su capacidad para obligar al ADN a formar superhélices, se sabe que
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disminuye la expresion de muchos genes. A pesar de su poca especificidad de secuen-
cia, se une preferentemente a regiones de ADN que muestran una curvatura intrinseca,
en las que pueden formar complejos nucleoproteicos multiméricos en los que el ADN se
dobla alrededor de la H-NS. Estos complejos pueden reprimir la transcripcion mediante
dos vias: bien bloqueando fisicamente el acceso de la ARN polimerasa al promotor o
bien alterando la topologia del ADN en la vecindad del promotor, dificultando de este
modo el inicio de la transcripcion. Aunque es dificil diferenciar entre ambos mecanis-
mos, parece que el silenciado del promotor bgl de E. coli es un ejemplo de la primera
posibilidad (el sitio de union de la H-NS cubre al promotor), mientras que la represion
del promotor proU de E. coli es un ejemplo de la segunda. Cuando la represion se ejerce
a través de modificaciones en la topologia del ADN, el paso del inicio de la transcrip-
cion se impide no tanto porque la ARN polimerasa no pueda unirse como por la transi-

cion a complejo abierto.

Numerosos represores se unen al ADN en un modo que permite la unién simul-
tanea de la ARN polimerasa al promotor, al menos in vitro. En algunos casos se ha es-
tablecido que en tales complejos ternarios la ARN polimerasa es incapaz de abrir las
cadenas de ADN no pudiendo proseguir hacia un complejo abierto. Sin embargo, como
la formacion de estos complejos ternarios se observé siempre in Vitro, con ensayos de
improntas in vitro con DNAsa I que se efectlian a concentraciones ionicas significati-
vamente mas bajas que las celulares, estas conclusiones hay que tomarlas con precau-
cion. De todos modos, de lo dicho podemos distinguir dos tipos de estos represores: (1)
los que se unen a sitios solapantes (al menos parcialmente) con el sitio de unién de la
ARN polimerasa (-40 a +10 respecto al sitio de inicio de la transcripcion) que podrian o
no formar complejos ternarios estables in vivo, a pesar de formarlos in vitro, y (2) los
que se unen a sitios que no solapan con los de la ARN polimerasa y que no presentarian
problemas para unirse cerca o adyacentes a la ARN polimerasa bajo condiciones de
concentracion ionica elevada (puesto que el modelo de impedimento estérico seria im-
probable en estos represores). Entre el primer grupo tendriamos como ejemplos a los
represores Spo0A del promotor abrB y a MerR en el promotor merT (en ausencia de
mercurio) que se ha mostrado dificultan la transicion de complejo cerrado a abierto. (En
el caso de MerR se ha comprobado por improntas in vivo que represor y ARN polime-
rasa se unen simultdneamente al promotor metT. En el segundo grupo hay también al-
gunos ejemplos como el represor GalR que reprime dos promotores del operon gal, Py y
P, (separados 5 pares de bases), mediante la union a dos operadores, Og y Oy. El opera-
dor Og se localiza en -60.5 y Oy en +53.5. En presencia de la proteina asociada a croma-
tina HU, GalR se une a ambos operadores y genera un lazo de ADN que inhibe la trans-
cripcién desde ambos promotores. Cuando no se forma el lazo, porque HU esté ausente

o porque soélo esté presente el operador OE, GalR no inhibe la unién de la ARN polime-



Introduccion

rasa a los promotores, aunque reprime a P; (no a P,) por dificultar la transicién desde
complejo cerrado a complejo abierto. Hay que sefialar que en este caso, GalR esta unido
en -60.5, posicion propia de la unién de numerosos activadores, sugiere que probable-
mente no inhibe la uniéon de ARN polimerasa incluso en condiciones de alta fuerza i6ni-
ca (Rojo, 1999).

En resumen se puede decir que el proceso de la regulacion de la transcripcion es
sumamente complicado por cuanto no sélo la actividad y ciclo catalitico de la ARN po-
limerasa es muy complejo, sino porque multitud de proteinas interfieren con la trans-
cripcion, estimulandola o reprimiéndola, pero en definitiva alterando el ciclo transcrip-
cional. No deja por ello de ser sorprendente el grado de especializacion alcanzado por
los reguladores transcripcionales para modular la expresion génica, sino también como
estos procesos se engloban en circuitos complejos que modulando la expresion de los
genes, permiten a las bacterias responder a los cambios ambientales. El interés del gru-
po por el conocimiento global de estas cuestiones se plasmo en la construccion de la
base de datos AraC/XylS (Tobes y Ramos, 2000), que reunia el conocimiento disponi-
ble acerca de los reguladores pertenecientes a esta familia de activadores de la trans-
cripcion.

En este ambito de interés, en la presente Tesis Doctoral se desarrolla una herra-
mienta informatica en el campo de las bases de datos, BacTregulators (Martinez-Bueno
et. al, 2003), que incluye a la familia AraC/XylS, a la familia TetR, objetivo concreto de

esta Tesis, y actualmente a la nueva aportacion la familia IcIR.

Simultdneamente a la realizacion de esta tarea, la conclusion del Proyecto de Se-
cuenciacion del genoma de Pseudomonas putida KT2440 nos permitio, detectar, descri-
bir y estudiar los factores ¢ presentes en el mismo, también mediante aproximaciones
bioinformaticas, trabajo que se incluye como ultimo capitulo de la presente Tesis Doc-

toral.
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Objetivos

En este trabajo podemos diferenciar 3 objetivos principales:

1. Desarrollo de la base de datos BacTregulators.
2. Definicion y estudio de la familia TetR de reguladores de la transcripcion.
3. Deteccidn, descripcion y estudio de los factores sigma presentes en el genoma

de Pseudomonas putida K'T2440.
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1. Basquedas por similitud de secuencia.

- BLAST, del NCBI, usado localmente:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sitemap/index.html

- BLAST y PSI-BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov, usados a través de la web.

2. Bases de datos de secuencias de proteinas.

- SWISSPROT, TrEMBL y TrEMBL New del Instituto Suizo de Bioinformatica. Ac-
tualmente UniProt:

ftp://ftp.expasy.org/databases/unipro/current_release/Knowledgebase/taxomonic_divisi

ons/ (solo las categorias de archea y bacteria).

3. Genomas.

- Genoma de P. putida KT2440 (TIGR; Julio de 2002): http://www.tigr.org.
- Genoma de P. aeruginosa PAO1 (TIGR; Julio de 2002):
http://www.tigr.org

- Genomas anotados depositados en el NCBI:

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria.

4, Base de datos de Taxonomia del NCBI.

Hemos empleado su jerarquia taxonémica en BacTregulators:

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/taxonomy

5. Cadigo funcional (COG) del NCBI.
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/COQG, archivo “fun.txt”.

6. Alineamientos multiples y construccién de arboles.

- CLUSTALW, http://clustalw.genome.ad.jp/
- MULTTALIN, http://protein.toulouse.inra.fr/

7. Recursos sobre familias de proteinas.
- INTERPRO, http://www.ebi.ac.uk/interpro

- PROSITE, http://www.expasy.org/prosite

- Pfam, http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam

- TIGRfam, http://www.tigr.org/TIGRFAMs
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- Prodom, del INRA, http://protein.toulouse.inra.fr/prodom

8. Prediccidn de estructura secundaria de proteinas.

Me¢étodo de prediccion de estructura secundaria HNN del “Pdle Biolnformatique Lyon-

nais”, http://npsa-pbil.ibcp.fr/

9. pftools: pfmake, pfsearch y pfscale.
http://www.isrec.isb-sib.ch/ftp-server/pftools

"pfmake", herramienta de construccion del perfil.

“pfsearch”, herramienta que enfrenta un perfil contra bases de datos.

“pfscale”, herramienta de calibracion del perfil.

10. Estudio tridimensional de moléculas.

-Los archivos “.pdb” del Protein Data Bank (PDB):
http://www.rcbs.org/pdb

- Los visores de estructura tridimensional, WebLab Viewer Lite, (ya no disponible) y

Swiss-PDB-Viewer, http://us.expasy.org/spdbv/

-Programa CE (Combinatorial Extension), para superposicion de estructuras tridimen-
sionales, http://cl.sdsc.edu/ce.html

11.  Programas propios.

Para afrontar los problemas concretos que iban surgiendo durante la realizacion
del trabajo hemos construido numerosas aplicaciones. Para la escritura del codigo de
estos programas se han usado lenguaje C y como compilador Dev-C++. Las aplicacio-

nes mas destacables son:
- "Sequniq" que integra un conjunto de secuencias en un grupo no redundante.
- “Provalidator” automatiza el proceso de validacion de un perfil.

- "Calculavectores" que permite realizar calculos geométricos con los atomos de una

molécula a partir de su archivo ".pdb".

- Programa de célculo de la frecuencia de aminoacidos en cada una de las posiciones de
contacto con el ADN en el alineamiento multiple del dominio de unién a ADN de los
miembros de la familia TetR (Tabla 31).

- Programa para identificar los factores ¢ potenciales de P. putida KT2440 a partir de
las salidas del BLAST local para las secuencias anotadas como factores ¢ en SwissProt
y en P. aeruginosa PAO1 contra el genoma de P. putida KT2440.
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12.  SQL como gestor de la Base de Datos BacTregulators, Apache como pro-
grama Servidor y PHP para programar las Entradas de BacTregulators.
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4.1. Resumen

Cuando se inici6 la elaboracion de esta parte de la Tesis Doctoral ya existia la
Base de datos AraC-XylS (Tobes y Ramos, 2002). Se decidio la construccion de la Base
de datos BacTregulators (www.bactregulators.org) como herramienta para recoger e
integrar la informacion disponible acerca de las proteinas pertenecientes a distintas fa-
milias de reguladores transcripcionales de procariotas. Se convirtié al nuevo formato
una version actualizada de AraC-XylS y como trabajo de esta Tesis Doctoral, se decidio

la inclusion de la familia TetR de reguladores de la transcripcion.

Las proteinas incluidas en BacTregulators se identificaron mediante la explora-
cion de los 123 genomas disponibles en las bases de datos SWISS-PROT y TrEMBL en
2004 utilizando perfiles que definian a estas familias. Como resultado del proceso de
integracion, a finales de 2004 la base de datos incluia 1933 proteinas diferentes de la
familia AraC-XylS y 2353 de la familia TetR. La definicion de una entrada en BacTre-
gulators se basa en la secuencia de la proteina, el organismo de origen, el elemento de
genoma en el que se localiza el gen y la posicion del gen en el genoma. La base de datos
BacTregulators proporciona una herramienta innovadora que permite obtener un infor-
me con los datos correspondientes a las entradas relacionadas por similitud de secuencia
con la entrada de la peticion. BacTregulators detecta y clasifica los reguladores pertene-
cientes a las familias AraC-XylS y TetR presentes en los genomas procariotas contribu-
yendo asi a una anotacion mas segura de los reguladores en los genomas. La informa-
cion recogida sobre cada proteina puede ser util para caracterizar un nuevo regulador o

compilar informacién acerca de las propiedades bioldgicas de un regulador ya conocido.

4.2. Introduccion

El mecanismo mas importante que las bacterias usan para adaptar su fisiologia a
las variaciones de las condiciones ambientales se basa en la regulacion de la transcrip-
cion (Ramos et al., 1997, 2001; Ishihama, 2000). Los reguladores de la transcripcion
proporcionan un "ajuste fino" de la expresion génica para afrontar cambios ambientales
especificos y condiciones de estrés, el cual se logra mediante la accion conjunta de fac-
tores sigma que confieren selectividad de promotor y de reguladores transcripcionales
que modulan la actividad de la ARN polimerasa (Ramos et al., 1997; Gallegos et al.,
1997; Rojo, 1999; Vicente et al., 1999; Ishihama, 2000; Wigneshweraraj et al., 2005).
Desde 1990 cuando Ramos y colaboradores describieron la incipiente familia
AraC/XylS, ésta se ha actualizado y ha sido objeto de revisiones sucesivas (Gallegos et

al., 1997; Egan, 2002). La informaciéon mas reciente se ha recopilado en la Base de
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datos AraC-XylS (Tobes y Ramos, 2002). En un esfuerzo por comprender las redes de
regulacion que implican a reguladores pertenecientes a diferentes familias, se decidio
extender la base de datos incorporando a otras familias de reguladores. Este nuevo en-
foque pretende ayudar a definir las redes de regulacion que controlan las respuestas de
los microorganismos a los diferentes desafios ambientales. Ademas, la irrupcion de
genomas secuenciados de procariotas estd dando lugar a un crecimiento exponencial en
la cantidad de secuencias de proteinas disponibles, pero por el contrario, la adquisicion
experimental de informacion sobre estas proteinas es relativamente limitada. La infor-
macion recogida en la base de datos BacTregulators puede ser util para disefiar ensayos
de identificacion de funcion, asi como para facilitar la anotacion de genes en los nuevos

genomas disponibles.

Por otro lado, los datos procedentes de los genomas secuenciados, a menudo no
estan integrados, requiriéndose un esfuerzo adicional para evitar la redundancia. Bac-
Tregulators se ha creado con la intencion de integrar la informacion sobre reguladores
procariotas del NCBI y de las bases de datos de proteinas SWISS-PROT y TrEMBL.

La base de datos BacTregulators recopila datos de tres familias de reguladores:
AraC-XylS, TetR e IcIR. La informacion de los miembros de la familia AraC-XylS se
ha actualizado y en este momento (Noviembre 2005) abarca 1933. Dichas secuencias se
han obtenido explorando los genomas de bacterias y arqueas incluidos un la base de
datos RefSeQ NCBI y de las bases de datos de proteinas SWISS-PROT y TrEMBL

(SPTR). Las secuencias se han integrado en un conjunto no redundante.

La familia a la que ha contribuido esta Tesis Doctoral es TetR, mientras que el
trabajo de A.J. Molina-Henares esta contribuyendo a la de IcIR. En esta Tesis Doctoral
se ha desarrollado el perfil para TetR, que se ha validado y se ha usado para detectar las
proteinas TetR tanto en genomas como en la base de datos SPTR. Ademas las hemos
reunido en un conjunto no redundante de 2353 secuencias pertenecientes a la familia
TetR.
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4.3. Métodos v sistemas de analisis

4.3.1. Seleccion de un conjunto de proteinas no redundante de cada familia me-
diante analisis de las bases de datos SPTR y NCBI.

El primer paso en el desarrollo de BacTregulators fue seleccionar los conjuntos
de reguladores de la transcripcion con los perfiles que definian a cada familia (Gallegos
et al., 1997; Tobes et al., 2004). El examen incluy6 busquedas en SPTR y en todos los
genomas completos de proyectos de secuenciacion (disponibles en el sitio de recursos
de genomas microbianos del NCBI). El proyecto HAMAP (High-quality Automated
and Manual Annotation of Microbial Proteomes) (Gattiker et al., 2003) tiene como ob-
jetivo la anotacion automatica en SWISS-PROT de un porcentaje significativo de pro-
teinas procedentes de los proyectos de secuenciacion de genomas de bacterias y ar-
queas. El proyecto HAMAP ha iniciado un proceso de incorporacion de los reguladores
de la transcripcion desde la secuencia de genomas secuenciados a SPTR. En la actuali-
dad, el solapamiento entre conjuntos de secuencias de proteinas reguladoras detectado
en SPTR y en los proyectos de secuenciacion de genomas es solo parcial. Por esa razon
fue necesario desarrollar una herramienta que integrase las secuencias de proteinas de
SPTR con las procedentes de los genomas disponibles en el NCBI en un conjunto no
redundante para cada familia (Figura 1). Esta informacion estd disponible en el sitio

web de BacTregulators (www.bactregulators.org).

4.3.2. La entrada en BacTregulators.

La extraccion de informacion sobre reguladores es una tarea lenta y com-
pleja. Cuando se extraen datos acerca de un regulador siempre es posible asignarlos a
una secuencia de proteina y a un microorganismo. Ademas, si el microorganismo se ha
secuenciado, podemos asignar la informacioén a una proteina codificada por un marco
de lectura abierto concreto localizado en una posicion precisa en un elemento de geno-

ma.

La expansion en la disponibilidad de genomas secuenciados enfatiza la impor-
tancia de los datos gendmicos en la definicion de una proteina. Por otro lado, para ase-
gurar flexibilidad y precision en la base de datos es necesario mantener la informacion
al maximo nivel de dispersion, considerando que es sencillo combinar informacién
atendiendo a caracteristicas comunes pero que es muy complejo separar informacién

una vez mezclada.
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Figura 1. Integracion de las secuencias de proteinas de SPTR con las procedentes de los genomas dispo-
nibles en el NCBI en un conjunto no redundante para cada familia.

Asi, la definicidon de una entrada en BacTregulators se fundamenta en la secuen-
cia de la proteina, el organismo de origen, el elemento de genoma (cromosoma, plasmi-
do, fago, etc) y la localizacion especifica del gen en su elemento de genoma correspon-
diente (Figura 2).

El microorganismo origen se registra de acuerdo al criterio taxonomico de la
base de datos taxonomica del NCBI  (Wheeler et al., 2000)
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/taxonomy/).

Ademas, la base de datos BacTregulators almacena la estructura del arbol taxo-
némico haciendo asi posible acceder al linaje de cada microorganismo origen. Las pro-
teinas con diferencias en alguno de estos cuatro niveles se cargan como entradas dife-

rentes (Figura 3).

De esta manera el numero de entradas en la base de datos BacTregulators (8557)
es mayor que el nimero de secuencias (4286) puesto que varias entradas pueden com-
partir la misma secuencia. Sin embargo todas las entradas con la misma secuencia estan

interconectadas.

La mayoria de las entradas incluidas en BacTregulators se han generado
automaticamente tras la busqueda con los perfiles para las familias AraC-XylS y TetR
en las bases de datos SWISS-PROT, TrEMBL y TrEMBL-new (Boeckmann et al.,
2003) y los proteomas completos disponibles en el Refseq NCBI ““Microbial Genomes
Resources” (Pruitt and Maglott, 2001).
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Definicidon de nuevo registro:

e Secuencia de
proteinas [a[c [ eTu]c]ale]1]
¢ Nivel taxondmico . ‘
SIoN X X )

¢ Elemento de genoma
e Posicion O

Figura 2: Cada entrada BacTregulators se define atendiendo a la secuencia de la proteina, la clasificacion
taxonomica del organismo origen, el elemento de genoma y la posicion en la que se sitia el gen corres-
pondiente.

La generacion automatica de entradas fue diferente dependiendo de la base de
datos origen. Cuando la proteina procedia de la base de datos de genomas microbianos
del NCBI, el proceso fue simple: cada regulador detectado en un proteoma y correspon-
diente a un genoma completo origin6 una entrada con informacioén concerniente a cada
uno de los 4 niveles de definicion (secuencia, organismo origen, elemento de genoma y

posicion en el elemento de genoma).

Sin embargo si la base de datos origen fue SPTR, el proceso fue mas complejo.
La primera diferencia fue que la definicion de una entrada en la base de datos SPTR
s6lo se basa en secuencia de proteina (Boeckmann et al., 2003), en consecuencia una
misma entrada SPTR puede corresponder a mas de un organismo y mas de un elemento
de genoma. Otra diferencia a tener en cuenta es la posibilidad de redundancia, espe-
cialmente entre las entradas de TrEMBL y TrEMBL-new (Gattiker et al., 2003). Asi
para la generacion automatica de entradas de la base de datos BacTregulators desde la

base de datos SPTR hemos usado la siguiente estrategia:

(1) Si la entrada SPTR correspondia a un solo organismo y a un solo elemento

de genoma, se generaba una sola entrada en BacTregulators.

(2) Si la entrada SPTR correspondia a mas de un organismo o a mas de un ele-
mento de genoma, se originaron tantas entradas en BacTregulators como fueron necesa-
rias. Para evitar la redundancia, la presencia de cada entrada generada en la base de da-

tos se examin6 antes de su inclusion como una entrada nueva en BacTregulators.
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Figura 3: Dos secuencias idénticas pueden pertenecer a entradas diferentes dependiendo de las diferen-
cias en cualquiera de los cuatro niveles que definen a la entrada BacTregulators: secuencia de la proteina,
organismo origen, elemento de genoma y posicion. En esta figura, por ejemplo, las entradas 1 y 2 com-
parten la misma secuencia pero difieren en los otros 3 niveles, el organismo origen, el elemento de geno-
ma y la posicion en la que el gen que codifica a la proteina se sitta.

Durante la fase de extraccion de datos de los trabajos publicados, el mantenedor
de la base de datos asigna la informacién a la entrada apropiada, usando herramientas
disefiadas especificamente para esta tarea. Si ocasionalmente la entrada apropiada no
estd incluida en la base de datos, el mantenedor puede crear entradas adicionales para
asignar la informacion extraida de las referencias. Aunque el trabajo de inclusion de
nuevos datos de conocimiento y secuencias es continuo, se incorporarian a BacTregula-
tors mediante actualizaciones periddicas con el fin de asegurar la integridad y calidad de

los datos.
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4.4. Resultados

4.4.1. Informacién contenida y estructura de la base de datos BacTregulators.

La estructura de la base de datos BacTregulators estd especialmente disefiada
para incluir datos procedentes de genomas. La informacion se almacena en una forma
altamente estructurada, organizada en 158 campos agrupados en 26 tablas en una base
de datos administrada mediante el sistema MySQL y el lenguaje PHP. En el Anexo I de
esta Tesis Doctoral se presenta al organizacion de Tablas y Relaciones en BacTregula-

tors.

La base de datos contiene 3 tipos de datos: (1) secuencias, (2) conocimiento y

(3) referencias.

(1) La informacion concerniente a las secuencias se ha tratado mediante integra-
cion, filtrado y examen de cada secuencia de proteina. Se proporcionan tres conjuntos

no redundantes de secuencias de proteinas para cada familia de reguladores:

i. El conjunto completo de secuencias de proteinas obtenido de las bases de da-

tos SPTR y genomas procariotas del NCBI.

ii. El conjunto de secuencias de proteinas procedentes de las bases de datos
SWISS-PROT, TrEMBL y TrTEMBL-new.

iii. El conjunto de secuencias de proteinas procedentes de los genomas procario-
tas del NCBI.

Como en la base de datos AraC-XylS descrita previamente (Tobes y Ramos,
2002), también se proporciona estos tres conjuntos de secuencias separadas por domi-
nios (uniéon a ADN, N-terminal y C-terminal), resultando un total de 9 subconjuntos de

secuencias para cada familia de reguladores.

(2) En BacTregulators el proceso de extraccion de conocimiento combina proce-
dimientos automaticos y manuales. Algunos datos asignados a cada entrada se han ob-
tenido automaticamente de las bases de datos SPTR y del NCBI Microbial Resources
(ver mas adelante). El resto del conocimiento se ha extraido manualmente de referencias
bibliograficas. Para el conocimiento extraido manualmente hemos adoptado una estruc-
tura especial correspondiente a datos de texto, usando el parrafo como unidad de infor-
macion, estando cada parrafo referenciado individualmente. Esta estructura identifica el
origen de cada porcion de conocimiento. Durante la extraccion manual de conocimien-
to, hemos diseccionado los datos experimentales que apoyan lo dicho en cada parrafo.

Este tipo de datos de conocimiento se ha llamado "evidencia experimental" y reciben
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un tratamiento especial en la base de datos. Cuando hay evidencia experimental que
apoya el conocimiento expresado en un parrafo, se muestra un anclaje a dicha eviden-

cia. Estos datos son ttiles para evaluar la fiabilidad del dato de conocimiento.

(3) Cada parrafo se referencia y se ancla al Abstract de Medline correspondiente.
Actualmente la base de datos de referencias contiene 457 referencias correspondientes a
la familia TetR.

El sitio web de BacTregulators también proporciona tutoriales e informacion

grafica de la estructura tridimensional de las proteinas que se hayan cristalizado.

4.4.2. Acceso a la informacion en BacTregulators.

La informacion contenida en la base de datos BacTregulators es accesible por
varias vias. Los datos se pueden buscar mediante el identificador BacTregulators o bien
por el correspondiente identificador SWISS-PROT-TrEMBL o NCBI. La busqueda me-
diante familia, microorganismo, nombre y COG permite al usuario obtener conjuntos
especificos de proteinas. Por ultimo, el uso de busquedas de texto en todos los campos
de la base de datos permite resultados mas flexibles. La base de datos de referencias se
puede consultar independientemente mediante busqueda de texto.

La informacion acerca de una entrada concreta se muestra en cuatro secciones
(Figura 4).

(1) La primera seccion (barra azul vertical) muestra los datos que definen a la
entrada: identificador de secuencia, organismo origen, elemento de genoma y posicion

en dicho elemento.

(2) La segunda seccion (barra verde azulada vertical) contiene los datos obteni-
dos automaticamente de otras bases de datos: niumero de acceso SPTR o NCBI, base de
datos origen, nombre completo de la proteina y nombre corto, nombre del gen, orienta-
cion del gen, codigo COG, codigo funcional del NCBI y ultima actualizacion de esos

datos.

(3) La tercera seccion (barra verde vertical) muestra el conocimiento extraido
manualmente de articulos publicados. Este conocimiento se estructura en los siguientes
campos: funcidn, genes regulados, redes de regulacion, efectores, posicion y orientacion
del gen, promotores de los genes regulados, promotores del regulador, dependencia de

factores sigma, patogenicidad, aplicaciones, datos sobre mutaciones, estructura 3D, oli-
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gomerizacion, similitudes, comentarios y ultima actualizacion de estos datos obtenidos
manualmente (Tobes y Ramos, 2002). Para cada uno de estos campos de conocimiento
se proporciona archivos de texto descargables con la informacion correspondiente a
cada campo.

(4) La ultima seccion (barra naranja vertical) proporciona acceso a la informa-
cion relacionada con la secuencia de la proteina, tanto a la secuencia completa como a
los 3 fragmentos de la misma, N-terminal, secuencia conservada (normalmente la del
fragmento de unién a ADN) y secuencia C-terminal. Por ultimo la subseccion de simili-
tud por BLAST permite al usuario acceder a un archivo con el resultado de la compara-
cion mediante BLAST de la secuencia de la proteina de la entrada con la del resto de los

miembros de la familia, y una lista de entradas de secuencia similar ordenada mediante
el valor E de BLAST.

4.5. Discusion

4.5.1. Integracion del conocimiento modificable en el paso de recuperacion.

Cuando los usuarios acceden a una entrada concreta, el conocimiento asociado
con las entradas relacionadas puede ser 1til para inferir caracteristicas funcionales. Este
concepto fue la base para disefiar una herramienta innovadora que presenta al usuario un
informe integrado de un conjunto de varias entradas relacionadas con una entrada ini-
cial. Aunque la informacién se sigue manteniendo al maximo grado de dispersion aso-
ciada con cada entrada, la informacién correspondiente a un conjunto dado de entradas
relacionadas se puede combinar en el paso de la recuperacion. Se ha considerado la
similitud entre secuencias como el criterio clave para definir un grupo de entradas rela-
cionadas. De este modo, el nivel de integracion del conocimiento puede ajustarse por el

usuario actuando sobre los parametros de similitud y de nivel taxonémico.

Para que el usuario seleccione el conjunto de entradas relacionadas, se le mues-
tra una lista con todas las entradas de BacTregulators con una similitud significativa
(valor E) con la secuencia inicial. Todas las entradas que comparten la misma secuencia

que la inicial se muestran con fondo amarillo.

En un primer paso, el usuario selecciona un valor de E como el umbral para de-
finir el conjunto de secuencias relacionadas. En un segundo paso, este conjunto puede
limitarse mediante criterio taxondmico: el usuario elige el nivel taxondémico requerido

para la inclusién de una entrada en el conjunto de entradas relacionadas. El linaje co-
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rrespondiente al microorganismo origen de la entrada inicial se muestra para permitir al
usuario afinar los limites taxonémicos (Figura 5). Una vez definidos el umbral de simi-
litud y los limites taxonémicos, se muestra un informe integrado del conjunto de entra-
das seleccionadas. Los datos se muestran en campos en secciones diferentes. Cada sec-
cion incluye los datos de un campo en todas las entradas del conjunto. El identificador
de entrada de BacTregulators se indica al inicio de cada parrafo. Una lista de las entra-

das integradas también es accesible en la pagina del informe (Figura 6).

Es incuestionable que las proteinas ortdlogas a menudo comparten muchas ca-
racteristicas funcionales. De ahi que el inferir una funcién a partir de la similitud de
secuencia (Gattiker et al, 2003) adquiere un sentido particular para las proteinas ort6lo-
gas. Sin embargo en la practica, es extremadamente dificil definir proteinas ortélogas.
Hemos evitado este problema permitiendo al usuario elegir un conjunto de entradas del
que se puede inferir la funcion. Esta herramienta puede servir de ayuda al usuario a la
hora de decidir la posible funcion de un regulador de funcion desconocida. Asi un con-
junto de entradas con una secuencia similar pueden incluir algunas entradas con fun-
cion definida y otras entradas con funcién desconocida. Si la funcién es similar en to-
das las proteinas caracterizadas del grupo, seria probable que las proteinas no caracteri-

zadas posean también una funcién similar.

La herramienta que describimos aqui, facilita la seleccion de agrupamientos fun-
cionales de entradas para las que el conocimiento puede ser propagado a entradas con

funcioén no publicada.

BacTregulators esta especialmente ideada para detectar los reguladores en los
genomas procariotas y clasificarlos en familias. BacTregulators facilita la anotacion
segura de los reguladores en los genomas. Ademas la informacion recogida para cada
proteina de una familia puede ser util para los investigadores que deseen caracterizar un

nuevo regulador o investigar las propiedades biologicas de un regulador conocido.

38



Capitulo 1

click here to retrieve data from entries whose sequence is similar to entry 1 al registro n°® 1

.
.
.

BacTregulators

Haciendo clic aqui
el usuario puede
obtener un informe
integrado con datos
de proteinas cuya
secuencia es similar

BacTregulators Entry No. 1 Te t‘R f'a;m l |y'

Sequence:

1

Taxonomy: Los datos que definen un registro
Escherichia coli 06 en BTR estan en la seccion

Genome Element: con barra vertical azul oscuro
Undefined
Position:

Undefined

Accession Number:

P34000

Source Database:

Swiss-Prot |

Protein Name: Los datos que se obtienen
Potential acrAB operon repressor automéaticamente estan en

Protein Short Name: L la seccion con barra azul claro
ACRR_ECOLI

Gene Name:
ACRR OR B0464 OR C0582 OR SF0409
Automatically obtained data last update:
06-21-2003

Activator or repressor:

Repressor

Function:

AcrR repr )ts own expression. [References: 1]

Los datos de conocimiento obtenidos
manualmente por el experto estan

AcrR represses the expression of the acraB operon. [Referen: en la seccién con barra verde

N

The expression of the gene micF could be under the AcrR

Regulated genes:
AcrR represses the expression of the acrAB operon. [References: 1]

The operon acrAB encodes the AcrAB multidrug efflux pump. [References: 2]
The acrAB operon does not contains a gene coding for an outer membrane channel. [References: 152]
TolC is required as a component of the AcrAB efflux machinery Talc i lated hy Mard [0 ofs 146l

Cada parrafo es referenciadoy  fae
enlazado a un articulo de Medline

AcrA is a periplasmic lipoprotein whose amino-terminus is ¥ brane
fusion proteins family (MFP). [References: 2]

The TolC channel-tunnel spans the bacterial outer membrane
multidrug efflux pump. [References: 153]

In the mature AcrA sequence, two hydrophobic regions exist near the N and C termini. These regions are universally present
among MFP members and may serve as regions for interaction with cytoplasmic and outer membrane components of the
pump. [References: 152]

. .
. .
. .

|Evidences: 143

MarA seems not to be essential for the transcriptional activation of acrAB. [References: 123] [Evidences: 148]

The quorum sensing regulator SdiA also controls the expresién of the AcrAB multidrug efflux pump confering resistance against
quinolones. [References: 145]

The acrAB expression is influgnceqﬂ by the growth rate. In slp - eased,
Loen .r?ume[;iséxzcoe A sl ! Algunos parrafos estan enlazados
’ e a evidencias experimentales que

Glucose limitation increased the level of acraB expression, at sl @apoyan estos datos de conocimiento
limitation. This suggest that cAMP may act, via CRP, as a positi'
[References: 148]

< 144]

Transcription of acrAB, upregulated by slow growth, is typical of a gearbox regulated gene and it is interesting to note that the
-10 region of the acrAB promoter sequence (-CGAGGTTT-) resembles a gearbox-type sequence homology rather than a
sigma-70 consensus sequence. [References: 148]

Slow growth regulation of acraB is not controlled by RpoS. [References: 148] [Evidences: 145]

Effectors: molecules and conditions (temperature, pH...):
General stress consitions increased transcription of acrR even more stmw\an that of acrAB. [References: 1]

Orientation and position:
AcrR is situated 142 bp downstream and divergently transcribed from the

ron. [References: 296]

Promoters of the gene coding the protein:

The non coding region between acrR and acrA has 128 bp and contain the acrR and acrAB Pegmoters. [References: 151]

The upstream region of the acrAB operon contains a did. AcrR opera - =
that overlaps with the acrAB promoter. [References: 151] Los datos de conocimiento

on. This binding si{ ©Stan clasificados en campos

4 bp

T}

[ La seccion con barra naranja
contiene informacion sobre es: 151]
las secuencias de proteinas

gene and it is interesting to note that th -
equence homology rather than a sigma-

Aqui el usuario puede acceder a los
resultados de BLAST de la secuencia
correspondiente al registro n°® 1 contra

todas las secuencias de la familia TetR ~  (References: 1]

70 consensus sequence. [|

wolvement of the protein in|
crR represes the expres

=
El usuario puede acceder a la secuencia
completa o de los diferentes dominios
de la proteina. El alineamiento de cada
secuencia con el profile de la familia
nos permite definir el dominio
conservado o dominio de unién a ADN.
Los fragmentos restantes de la )
secuencia de la proteina se llaman
dominio N-terminal y C-terminal

07-31-2003

J

[PROTEIN SEQUENCES
]

BLAST result file
Table of entries with similar

Figura 4. Las secciones de una entrada en BacTregulators.
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L .
B a c T r e El usuario ha seleccionado
Gammaproteobacteria como limite

taxondmico para el informe integrado

To retrieve datalfrorn entries whose sequence is simil#Co entry 1, please select a similarity threshold ﬂl
(BLAST E value) in the list and a taxonomic limit t trict the selected set of entries.
ngtglm:;e Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria |Enterobacteriales | Enterobacteriaceae Escherichia |Escherichia coli | Escherichia coli 08
o | o @) ® | © [® o) o) o)
_EBLAST 1d AN lengmame  oeganism
O].e-123 1’17934'30'3 Potential acrAB operon repressor Escherichia coli O& !
2 P34000 |Potential acrAB operon repressor Shigella flaxneri
1172/0AP15941 AcrAB operon ref . . ) Shigella flexneri 2a str, 2457T [
179026246477 Potential acrAB RegIStrQS con la mls.ma Escherichia coli CFTD73 [
180616128448 acrAb operon re n°S1e(;ueerr]1|(:jlgs%:laeneelrﬁeagr:?;r:ﬁl0 :_Escherichia coli K12 :
2324(24111847 acrAB operon rg Shigella flexneri 2a str. 301
}2335 20061964 acrAB operon re::m y Shigella flexneri 2a str. 2457T
Oie-122 ﬂQEXSDB‘ .AcrAB operon repressor Escherichia coli ©157:H7 |
1812 29771 acrAB operon reprassor 4 ) |
1831 &193 crAB operon repressor Los registros que comparten [
O 1e-107 !561 QaxE crAB operon repressor (TetR/AcR family) (Potentis Secuenma_se muest!'an en el mismo r
"7 AcrAB operon repressor (TetR/AcrR family) (Potentid tono de ngS: |OS regIStros 570' 181 8
562 A e 1 y 1831 comparten secuencia. Los r
2269 potential acrAB operon repressor regIStros 561- 562: 2269: 2290 y r
[

: 2294 también comparten secuencia
2290[29142771 [potenrtial acrAB operon repressor

229416763857 ‘acrAB operon repressor (TetRfAcrR family) Salmonella typhimurium LT2

Oge-ug4 154 |Q93K42 Lﬁch protein ‘Klebsiella pneurnonias

\ : - [
O 6e-034 222 |QIAEGE Dutatfve ActR :mt:un — | - Todos los registros de organismos |
O4e-UT4 353 |Q82CE9 g:t:rz:er::tz;:c‘ral y transcriptional regulatory incluidOS en el grupo de IaS
2z08[16123292 putative tetR-family transcriptional regulatory Gammaproteobacteria con un [
2815 22124959.acrA& operon repressor Valor de E menor qUe 1e-36 se
O3E'067 ;[206 Q8VPBO Regulatory protein AcrR L in0|uirén en el informe integrado
IO9E-D55 ' - - almonella typhirnurium

. - N
El usuario ha seleccionado un valor de Preudomonas sviase oo et o

©ze-042 4 ymbral E=1e-36 para definir el conjunto DC3000

O3e-040 { de secuencias relacionadas con la n° 1 Pseudomonas putida ‘Q.
O 7e-040 —LPM ]
‘ 121 transcriptional regulator TtgR - ™\

@le-OSG 518 |QBZLN6 .h'ranscriptinnal repressor for envCD (acrE] Un cuadro Verde en es‘ta Columna
2303[16?66684 &ranscriptional repressor for envCD (acrEl indica que se han asociado a este

O 2e-023 & |Pa1676  Potential actEFfenuCD operon reprassor registro datos de conocimiento
1813/16131152 putative transcriptional regulator extraidos manualmente por expertos !
182615833390 putative transcriptional regulator \
183915803798 putative transcriptional regulator [Escherichia coli ©157:H7 EDL233

Figura 5. Lista de entradas relacionadas con la entrada de ID BacTregulators 1. El usuario puede selec-
cionar un valor umbral de E y los limites taxondmicos para la recuperacion de los datos en el informe
integrado.
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Q- O HRABG P4 R & L

Baclreg

Knowledge data from entries with sequence similar to entry 1 (E major than 1e-036) in

Gammaproteobacteria (total of 28 entries):

Function
[ETR-1] AcrR represses its own expression. [References: 1]
[BETR-1] AcrR represses the expression of the acrAB operon.

Here the user can access to the list of
[BETR-1] The expression of the gene micF could be under the  antries integrated in this report and see
[BETR-192] ArpR seems to be a repressor for expression of t their E Value: BTR identifier, accesion
number, name and organism. In this list the
entries with curator extracted-knowledge
are marked with a green box.
RegulGenes These entries with a green box are the
[BTR-1] AcrR represses the expression of the acrdB operon.  goyrece of the knowledge data that appear

[BETR-1] The aperon acr&B encodes the AcrAB multidrug efflu |ntegrated in this report.

[BETR-192] ArpABC in Pseudormonas putida 512 is only invaly
solvents. [References: 193]

[BETR-1] The acrAB operon does not contains a gene coding for an outer membrane channel, |Reterences: 152
[ETR-1] TolC is required as a comnponent of the Acral efflux machinery, TolC is upregulated by Mard, [References: 146]

[BTR-1] W Talc channel-tunnel =
rnultidrug e%lux purnp. [Heferelice

A link to the specific entry is available 2 '2r9® sxit ductforthe Aerad

[BETR-1] Acrd is a periplasmic lipoprotein whose amino-terminus is anchored to the inner membrane, Acrd belongs to the
rmembrane fusion proteins family (MFP). [References: 2]

[BETR-1] In the mature Acrd sequence, two hydrophobic regions exist near the M and < termini. These regions are universally
oresent amnea MFP r ~mbers and may serve as regions for irteraction ith co*aplasmir and outer membrane ~ampon-nts of

c o e 4
[ETR-1] Slow growth regulation of acrAB is not controlled by RpoS, [References: 148] 145
Effectors

[BETR-1] General stress consitions increased transcription of acrR even more strongly than that of acrAB. [References: 1]

OrientPos

[BTR-1] AfeR is situated 142 bp downstream and diveraently transerihed fram the arrdP o nnernn. [References: 296]

[BTR-192] §rofismsituatsdunsinsass, 1N €ach field the data appears ordered by

the similarity with entry 1.
[ETR-192] arpR is 248 bp and diverge

PromotersText
[BETR-1] The fwah coding region between acrR and acrd has 125 bp and contain the acrR and acraB promoters. [References:
151]
[ETR-1] The upstredon region of the acrdB operon contains a candidate AcrR operator sequence, It is & perfect palindrome of
24 bp that overlaps with th~ ~~wdB ceneee o [Rnfrvnnons 48]

_ The knowledge data are integrated by _ _ )
[BETR-1] There is a Mard fields located in the coding region of acri.

[References: 151]
[BETR-1] There is a Ksca binding site upstream of talC. [References: 151]

[BTR-192] The infegfgenic region arpR/arpd contains a putative sigma?0-dependent promoter motif
[tracanACAAC T AN GAATGTAAGEtatE], [References: 195]

RegGenProm

[BETR-1] Transiription of acrdB, upregulated by slow growth, is typical of a gearbox requlated gene and it is interesting to note
that th -10 refion of the acrAB promoter sequence (-CGAGS -1 resermbles & gearbox-type sequence homology rather than a
sigra-70 cohisensus sequence. [References: 148]

Pathogen
l [ETR-1] AcrR represes the expression of the operon acrAB, which confers multidrug resistance. [References: 1]

Figura 6. Informe de los datos de conocimiento de las entradas con secuencia similar a la secuencia de la
entrada 1 (E < 1e-036) en Gammaproteobacterias.
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ANEXO I
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5. Organizacion de la base de datos BacTregulators

La base de datos BacTregulators es el resultado de la union de tres bases de da-

tos:

(1) Base de Datos de Proteinas (secuencias de aminoacidos y de ADN tales co-
mo, promotores, sitios de unién al ADN, genomas, cuando estén secuenciados, etc).

(2) Base de Datos de Referencias Bibliograficas (incluye no solo los datos de
las referencias de cada proteina, sino parrafos extraidos, y evidencias experimentales de
dichas referencias y del “mantenedor” que los extrajo e incluy6 en BacTregulators).

(3) Base de Datos de Relaciones entre los “objetos”, proteinas, de BacTregula-

tors.

La Figura 7 muestra la organizacion en tablas y relaciones entre ellas de la Base

de Datos BacTregulators.

5.1. Descripcion de la Base de Datos de Proteinas.

Se organiza alrededor de la Tabla de Proteinas. Dicha tabla se relaciona, dire-
cta o indirectamente, con el resto de las tablas. Asi pues, la tabla de proteinas se relacio-

na directamente con las siguientes tablas maestras (relaciones de 1 a muchos):

- Tabla de Elementos de Genomas.
- Tabla de Familias.

- Tabla de Tipos de Proteinas.

- Tabla de Activador/Represor.

- Tabla de Codigos de Funcion.

Ademas, la tabla de Proteinas se relaciona directamente con las siguientes tablas

“no maestras’:

- Tabla de Secuencias, de 1 a muchos, actuando la Tabla de Proteinas como
maestra en esta relacion (varias proteinas pueden tener una misma secuencia). A su vez
esta tabla se relaciona con la de Promotores, de uno a muchos (una secuencia puede

actuar sobre varios promotores).

- Tabla de Acciones, de 1 a muchos (una proteina puede tener muchas accio-
nes).

- Tabla de Promotores, a través de una tabla de union (explicita una relacion de
muchos a muchos). A su vez, est4 relacionada con la tabla de Elementos de Genoma (de

uno a muchos, un genoma contiene muchos promotores), con la de Secuencias y con la
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Acciones (también de uno a muchos, pues desde un promotor puede haber muchas ac-

ciones).

- Tabla de Promotores, a través de una tabla de union (explicita una relacion de
muchos a muchos). A su vez, esta relacionada con la tabla de Elementos de Genoma (de
uno a muchos, un genoma contiene muchos promotores), con la de Secuencias y con la
Acciones (también de uno a muchos, pues desde un promotor puede haber muchas ac-

ciones).

Panel A:

ProtFamilys | 1[ ActivatorRepressor]
00 100 004

1\ o0
= —( Proteins ]
o0

GenomeElements|d 0
D
+°O o0
00,
o | Promoters | | Actions
o0

1 o0

Y"[ DNABindingSites ] 1
g

Panel B: TablesTable |—=| FicldsTable
1 1

~ "
o] 1 o)

{RelationshipsTypes ]1\ + \ +
ObjectsTypes | ———=2( Relationships °°—l—°°

[ ConditionsTypes ]1

Taxonomy
Database

/

AN

1
[EvidencesTypes ]

M Tabla de union

Figura 7: Estructura de la base de datos BacTregulators (Panel A: base de datos de proteinas. Panel B:
base de datos de referencias bibliograficas).
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La tabla de Proteinas se relaciona indirectamente con otras dos tablas: (i) Tabla
de Tipos de Acciones, tabla maestra con una relacion de 1 a muchos con la tabla de Ac-
ciones (un tipo de accidon puede tener muchas acciones), y (ii) Tabla de Sitios de Union
al ADN, conectada también con la tabla de Acciones, por una relaciéon de uno a muchos,
con la tabla de Elementos de Genoma, por una relacién de uno a muchos (un elemento
de genoma contendra multitud de sitios de uniéon al ADN) y con la Tabla de Secuencias

por una relacién de uno a muchos (una secuencia puede tener varios sitios de unién a
ADN).

A continuacion pasamos a describir cada una de las tablas mencionadas.

- Tabla de Proteinas (Tabla 1).

Constituye el eje de la base de datos y a partir de ella se construye la ficha de ca-
da proteina que se le muestra al usuario. En su concepcion inicial, muy ambiciosa, todas
las proteinas citadas en BacTregulators tendrian el mismo tratamiento y por tanto, debe-
ria de contener los datos para construir la ficha no sélo de las proteinas reguladoras de
la transcripcion, objeto de esta base de datos, sino los de todas aquellas proteinas rela-
cionadas con cada regulador, ya sean las proteinas cuya transcripcion se regula, protei-
nas bajo el control de las reguladas, reguladores de la expresion de la proteina regulado-
ra, etc. De todas formas en esta version, hemos sido mas realistas y nos centramos uni-
camente en los reguladores de la transcripcion, incluyendo, eso si, todos los elementos
que nos permitan estudiar los circuitos y redes de regulacion en cada caso. Podemos

agrupar los datos en esta tabla en los siguientes tipos:
(1)  Datos de identificacion de la proteina.

(2)  Datos de la secuencia del gen que codifica a la proteina y de la organiza-

cion genética de la region en que se encuentra.
(3) Caracteristicas taxondmicas del organismo fuente de la proteina.
4) Datos de “conocimiento” acerca de la proteina.

Los datos cargados automdaticamente difieren segiin la DB fuente, asi por ejem-
plo en las proteinas procedentes de SWP TrEMBL, no se proporcionan datos acerca del
elemento de genoma y posicion absoluta del gen en el genoma, ni "startposition" ni

"endposition", etc, tampoco se proporciona el COG.

(1) Datos de identificacion de la proteina (fondo amarillo): Los campos del se-
gundo al quinto y del noveno al undécimo guardan datos obtenidos automaticamente de
las bases de datos “fuente”. El campo clave, el primero, es el “Proteinld” propio de

BacTregulators, cada proteina incluida en ella queda definida por su identificador numé-
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rico, de 1 a n. El segundo campo, "AccNumber", almacena el nimero de acceso de la

proteina en su base de datos fuente. El noveno campo, "DBName", nos dice cual es la

base de datos fuente. Los campos “ShortName” y “LongName”, guardan los nombres
proporcionados por la ficha SWPROT, TrEMBL, o NCBI. El campo COG guarda el

identificador COG, que nos proporciona la informacion referente a ortélogos, ("Clusters

of Orthologous Groups of Proteins") (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/).

Tabla 1: Proteinas

Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1 ' Proteinld int uns. Autonumeric 1
2 AccNumber char(10) not null | Accession number P34000
3 ShortName char(15) ACRR ECOLI
4 GeneName varchar(200)
5 LongName char(255) Potential acrAB operon
repressor
6 ProtTypeld tinyint uns. See ProteinsTypes master table 1 (Transcription factor)
7 Familyld tinyint uns. See ProteinsFamilys master table 1 (TetR)
8 ActOrReprld tinyint uns. See ActivatorRepressor master table 3 (Activator and repressor)
9 DBName Enum Swiss-Prot, TTEMBL, NCBI, or Entry | Swiss-Prot
manually generated from literature data.
10 | COG char(4) COG (Code Ortholog Group) identifer
11 | FuncCodeld tinyint uns. See FunctionCodes master table
12 | StartPosition int uns. Absolute start position
13 | EndPosition int uns. Absolute end position
14 | Orientation enum(‘+’,*-") Positive or negative orientation
15 | GeneUp char(100) Upstream gene
16 | OrientUp enum(‘+’,*-") Upstream gene orientation
17 | GeneDown char(100) Downstream gene

18 OrientDown

enum(“+,°-)

Downstream gene orientation

19 | TaxId Mediumint uns. | Use the NCBI taxonomic database 217992
20 | GenomElemld Mediumint uns. | see GenomeElements master table
21 | Sequenceld int uns. see Sequence master table 1
22 | AutLastUpdate Date 2003-02-20
23 | ManLastUpdate | Date 2004-06-28
24 | Function Text Overall view of the bacterial function in
which the protein is involved
25 | PromotersText Text Promoters of the gene coding the protein
(name, location and characteristics)
26 | RegulGenes Text Which genes regulate this protein and
what relation with (activator or repressor)
27 | Sigma Text
28 | RegulNet Text Regulation network in which the protein
is involved
29 | Effectors Text Molecules and conditions (temperature,
pH...) that trigger the protein
30 | Pathogen Text Involvement of the protein in pathogenic-
1ty
31 | Mutations Text Published data about mutations
32 | 3DStructure Text
33 | AssocFunc Text Functions associated to the different
protein domains
34 | Oligomeriz Text Oligomerization
35 | Comments Text

48



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/)

Capitulo 1

Los campos sexto, séptimo y octavo incluyen datos almacenados en Tablas
maestras. El sexto, “ProtTypeld”, de la tabla de Tipos de Proteinas (1 en caso de que la
proteina sea un factor transcripcional), el séptimo, “Familyld”, de la tabla de Familias
de Proteinas (1 para TetR), y el octavo, “ActOrReprld”, de la tabla de “Activadores

Represores” (3 si la proteina exhibe ambas acciones).

En el campo vigésimo primero guardamos el identificador de la secuencia que
nos proporcionara la secuencia de aminoacidos de la proteina, almacenada en el campo

de texto de la correspondiente tabla de Secuencias.

Si la Base de datos fuente es NCBI, en el campo undécimo guardamos el identi-
ficador del codigo de funcion del NCBI (Tabla 2) (el codigo funcional empleado por el
NCBI para aquellas proteinas cuya funcion se conoce, consiste en una letra, existiendo
un total de 25 letras para otras tantas funciones, que tratamos como caracter numérico.
Ademas las 25 letras se agrupan en 4 categorias: "Information storage and processing",
"Cellular processes and signaling", "Metabolism" y "Poorly characterized”).

Tabla 2: codigo de funcion del NCBI.

a
=
=2
«Q
o

Categoria  Descripcion de la Funcion

Translation, ribosomal structure and biogenesis

RNA processing and modification

Transcription

Replication, recombination and repair

Chromatin structure and dynamics

Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
Nuclear structure

Defense mechanisms

Signal transduction mechanisms

Cell wall/membrane/envelope biogenesis

Cell motility

Cytoskeleton

Extracellular structures

Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
Energy production and conversion

Carbohydrate transport and metabolism

Amino acid transport and metabolism

Nucleotide transport and metabolism

Coenzyme transport and metabolism

Lipid transport and metabolism

Inorganic ion transport and metabolism

Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
General function prediction only

Function unknown

Zli=lrel il el l==f il [eo] [a) (o] [o] [a] BT IN P4 kd Ll Bl 9 iw] o] fal o] oo bl
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(2) Datos de la secuencia del gen que codifica a la proteina y de la organizacion
genética de la region en que se encuentra (fondo anaranjado): El cuarto campo almace-

na el nombre del gen que codifica a la proteina de la ficha. Si la base de datos fuente es
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el NCBI podemos almacenar en el campo vigésimo el Identificador de elemento de Ge-
noma en que esté el gen, y en los campos duodécimo, decimotercero y decimocuarto,
“StartPosition”, “EndPosition” y “Orientation” contienen las posiciones del primer y el
ultimo par de bases del gen, y su orientacion, + o -, respectivamente. Los campos “Ge-
neUp”, “OrientUp”, “GeneDown” y OrientDown” proporcionan el nombre y orienta-
cion de los genes situados al extremo 5’ y 3’ del que nos ocupa, aun no estan funcio-

nando.

(3) Caracteristicas taxonémicas del organismo fuente de la proteina (fondo
azul): Si la Base de datos fuente es NCBI, el campo decimonoveno guarda el TaxId,
usado por la base de datos de taxonomia del NCBI ("NCBI taxonomic database").

(4) Datos de ““conocimiento” acerca de la proteina (fondo verde): Se almacenan
en los campos del vigésimo cuarto al trigésimo quinto. Se trata de campos virtuales que
en realidad no existen fisicamente en esta tabla (fondo verde en la Tabla 1), estan defi-
nidos en la Tabla de campos, "FieldsTable", y su contenido se extrae de la Tabla de Pa-
rrafos. En lineas generales, en este aspecto BacTregulators hereda a la anterior base de
datos AraC/XylS. Se trata de campos de texto que almacenan el conocimiento extraido
manualmente de las referencias bibliograficas. Como en AraC/XylS, y ya lo tratamos en
el apartado correspondiente, en estos campos la informacion se organiza en parrafos
referenciados y conectados a MEDLINE y como novedad, se indican las evidencias

experimentales descritas en dichas referencias que apoyan lo dicho en cada parrafo.

En el campo “Function” incluimos los datos acerca de las funciones bacterianas

en las que la proteina esta implicada.

El campo “PromotorText” incluye la informacion referente a los promotores

(nombre, posicion y secuencia, caracteristicas, etc).

En el campo “RegulGenes” guardamos la informacion sobre los genes cuya ex-
presion se activa o reprime por la proteina reguladora, y las funciones en las que estan

implicadas las proteinas que codifican.

En el campo “Sigma” se almacena la informacion que se conozca sobre los fac-

tores sigma (cual estd implicado, si se establece contacto con el regulador, etc).

En el campo “RegulNet” esquematizamos la red de regulacion en la que estd im-

plicada la proteina.

El campo “Pathogen” muestra los datos acerca de implicacion de la proteina en

la posible patogenicidad del microorganismo.
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En el campo “Mutations” almacena la informacion sobre las mutaciones que en-

contramos en las referencias bibliogréficas.

Los 3 siguientes campos almacenan informacion estructural. En “3DStructure”
guardamos la descripcion de la estructura de aquellas proteinas en que se haya resuelto.
Un campo afin al anterior es el “AssocFunc” que indica las funciones asociadas a cada
uno de los dominios de la proteina. El siguiente campo “Oligomeriz” nos indica si la

proteina se presenta en dimeros, tetrimeros, dimeros de dimeros, etc.

Un campo a modo de cajon de sastre para la informacioén que no se ajustara a los

campos anteriores es “Comment”.

- Tabla de Secuencias (Tabla 3).

La secuencia de aminodacidos de la proteina se almacena en el segundo campo de
la tabla, “Sequence”. Dicha secuencia se descarga de la base de datos fuente para cada
caso. En el tercer campo almacenamos el “CRC64” (codigo de comprobacion de erro-
res). El cuarto campo, “Score”, nos indica la puntuacion con la que esta secuencia se

incluye en su familia.

La Tabla de Secuencias contiene en los tres ultimos campos la informacion ne-
cesaria para reconstruir el "mejor" alineamiento secuencia/consensus. Asi, en el quinto
campo se guarda la posicion en el consensus de inicio del alineamiento. En el sexto
campo, la posicidon en la secuencia de inicio del alineamiento. En el séptimo campo se

guarda la secuencia y posiciones de los “gaps” en dicho alineamiento.

- Tabla de Elementos de Genomas (Maestra) (Tabla 4).

Gracias a esta tabla, BacTregulators es también una base de datos genomica y no
solo de proteinas. Los elementos de genoma se entienden como cromosomicos y extra-

cromosomicos.

Dicha tabla contiene 7 campos. El Identificador de Elemento de Genoma, “Ge-
nomeElemld”, propio de BacTregulators, constituye el campo clave. El segundo campo,
“GenomeElement”, almacena el nombre de cada elemento. En el tercer campo guarda-
mos el identificador del genoma en el NCBI. En el cuarto campo, el identificador de
genoma en Entrez. En el ultimo campo guardamos el identificador de la base de datos
de taxonomia del NCBI.
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- Tabla de Familias de Proteinas (Maestra) (Tabla 5).

Contiene los datos correspondientes a las familias de proteinas almacenadas en
BacTregulators. En este momento BacTregulators contiene 3 familias de reguladores
transcripcionales: AraC/XylS, TetR e IcIR.

Esta tabla se organiza en 9 campos, los 3 primeros contienen los datos de deno-
minacion de la familia y los restantes los datos referentes a los umbrales empleados en

la definicién de la familia.

Como siempre, el primer campo, el Identificador numérico de la familia es el
campo clave de la tabla, los dos siguientes almacenan el nombre de la familia (corto y
largo, respectivamente). Los campos cuarto y quinto almacenan los valores de los um-
brales 0 (superior) y 1 (inferior) dados por el programa "pfmake". El sexto campo guar-
da el valor del umbral que nosotros empleamos tras haber realizado el proceso de vali-
dacion de la familia. En el séptimo campo, "InterProAc" guardamos el numero de acce-
so de la familia en la base de datos Interpro. En el campo "MethodAc", se almacena el
numero de acceso de la herramienta empleada para definir a la familia (HMM de Pfam,
perfil de Prosite, etc), en el ejemplo este campo se indica "NULL" porque la familia
TetR se define con el perfil que hemos disefiado y por tanto carece atin de niimero de

acCcCeEso.

- Tabla de Tipos de Proteinas (Maestra) (Tabla 6).

Aunque BacTregulators sea una base de datos de proteinas reguladoras de la
transcripcion, su filosofia, tal como ya anticipamos, es mas amplia, pretendiendo ser
una base de datos de proteinas en general (todas aquéllas implicadas en la funcion de los
factores de transcripcion), de ahi la necesidad de esta tabla, que con solo dos campos
nos indica el tipo de proteina de que se trata ya sea factor de transcripcion, proteina de
membrana, toxina, etc. En el ejemplo de la estructura de la Tabla 6 se muestra el ejem-

plo del tipo 1, factor de transcripcion.

5. Tabla de ActivadorRepresor (Maestra) (Tabla 7).

En esta tabla incluimos el dato de tipo de actividad de un regulador de la trans-
cripcion, que puede ser activador (id. 1), represor (id. 2) o ambos (id. 3). La Tabla 7

muestra la tabla para el registro tipo 1, activador.
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- Tabla de Acciones (Tabla 8).

Se refiere a la accion sobre el promotor de una proteina mediante su accidon so-
bre su sitio de union en el ADN. El primer campo, "Actionld", es la clave. El segundo
campo contiene el "Proteinld" de la proteina que actiia (Tabla de proteinas). El tercer
campo, el identificador del sitio de union al ADN al que se une dicha proteina para efec-
tuar su accion (Tabla de sitios de union al ADN). El cuarto campo contiene el identifi-
cador del promotor afectado por la union de la proteina a su sitio (Tabla de promotores).
Finalmente, el quinto campo contiene el identificador del tipo de accidn, represor, acti-
vador o ambos de la Tabla maestra de Tipos de Acciones, con la que esta tabla estd rela-

cionada (Figura 7).

- Tabla de Promotores (Tabla 9) (no activada).

Esta tabla almacena los datos sobre las posiciones propias de un promotor. Para

ello empleamos 11 campos.

Los tres primeros hacen referencia al identificador del promotor (campo clave),
nombre del promotor, e identificador del elemento de genoma en el que se encuentra,

respectivamente.

El resto de los campos guardan los datos de posicion en el ADN. En el cuarto, la
posicion absoluta, en el elemento de genoma, del TSP del primer gen transcrito a partir
de ese promotor. En el quinto, la posicion del codon de inicio respecto del TSP. En el
sexto, almacenamos la posicion absoluta (respecto al elemento de genoma), del codon
de inicio. Los 4 campos siguientes, del séptimo al décimo, guardan respectivamente:
posicion relativa de la base de la region -10 mas proxima al TSP, posicion relativa de la
base de la region -10 mas alejada del TSP, e igual para la region -35 con los dos si-

guientes campos.

Por ultimo, el campo "Sequenceld" sefiala a la Tabla de Secuencias (que alma-

cenard todas las secuencias, de aminoacidos y de ADN).

- Tabla de Tipos de Acciones (Maestra) (Tabla 10).

En esta tabla almacenamos con un identificador numérico, en el primer campo
(clave) el tipo de accion, que almacenamos en el segundo campo (represion, activacion,

"enhacer").
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- Tabla de Sitios de Uniéon al ADN (Tabla 11).

En esta tabla almacenamos los datos referentes a las secuencias de ADN a las

que se unen las proteinas reguladoras.

En ella se agrupan los datos tales como “identificador del sitio de unién” (primer
campo), nombre del sitio de union, por ejemplo tetO (segundo campo), con el identifi-
cador del elemento de genoma en que se encuentra dicho sitio de union, cuando esté
secuenciado (tercer campo), y los datos de la posicion de inicio y de fin de cada sitio
(campos cuarto y quinto respectivamente), referidas al TSP. Por ltimo, el sexto campo
guarda un identificador de secuencia del sitio de union (recordemos que teodricamente la

tabla de secuencias guarda tanto proteinas como ADN).
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Tabla 3: Secuencias

Campo | Tipo | Descripcion Ejemplo
1 | % Sequenceld Int unsigned not | Automumeric
null
2 | Sequence text not null
3 | CRCo4 char(16)
4 | Store float(6,3) Value obtained by the profile, signa- | 737.00
ture or HMM that defines the family
5 | ConsLowLimit smallint unsigned | Pos. de inicio en Cons.
6 | SeqLowLimit smallint unsigned Pos. de inicio en Sec.
7 | Gaps varchar(200) Numero y pos. de gaps
Tabla 4: Elementos de Genoma
Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1 | ¥ GenomElemId int uns. Autonumeric 3
2 | GenomeElement varchar(100) Aeropyrum pernix
3 | NCBI Id char(9) Identifier in NCBI NC_000854
4 | Entrez_Id smallint uns. GI:47118298
5 | Superkindom enum('Bacteria','Ar
chaea'),
6 | GenomaSize int uns. 1669695
7 | GenomTaxId mediumint uns. 272557
Tabla 5: Familias de Proteinas
Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1| % Familyld tinyint uns. Autonumeric 1
2| FamShortName char(20) TetR
3| FamLongName char(250) Tetraciclyne resistent
4| CutOffo float(7,4) 8.5
5| CutOffl float(7,4) 6.5
6| CutOffAutoValid float(7,4) 10.5
7| InterProAc char(9) IPR001647
8| MethodAc char(9) NULL
9] Consensus varchar(100) Consensus sequence REQILDAALELFAER...
Tabla 6: Tipos de Proteinas
Campo Tipo Descripcién Ejemplo
1| % ProtTypeld tinyint uns. Autonumeric 1
2| ProtType char(30) Transcription factor, Membrane | Transc. factor
prot., Enz.,...
Tabla 7: ActivadorRepresor
Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1| % ActOrReprld tinyint uns. Autonumeric 1
2| ActOrRepr char(30) Activator, repressor or both Activator
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Tabla 8: Acciones

Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1| % Actionld int uns. Autonumeric
2| Proteinld int uns.
3| BindingSiteld int uns.
4| Promoterld int uns.
5| ActionTypeld Smallint uns.
Tabla 9: Promotores

Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1 % Promoterld mediumint uns. Autonumeric
2 PromName char(20)
3 GenomElemld mediumint uns. Genome element identifier
4 TSP int uns. Transcription start point del primer

gen que se transcribe a partir de ese

gen (pos. absoluta en genoma)
5 CodonRelPos mediumint. TSP relative position of iniciation

codon
6 CodonAbsPos int uns. Absolute position of iniciation

codon
7 Near10 smallint TSP relative position of promoter

sigma -10 region nearest to TSP
8 Farl0 smallint TSP relative position of promoter

sigma -10 region farest to TSP
9 Near35 smallint TSP relative position of promoter

sigma -35 region nearest to TSP
10 | Far35 smallint TSP relative position of promoter

sigma -35 region farest to TSP
11 | Sequenceld int uns.

Tabla 10: Tipos de Acciones
Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1| % ActionTypeld tinyint uns. Autonumeric 1
2| ActionType char(20) Repression, activation, enhance Activacion
Tabla 11: Sitios de union a ADN

Campo Tipo Descripcién Ejemplo
1| % BindingSiteld int uns. Autonumeric
2| BSName char(30) Binding site name
3| GenomElemld mediumint uns. Genome element identifier
4| StartSite Smallint TSP relative binding site start posi-

tion nearest of first gene TSP that is

transcribed
5| EndSite Smallint idem con end position
6| Sequenceld int uns.

Tabla 12: ProteinaPromotor
Campo Tipo
1| PRI | IdProtein int uns.
2| PMI | IdPromoter int uns.
3| PRO | ProteinOrder Tinyint
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Finalmente, sefialar que la relacion entre las tablas de Proteinas y de Promotores, de

muchos a muchos, se realiza mediante la Tabla de union de “ProteinaPromotor” (Tabla

12). En esta tabla se sefiala qué proteinas se transcriben desde cada promotor. Contiene
los campos clave de las dos tablas relacionadas, “IdProtein” e “IdPromoter” y el tercer
campo “ProteinOrder” que indica la posicion que ocupa el gen que expresa a la proteina
desde ese promotor.

5.2. Descripcion de la Base de Datos de Referencias Bibliogréficas.

Las tablas y relaciones que conforman esta parte de la base de datos se esquema-
tiza en la Figura 7 panel B. El nucleo lo constituye la Tabla de Parrafos (recordemos
que el parrafo es la unidad de conocimiento), que se relaciona directamente con 4 tablas,
las de Referencias, Evidencias, "Curators" y Campos. Con las 3 primeras tablas la rela-
cion es de muchos a muchos mediante las correspondientes tablas de union (ParrafoRe-
ferencia, ParrafoEvidencia y CuratorParrafo, respectivamente). La relacion con la Tabla

de Campos es de uno a muchos.

Para no extendernos excesivamente en la explicacion escrita de la estructura

plasmada en la Figura 7 panel B, pasamos a describir las diferentes tablas.

- Tabla de Parrafos (Tabla 13).

Su funcién es la de guardar el contenido de los campos de tipo P (ver tabla de

campos), es decir los de tipo parrafo.

La Tabla de Parrafos contiene 5 campos por registro, cuatro numéricos y uno de
texto. El campo clave como es natural consiste en un identificador de parrafos ("Para-
graphld"). El segundo campo "RegisterID". El tercer campo "FieldId" (ver tabla maestra
"FieldsTable"), nos indica el identificador del campo "virtual" al que se liga el parrafo
de cada registro de la tabla de parrafos. El campo "ParagraphOrder" indica el orden en
el que se coloca este parrafo en el campo correspondiente respecto a otros parrafos que
también pudiera contener dicho campo. Por tltimo en "ParagraphText" guardamos el

texto del parrafo.

- Tabla de Referencias (Tabla 14).

Almacena de los datos correspondientes a cada referencia bibliografica usada en

BacTregulators. Podriamos considerarla en si misma una base de datos de referencias.
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Como es de esperar el campo clave es el identificador de referencia "Referenceld" que
se empleara para relacionarla con parrafos y evidencias. Su organizaciéon de campos no

requiere explicacion.

- Tabla de Evidencias (Tabla 15).

Esta tabla identifica cada evidencia ("Evidenceld"), la asigna a un tipo de evi-
dencia ("EvidTypeld" de la tabla maestra de Tipos de Evidencias), guarda su texto
("EvidenceText”) y la liga a la referencia de la que se extrajo ("Refencenceld" de la
Tabla de Refencias).

- Tabla de Tipos de Evidencias (Maestra; no activada) (Tabla 16).

Es una tabla de solo dos campos que asigna cada evidencia a un tipo de eviden-

cia, pero aiin no se han definido los tipos de evidencias.

Los datos referentes a los mantenedores (“Curators”) de la base de datos, se
guardan como lista en lugar de tabla. La lista contiene un identificador, el nombre y

correo electronico.

Las relaciones de muchos a muchos que se establece entre las tablas de la Base
de Datos de Referencias se explicitan mediante las tres tablas de union, ParrafoReferen-
cia, ParrafoEvidencia y CuratorParrafo, cuya estructura mostramos en las Tablas 17, 18
y 19.
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Tabla 13: Parrafos

Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1 ' Paragraphld int uns. Autonumeric
2 Registerld int uns. Indicate the value of identifier register

3 Fieldld smallint uns. See FieldsTable master table
4 ParagraphOrder | mediumint uns.

5 ParagraphText Text

Tabla 14: Tabla de Refencias
Campo Tipo Descripcion Ejemplo

1 ' Referenceld int uns. Autonumeric
2 Title char(250)
3 Authors char(250)
4 Journal char(30)
5 Year Year
6 Volumen Smallint uns.
7 FirstPage Smallint uns.

8 LastPage Smallint uns.
9 Medlineld int uns.

10 | InputDate Date

Tabla 15: Evidencias
Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1 ' Evidenceld int uns. Autonumérico
2 EvidTypeld smallint uns. Ver la tabla maestra de Tipos de Evidencias
3 EvidenceText Text Texto de la evidencia
4 Referenceld int uns. Ver la Tabla de Referencias
Tabla 16: Tipos de Evidencias

Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1 ' EvidTypeld smallint uns. Autonumérico
2 EvidenceType char

Tabla 17: ParrafoEvidencia

Campo Tipo
1 | PGI ' Paragraphld int uns.
2 | EVI ' Evidenceld int uns.

Tabla 18: ParrafoReferencia

Campo Tipo
1| PGl | % Paragraphld | int uns.
2 | RFI % Referenceld | int uns.

Tabla 19: CuratorParrafo

Campo Tipo
1| CUI | % Curatorld int uns.
PGI | ¥ Paragraphld | int uns.
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3. Descripcion de la Base de Datos de Relaciones.

Otro tipo de “datos” almacenados en BacTregulators es el de las “Relaciones”.
En la version que nos ocupa, esta area estd ain desactivada, esperando a proximas ac-
tualizaciones, pero por su caracter innovador, asi como por su utilidad practica, conside-

ramos adecuado describirla brevemente.

Esta constituida por 4 tablas: Relaciones, Tipos de Relaciones, Tipos de Objetos,

Tipos de Condiciones.

Por la naturaleza abstracta de los términos usados, “Objetos”, “Relaciones” y
“Condiciones”, mas propios de Computacion, creemos interesante usar un ejemplo
practico concreto: el objeto A es la proteina represora TetR y el objeto B la proteina
TetA (bomba de extrusion de tetraclina) este caso la relacion representaria la union am-
bos objetos, es decir, la de TetR a TetA. La condicién en la que la relacion se verifica en
este ejemplo seria ausencia del inductor tetraciclina. De esta forma el registro de este
ejemplo almacenaria en la Tabla de Relaciones la siguiente relacion: - “El objeto A
(TetR) reprime la expresion (relacion) del objeto B (TetA) mientras permanezca la con-

dicion X (ausencia de tetraciclina)”.

Existiria una interfaz para las relaciones en la entrada BacTregulators que se le
muestra al usuario las relaciones en las que interviene la proteina objeto de esa entrada.
Su formato aun estd en fase de disefno. Para explicitar este tipo de datos, las Relaciones,
hemos construido las cuatro tablas anteriormente mencionadas y que pasamos a descri-
bir.

- Tabla de Relaciones (Tabla 20, los Id y ejemplos son hipotéticos).

Explicitara las relaciones entre pares de objetos de BacTregulators. Esta aplica-

cion permitira al usuario interrogar a la base de datos sobre este tipo de cuestiones.

- Tabla de Tipos de Relaciones (Maestra) (Tabla 21).

Almacenaria las diferentes clases de relaciones empleadas en la tabla anterior.

- Tabla de Tipos de Objetos (Maestra) (Tabla 22).

Almacena las clases de objetos empleados en las relaciones en BacTregulators.
El tipo de objeto se almacena en el campo “ObjectsTypes”. Dicho campo puede tomar

los siguientes valores: factor activador de la transcripcion, factor represor de la trans-
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cripcion, factor sigma, enzimas biosintéticas, enzimas degradativas, proteina de mem-

brana, proteina de bomba.

- Tabla de Condiciones (Maestra) (Tabla 23).

Almacenaria las condiciones en las que se establecen las relaciones entre los

objetos.

La conexion de la Base de Datos de Relaciones con BacTregulators se realizaria
a través de la base de datos de Referencias, en concreto mediante las dos Tablas de
Union “RelacionReferencia” y “RelacionEvidencia”, (Tablas 24 y 25) que explicitan la
conexion de muchos a muchos que se establece entre la Tabla de Relaciones y las de
Referencias y Evidencias (una Relacion puede aparecer en muchas Referencias y vice-

versa e idem con la Evidencias).

5.4. Conexion entre las tres Bases de Datos de BacTregulators.

El andamiaje que conecta a las distintas Bases de Datos de BacTregulators lo

constituyen la Tabla de Campos y la Tabla de Tablas, que pasamos a describir.

- Tabla de Campos (Maestra) (Tabla 26).

En esta tabla organizamos como registros a todos los campos que conforman a
BacTregulators. En cada registro los dos primeros campos son de identificador del re-
gistro (“campo”) que estemos tratando. Asi, el primero, clave, es le identificador de
campo "FieldId" (con el que se liga a la Tabla de parrafos), y el segundo, "FieldName"
nos da el nombre del registro (“campo”). Los dos siguientes campos dan informacioén
acerca de la tabla a la que pertence el registro (“campo”) y del orden que ocupa en la
entrada BacTregulators, "Tableld" y "FieldOrder". El quinto campo "FieldType" nos
indica mediante un caracter el tipo de registro (campo) (N: Normal, E: Enum type, T:
Text, P: Paragraph). El sexto campo "FieldDescript" guarda la denominacion con la que

este registro (campo) se muestra al usuario en la pagina html.

La utilidad de esta tabla, aparte de proporcionar la cohesion interna a BacTregu-
lators, es que almacena las instrucciones para construir el Formulario o la Entrada de
BacTregulators que se facilita al usuario (dice de qué tabla tomar el contenido de cada
campo y en que orden éste se coloca, asi como el tipo de campo y el titulo con que se

muestra al usuario dicha informacion en la pagina html).
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- Tabla de Tablas (Maestra) (Tabla 27).

Sirve para organizar las tablas que constituyen el cuerpo de BacTregulators. Se
organiza en tres campos (Tabla 27), el primero, clave, "Tableld" guarda el identificador
de la tabla, el segundo "TableName", su nombre, y el tercero "TableDescript", una bre-

ve descripcion de dicha tabla.

Como habiamos anticipado, la unidon entre las diferentes areas de BacTregula-
tors, Base de Datos de Secuencias, de Referencias y de Relaciones, se logra mediante la
Tabla de Campos y la Tabla de Tablas, ambas relacionadas por el campo “Tableld”.

Asi pues, la clave (en sentido arquitectonico) de BacTregulators es la Tabla de
Campos, que se relaciona con la Base de Datos de Referencias mediante la Tabla de
Pérrafos por el campo “Fieldld” comun a ambas tablas. Por otro lado, el tercer campo
de la Tabla de Campos, el campo “Tableld”, la conecta con la Tabla de Tablas y con

todas las tablas de BacTregulators, cada una definida por su primer campo “Tableld”.
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Tabla 20: Relaciones

Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1| % Relationld int uns. Autonumérico
2| ObjAld int uns. Ver la tabla maestra de Objetos 1 (TetR)
3| ObjATypeld int uns. Ver la tabla maestra de Tipos de Objetos 1 (Represor transcrip-
tional)
4| Conditionld int uns. Ver la tabla maestra de Condiciones 12 (Ausencia de
tetraciclina)
5| RelTypeld int uns. Ver la tabla maestra de Tipos de Relaciones 3 (Unién)
6| ObjBld int uns. Ver la tabla maestra de Objetos 7 (tetO)
7| ObjBTypeld int uns. Ver la tabla maestra de Tipos de Objetos 2 (Operador)
Tabla 21: Tipos de Relaciones
Campo Tipo | Descripcion | Ejemplo
1| % RelTypeld smallint uns. Autonumérico
2| RelType Char Union
Tabla 22: Tipos de Objetos
Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1 | % ObjTypeld smallint uns. Autonumérico 1
2 | ObjectType char(30) Activador transcripcional, represor transcripcio- | TetR
nal, factor sigma, proteina de bomba, ...
Tabla 23: Condiciones
Campo Tipo Descripcion Ejemplo
1| % Conditionld | smallint uns. Autonumérico
2| Condition char(30) Presencia o de un inductor, temperatura, pH, | Presencia de Tetraci-
aerobiosis 0 anaerobiosis, ... clina

Tabla 24: RelaciéonReferencia

Campo Tipo
1 % Relationld int uns.
2 | ¥ Referenceld int uns.

Tabla 25: RelacionEvidencia

Campo Tipo
1 | ¥ Relationld int uns.
2 | % Evidenceld int uns.
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Tabla 26: Tabla de Campos

Campo Tipo Descripién Ejemplo
1| % Fieldld smallint Autonumeric 1
uns.
2| FieldName char(20) ProtTypeld
4| Tableld tinyint uns. 1 (Proteins)
5| FieldOrder tinyint uns. | Ordinal con el que el campo aparece en la Entrada 5
5| FieldType Enum N: Normal, E: Enum, T: Texto, P: Parrafo N
6| FieldDe- char(100) Titulo del campo en la Entrada “Protein type”
script
7| Extra char(50) Stores the master table name if exists (and suffix for ambigu- | ProtTypes
ous fields if neccesary) or enum type values
Tabla 27: Tabla de Tablas
Campo Tipo Descripion Ejemplo
1| % Tableld smallint uns. Autonumérico 2
2| TableName char(20) DNABindingSites
3| TableDescript | char(100) Tabla de los sitios de union a ADN
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6.1.Resumen

Se ha desarrollado un perfil para las proteinas de la familia TetR de represores.
La secuencia peptidica que define al perfil esta constituido por 47 aminoacidos que co-
rresponden al motivo hélice-giro-hélice de unién a ADN y zonas adyacentes en la es-
tructura tridimensional de TetR, QacR, CprB y EthR.

Se ha establecido un conjunto no redundante de 2353 proteinas pertenecientes a
esta familia mediante el andlisis de las bases de datos de genomas y proteinas con el
perfil desarrollado para TetR. Hemos encontrado miembros de la familia TetR en 85
géneros de bacterias gram-positivas, o, [ y y-proteobacterias, cianobacterias y arqueas.
El conjunto de genes que ellas regulan se conoce sélo para 85 de los 2353 miembros de
la familia. Estas proteinas estan implicadas en el control de la transcripcion de bombas
de eflujo de drogas con distintas estructuras, rutas de biosintesis de antibioticos, res-
puesta a estrés osmoético y compuestos toxicos, control de rutas catabolicas, procesos de
diferenciacion y patogenicidad. La red de regulacion en la que cada miembro de la fa-
milia estd implicado, puede ser tan simple como en TetR (TetR unido a su operador
reprime su propia transcripcion y la de tetA y se libera del operador en presencia de te-
traciclina), o méas compleja implicando cascadas reguladoras sucesivas, en las que un
regulador miembro de la familia TetR esta regulado por otro regulador o el miembro de

la familia dispara una respuesta celular frente a estimulos ambientales.

Del analisis de los dos co-cristales de TetR y QacR con sus respectivos operado-
res, de sus estructuras tridimensionales con y sin ligandos, y de los analisis de los ali-
neamientos multiples del fragmento de 47 residuos de los 2353 miembros de la familia
TetR, se han identificado dos grupos de residuos. El primero incluye posiciones muy
conservadas implicadas en el mantenimiento de la arquitectura y la orientacion adecua-
da del dominio hélice-giro-hélice, por lo que tendrian un papel estructural. En el segun-
do grupo se han identificado residuos menos conservados, implicados en el contacto con

el esqueleto de fosfato y las bases diana del operador.

La informacion pertinente relacionada con la familia de reguladores TetR, se re-

coge en la base de datos "bacTregulators", accesible en "www.bactregulators.org".

6.2. Introduccion

Las bacterias en el medio ambiente estdn expuestas a variaciones de temperatu-
ra, nutrientes, disponibilidad de agua y a la presencia de moléculas toxicas originadas
por los elementos bidticos o abiodticos de su entorno (incluyendo moléculas deletéreas

originadas por sus propios metabolismos). Estos cambios pueden hacerlas vivir en con-
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diciones lejos de las 6ptimas. Sobrevivir en estos medios cambiantes requiere un amplio
espectro de respuestas adaptativas rapidas, las cuales suelen estar controladas mediante
proteinas reguladoras. Los reguladores transcripcionales pueden responder tanto a sefa-
les especificas ambientales como celulares y modular la transcripcion, traduccion o al-
gunos otros eventos en la expresion genética, de manera que las respuestas fisiologicas
se modifican apropiadamente (Beinlich et al., 2001; Cases et al., 2003; Cohen et al.,
1993; Fromknecht et al., 2003; Fuqua et al., 1996; Henikoff et al., 1988; McKay et al.,
1981; Ramos et al., 2002; Ramos et al., 2001; Roessner et al., 2002; Rojo, 1999; Surette
et al., 1998; Tropel y van der Meer, 2004; Ventre et al., 2004; Winans y Bassler, 2002).

Los reguladores de la transcripcion de procariotas se clasifican en familias aten-
diendo a similitudes de secuencia, estructurales y criterios funcionales (Busenlehner et
al., 2003; Egan, 2002; Fuqua et al., 1994; Gallegos et al., 1993; Grkovic et al., 2001, A;
Grkovic et al., 2001, B; Haydon y Guest, 1991; Henikoff et al., 1988; Henikoff et al.,
1990; Martinez-Hackert y Stock, 1997; North et al., 1993; Poole et al., 1996; Ramos et
al., 1990; Rigali et al., 2002; Schell, 1993; Spiro, 1994; Summers, 1992). La Tabla 28
incluye el listado de las familias mas importantes de reguladores microbianos de la
transcripcion, el tipo de motivo de uniéon a ADN que exhiben, si sus miembros son pre-

ferentemente activadores o represores o si muestran una accion alternativa.

En este capitulo de esta Tesis Doctoral se analiza la familia TetR, una de las fa-
milias de reguladores de la transcripcion mejor representada y ampliamente distribuida
en bacterias, con un dominio de unién a ADN de tipo hélice-giro-hélice (Levy, 1988S;
Levy et al., 1999; Méndez et al., 1980; Orth et al., 2000).

Utilizando el perfil que se describe mas adelante identificamos miembros de la
familia de represores TetR en SWISS-PROT y TrEMBL y en todas las proteinas tradu-
cidas a partir de las secuencias de los genomas procariotas secuenciados. Tras la compi-
lacion de los resultados obtenidos de las bases de datos de proteinas y de acidos nuclei-
cos, se encontrd que la familia de reguladores TetR incluia 2353 secuencias no redun-
dantes (Diciembre, 2004). La funcion especifica regulada por miembros de la familia se
conoce solamente en unos 85 casos (Tabla 29). Estas proteinas controlan genes cuyos
productos estan implicados en resistencia a multiples drogas, enzimas implicadas en
diferentes rutas catabdlicas, biosintesis de antibioticos, estrés osmotico y patogenicidad
de bacterias tanto gram negativas como gram positivas (Tabla 29). La informacion mas
relevante y referente a estas proteinas se ha recopilado en la base de datos disponible en

http://www.bactregulators.org (Martinez-Bueno et al., 2004; ver también el Capitulo 1).
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Tabla 28. Familias de reguladores de la transcripcion en procariotas.

Familia

LysR

AraC/XylS

TetR

LuxR

Lacl

ArsR

IcIR

MerR

AsnC

MarR

NtrC(EBP)

OmpR

DeoR

Cold

shock

GntR

Crp

Accioén

Activador/Represor

Activador

Represor

Activador

Represor

Represor

Represor/Activador

Represor

Activador/Represor

Activador/Represor

Activador

Activador

Represor

Activator

Represor

Activador/Represor

Funciones reguladas

Metabolismo del carbono y
del nitrogeno

Metabolismo nitrogenado,
respuesta a estrés y patogé-
nesis

Biosintesis de antibidticos,
bombas de eflujo, estrés
osmotico, etc.

"Quorum sensing", biosin-
tesis y metabolismo, etc

Utilizacion de fuente de
carbono
Resistencia a metales

Metabolismo del carbono,
bombas de eflujo

Resistencia y detoxifica-
cion
Biosintesis de aminoacidos

Resistencia multiple a
antibioticos

Asimilacion de nitrégeno,
sintesis de aminoacidos
aromaticos, flagelos, rutas
catabdlicas, respuesta a
fagos, etc.

Metales pesados y virulen-
cia ("Response regulator of

a two-component system')
Metabolismo glucidico

Resistencia a bajas tem-
peraturas

Metabolismo general

Respuesta global, represion
catabdlica y anaerobiosis
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DBD
"motif"

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

Winged helix

HTH

Dominio de

union a ARN

HTH

HTH

Posicion

N-terminal

C-terminal

N-terminal

C-terminal

N-terminal

Central

N-terminal

N-terminal

N-terminal

Central

C-terminal

C-terminal

N-terminal

Variable

N-terminal

C-terminal
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Tabla 29: Funciones especificas reguladas por los miembros de la familia TetR de represores.

10

11

12

13

14

ID SPTR

P34000

Q53901

QYF8V9

QI9RG61

QYKIC4

Q6VV70

P31676

P96222

P72185

Q93Qz7

068442

QYZGB7

034619

Nombre

AcrR

Actll

AmeR

AmrR

ArpR

BpeR

EnvR

EthR

HemR

HydR

IfeR

LanK

LfiR

LmrA

Organismo

Escherichia coli

Streptomyces
coelicolor

Agrobacterium
tumefaciens

Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas putida
S12

Burkholderia
pseudomallei

E. colki K12

Mycobacterium
tuberculosis

Propionibacterium
freudenreichii

Tn5398
difficile

Clostridium

Agrobacterium
tumefaciens 1D1609

Streptomyces
genus

cyano-

Mycobacterium
smegmatis

Bacillus subtilis

Funcién

AcrR reprime la expresion del operon
acrAB que confiere multirresistencia a
drogas y probablemente también controla el
gen micF.

Situado en el agrupamiento act que contiene
genes reguladores y para la exportacion de
antibioticos.

Regula negativamente al operon ameABC
que codifica proteinas similares a las de los
sistemas de eflujo tipo RND (Nodulation-
Cell Division).

Probablemente regula los genes amrAB que
codifican un sistema de eflujo implicado en
el fenotipo de impermeabilidad a aminogli-
cosidos de Pseudomonas aeruginosa.

Parece ser un represor de la expresion del
operéon arpABC. ArpABC en Pseudomonas
putida S12 esta sélo implicada en la multi-
rresistencia adrogas pero no en la tolerancia
a disoventes organicos.

Controla la expresion de la bomba de eflujo
BpeAB-OprB que extruye gentamicina,
estreptomicina eritromicina y acriflavina.

Regula le operén acrEF que codifica una
bomba de eflujo resposable de la multirre-
sistencia a drogas en E. coli. Su especifici-
dad de sustrato es (antibidticos, pigmentos
basicos y detergentes) es similar a la de
AcrAB.

Resistencia a etionamida.

Probablemente regula a hemX, que parece
estar implicado en transporte de hemo.

Implicado en la resistencia a eritromicina.

Parece ser un represor que controla la
expresion de un supuesto sistema de eflujo
de isoflavonoides codificado por el operén
ifeABR.

Probablemente es un regulador de resisten-
cia a landomicina A.

Controla la expresion del gen IfrA cuyo
producto confiere resistencia a fluoroquino-
lonas, bromuro de etidio y acriflavina.

Probable represor del operdn de resistencia
a la lincomicina.
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

P39897

QYF0Y2

QF147

P23217

052558

QYKIH5

Q9AMH9

QSKLP4

QYRITY

P39885

P09164

QYAIUO

Q93PU7

MtrR

Pip

PqrA

QacR

RifQ

RmrR

SimReg 2

SmeT

SrpR

TemR

TetR

TtgR

TtgW

Neisseria gonor-
rhoeae

Streptomyces coeli-
color

Streptomyces coeli-
color

Staphylococcus
aureus

Amycolatopsis medi-
terranei

Rhizobium etli.
Plasmid B

Streptomyces antibio-
ticus

Stenotrophomonas
maltophilia

Pseudomonas putida

Streptomyces glau-
cescens

Escherichia coli

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Represor der la transcripcion de los genes
mtrCDE, que codifican un bomba de eflujo
que confiere multirresistencia a drogas.
MtrR actua directa o indirectamente como
tregulador positivo de la expresion de los
genes farAB.

Un regulador inducido por la pristinamicina
1 que controla la expresion de genes de
multirresistencia a drogas.

Probablemente represor de pqrB, que
codifica una bomba de eflujo que confiere
resistencia al paraquat.

Regula la bomba QacA de extrusion de
multiples drogas.

Situado en la agrupacion de genes de la
biosintesis de rifampicina y probablemente
relacionado con el gen adyacente que
codifica una proteina de eflujo de rifampi-
cina.

Probablemente regula al operon rmrAB
relacionado con una bomba de eflujo multi-
droga implicada en la sensibilidad a fitoa-
lexinas, flavonoides y salicilatos.

Incluido en el agrupamiento de genes de la
biosintesis de simociclinona de Streptomy-
ces antibioticus; probablemente regula a la
proteina hipotética de exportacion SimEX.

Un represor de la bomba de eflujo multi-
droga SmeDEF de Stenotrophomonas
maltophilia.

Probable regulador de la bomba de resisten-
cia a disolventes SrpABC de la cepa S12.

Un regulador de la resistencia a tetraceno-
micina C reprimiendo la expresion del gen
tcmA, que codifica una bomba de exporta-
cion.

Controla la expresion de la resistencia a
tetraciclina mediada por el gen tetA, que
codifica una bomba de eflujo que actua
como un anti})ortador acoplando la exporta-
cién de [Mg™'-tetraciclina] con la entrada
de protones.

Regula la bomba de eflujo TtgABC que
media la tolerancia a disolventes organicos
y la resistencia a ampicilina, tetraciclina,
cloramfenicol y acido nalidixico.

ttgW es un pseudogen.
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QYRPYS

Q9AILS

P96676

Q54189

Q93M20

QILBV6

Q8KNI9

066129

024741

Q939Q2

Q56153

QYZN97

QYXDF0

QY9RF02

QYZHPS
Q8VQC6

QYRPKY

QYXCC7

Q59213

068276

UrdK

VarR

YdeS

AurlB

BarA

CalR1

CprB

FarA

JadR*

JadR2

MphB

NonG

PhIF

TylQ

VanT

TarA

TylP

BMIPI

BmlP1

Streptomyces fradiae
Tu2717

Streptomyces vir-
giniae

Bacillus subtilis

Streptomyces griseus

Streptomyces aureo-
faciens

Streptomyces virgi-
niae
Micromonospora
echinospora

Streptomyces coeli-
color

Streptomyces laven-
dulae FRI-5

Streptomyces vene-
zuelae

Streptomyces vene-
zuelae

Escherichia coli
Plasmid pTz3721
Streptomyces griseus
sbsp. griseus

Pseudomonas fluo-
rescens

Streptomyces fradiae

Vibrio anguillarum

Streptomyces tendae

Streptomyces fradiae

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium
ATCC14581

Probablemente regula una bomba de eflujo
de urdamicina A.

Regula la transcripcion de vars, el transpor-
tador especifico de virginiamicina S de una
forma dependiente de virginiamicina S.

Similar a un regulador de transporte de
antibi6ticos complejos en Streptomyces
hygroscopicus.

Reprime la expresion de adpA. AdpA activa
la expresion de StrR, y la proteina StrR
activa la expresion de los genes de biosin-
tesis de estreptomicina. ArpA también
controla la morfogénesis.

Incluido en el agrupamiento de genes de
biosintesis del polikétido auricina en Strep-
tomyces aureofaciensauricin.
Probablemente implicado en la regulacion
de la biosintesis de virginiamicina.

Includo en el agrupamiento de genes de la
calicheamicina.

CprB esta implicado en el control de la
biosintesis de actinorhodina y undecilprodi-
giosina y de la morfogénesis.

Receptor especifico de IM-2; juega un papel
importante en la regulacion del metabolis-
mo secundario y de la biosintesis de los
antibidticos showdomicina y minimicina en
Streptomyces lavendulae. FarA actua como
un regulador negativo de la transcripcion
para la biosintesis de antibidticos nucledsi-
dos y del pigmento azul, "encenciendo" su
expresion en presencia de IM-2. También
actua como un regulador de la transcripcion
positivo para la biosintesis de D-cicloserina,
"apagando" su expresion en presencia de
IM-2.

Incluido en el agrupamiento de genes para
la biosintesis del componente dideoxiazicar
de la jadomicina B.

Reprime la biosintesis de jadomicina B y
parece controlar la pigmentacion celular.

Represor de la biosintesis de antibidticos.

Probablemente relacionado con la biosinte-
sis de la nonactina.

Un represor del operon phlABCD responsa-
ble de la biosintesis del fungicida 2,4-
diacetilfloroglucinol (PHL).

El receptor de butirolactona TylQ es un
regulator potencial de la produccion del
antibidtico macrolido tilosina.

Regula positivamente la produccion de
serina metaloproteasa, pigmento y biofilm.

Receptor hipotético de gamma-
butirolactona, que regula la biosintesis de
nikkomicina.

Probable receptor de gamma-butirolactona
que regula la produccion de tilosina y la
diferenciacion morfologica.

Probablemente actia como un regulador
positivo implicado en la expresion del gen
P450BM-1, interfiriendo con la union de la
proteina represora Bm3R1 a las regiones
reguladoras de P450BM-1

Afecta negativamente a la expresion del
nivel basal de P4AS0BM-1, una monooxige-
nasa de tipo P450 inducible por barbitura-
tos. Los citocromos P450BM-3 y P4A50BM-
1 catalizan la hidroxilacion de acidos
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P43506

Q92j68

QY3TU7

Q51597

033453

QYRAJI

QYRA03

Q8VV87

QOfas6

Q9XDW2

085706

Q59431

P22645

P17446

Q8NLK1

Bm3R1

ButR

CampR

CamR

CymR

DhaR

KstR

LexA -
like

AcnR

PaaR

Psbl

ThIR

UidR

YDHI1

Betl

McbR

Bacillus megaterium

Streptomyces cinna-
monensis.

Rhodococcus sp.
NCIMB 9784

Pseudomonas putida.

Plasmid CAM.

Pseudomonas putida

Mycobacterium sp
GP1

Rhodococcus eryth-
ropolis Strain SQ1

Terrabacter sp.
strain DBF63

Corynebacterium
glutamicum

Azoarcus evanssi

Rhodopseudomonas
palustris

Clostridium acetobu-
tylicum DSM 792

E.coli

Xanthobacter auto-
trophicus

Escherichia coli

Corynebacterium
glutamicum

2rasos.
Un represor de la transcripcion implicado
en la regulacion de proteinas inducidas por
barbituratos en Bacillus megaterium.

Supuesto represor de la transcripcion de la
crotonil-CoA reductasa.

Probablemente regula la 6-oxocamfor
hidrolasa.

Un regulador negativo de la expresion del
operon de la citocromo P-450cam hidroxi-
lasa.

Un represor que controla la expresion de los
operones Cymy cmt y que es inducible por
p-cumato pero no por p-cymeno.

Reprime la expresion de dhaA. dhaA es el
gen de una haloalcano dehalogenasa inclu-
do en el agrupamiento genético del catabo-
lismo del 1-clorobutano.

Reprime la expresion de kstD que codifica

3-cetosteroide-dehidrogenasa, implicada en
la degradacion de intermediarios de esteroi-
des de la ruta de degradacion del fitoesterol.

Probablemete implicado en la degradacion
del dibenzofurano.

Represor del gen acn que codifica el enzima
aconitasa que controla el ciclo de Krebs.

Probablemente regula los genes paa, que
son responsables de la ruta del catabolismo
aerobio del acido fenilacético.

Incluido en el agrupamiento genético que
participa en la biodegradacion aerdbica del
p-cumato.

Posiblente actua como un represor de la
transcripcion del operdn thIRBC, que esta
implicado en la biosintesis de tiolasa.

Un represor del operén ui-
dRABC(gusRABC) que comprende una
beta-D-glucuronidasa (uidA), una glucuré-
nido permeasa (UidB) y una proteina aso-
ciada a membrana (uidC).

Probablemente regula al gen dhlA implica-
do en la degradacion del 1,2-dicloroetano.

Represor dependiente de colina del regulon
bet implicado en el estrés osmotico.

En ausencia de L-metionina, reprime la
expresion de seis enzimas clave en la
biosintesis de aminoacidos azufrados, L-
cisteina y L-metionina, incluida la utiliza-
cion de sulfonato y la reduccion de sulfito.
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QI9EVJ6

QYF9Z7

QYZF45

P06969

P32398

QYF6WO

Q9RQQ0O

Q8GLC6

Q8KX64

P21308

QYANS7

050285

QYXDV7

MphR

PhaD

TK

Yhegd o
YixD

CasR

IcaR

IcaR

LitR

LuxR

LuxT

OpaR

Orf2

Escherichia coli

Pseudomonas oleo-
vorans

Lactococcus lactis

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Rhizobium etli

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
epidermidis

Vibrio fischeri

Vibrio harveyi

Vibrio harveyi

Vibrio parahaemoly-
ticus

Streptomyces griseus

Reprime al operon mph(A)-mrx-mphR(A) en
ausencia de eritromicina. La eritromicina
induce la sintesis de macrolido 2'-
fosfotransferasa [Mph(A)], que inactiva a la
eritromicina.

Biosintesis de poli-3-hidroxialcanoatos
(PHAs) de cadena de longitud media
(MCL) como material de reserva intracelu-
lar.

Regula al operon purDEK, que codifica
enzimas de la ruta de novo de nucleotidos
con purinas.

Cotranscrito con el gen dut(deoxy-uridine-
triphosphatase).

Probablemente relacionado con la biosinte-
sis de protohemo IX.

Represor del gen casA, que codifica a la
calsimina, una proteina tipo camodulina
implicada en el desarrollo del bacteroide
durante la simbiosis y la fijacion simbiotica
de nitrogeno.

Represor del operon ica que interviene en
la formacion del componente polisacarido

extracelular que actua como aglutinante en
la formacién de biofilms.

Represor del operon ica que interviene en
la formacion del componente polisacarido
extracelular que actua como aglutinante en
la formacion de biofilms.

Interviene en induccion de luminiscencia,
ademas desempeiia un papel positivo en la
modulacion la capacidad para colonizar a
las formas juveniles de calamares y puede
controlar el fenotipo de colonia opa-
co/translucido

Requerido para la expresion del operon
luxCDABEGH (luciferasa), responsable
bioluminiscencia de la bacteria.

Activa la expresion de LuxO, la proteina
fosfotransferasa que regula la luminiscencia
en Vibrio harveyi.

Un regulador de la transcripcion que contro-
la la morfologia opaca de las colonias de
Vibrio parahaemolyticus.

Probablemente relacionado con la diferen-

ciacion dependiente de la fuente de carbono
en Streptomyces griseus.
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QIL8G8

030343

Q8KU49

024739

086852

Q9JN89

Q9S3L4

Q9EX90

P36656

Cddigo de funciones.

SmcR

HapR

Ef0113

BarB

ScbR

MmfR

AmtR

PsrA

YjdC

Vibrio vulnificus

Vibrio cholerae

Enterococcus faeca-
lis

Streptomyces virgi-
niae

Streptomyces coeli-
color

Streptomyces coeli-
color plasmid SCP1

Corynebacterium
glutamicum

Pseudomonas putida

Escherichia coli

Parece jugar un papel importante en la
adaptacion a condiciones de escasez de
nutrientes y en la regulacion de algunos
genes dependientes de la fase de crecimien-
to, incluidos algunos factores de virulencia
(proteasa, hemolisina). ScmR reprime la
movilidad y la produccion de fimbrias y de
biofilm.

Un regulador de la transcripcion con un
papel central en el control de la virulencia
de Vibrio cholerae, en una via dependiente
de la densidad celular.

Localizado en una isla de patogenicidad en
Enterococcus faecalis resistente a vancomi-
cina.

Regula la biosintesis de virginiamicina.

Actua como el receptor citoplasmatico que
une especificamente a la gamma-
butirolactona SCB1 y que negativamente
regula la transcripcion del genschA, respon-
sable de la sintesis de SCB1.

Supuesto regulador dependiente de lactona.

AmtR es un regulador del control de nitro-
geno.

PsrA esta implicado en la cascada de regu-
lacién que controla la regulacion del gen
rpoS en respuesta a la densidad celular.

Probablemente implicado en la tolerancia a
cobre.
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1. Regulacion de bombas de eflujo y transportadores implicados en resistencia a antibidticos y tole-
rancia a compuestos toxicos.
2. Regulacion de biosintesis de antibidticos.
3. Regulacion de rutas catabdlicas.
4. Biosintesis de productos importantes para bacterias (por ejemplo osmoprotectores, nucledtidos,
aminoacidos, PHAs, protohemo).
5. Regulacion de diferenciacion (esporulacion, formacion de micelio), fenotipo de colonia, formacion
de biofilm.

So XN

Regulacion de genes implicados en virulencia.
Regulacion de sintesis de butirolactonas.
Receptores de butirolactonas o de autoinductores.
Regulacion global.
Otros
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6.3. Definiendo la familia TetR

6.3.1. El perfil de la familia TetR.

La familia TetR toma su nombre de la proteina TetR que es el miembro mejor
caracterizado de la familia, tanto a nivel genético como bioquimico (Helbl et al., 1995;
Hillen y Berens, 1994; Hinrichs et al., 1994; Kamionka et al., 2004; Orth et al., 2000;
Tovar et al., 1988). Esta proteina controla la expresion de los genes tet, cuyos productos
confieren resistencia a la tetraciclina (Hinrichs et al., 1994; Kisker et al., 1995; Levy,
1984; Levy, 1988; Saenger et al., 2000; Yamaguchi et al., 1999a; Yamaguchi et al.,
1999b). Los miembros de la familia TetR muestran un alto grado de similitud de se-
cuencia en el dominio de unién a ADN (ver mas abajo). Interpro (Mulder et al., 2003)
asigna proteinas a la familia TetR mediante la signature PS01081 de PROSITE (Sigrist
et al., 2002), el motivo PRINTS PR00455 (Attwood et al., 2003; Attwood et al., 2000)
y el perfil tipo HMM (del inglés Hiden Markov Model) PF00440 de Pfam (Bateman et
al., 2002; Bateman et al., 2000).

Con el fin de establecer un criterio unico para definir a la familia TetR, se deci-
di6 desarrollar un perfil convencional, pues este tipo de perfil se ha demostrado que es
matematicamente equivalente a los perfiles HMM, pero es de un uso sencillo y logra
una maxima sensibilidad (Gattiker et al., 2003).

El desarrollo del perfil comenzé con la seleccion de un conjunto de 120 secuen-
cias pertenecientes a la familia TetR atendiendo a dos criterios: (1) una puntuacion alta
para la signature PS01081 de PROSITE, y (2) una puntuacién alta con el HMM
PF00440.

Mediante BLAST las 120 secuencias se agruparon en 42 conjuntos y se selec-
ciond una secuencia representativa de cada grupo, las cuales se alinearon con CLUS-
TAL (http://clustalw.genome.ad.jp/).

Este procedimiento reveld que la region mas conservada correspondia al domi-
nio hélice-giro-hélice descrito en los cristales TetR y QacR (Grkovic et al., 2001, A;
Hinrichs et al., 1994; Orth et al., 1999a; Orth et al., 2000; Orth et al., 1999b; Schuma-
cher et al., 2002a; Schumacher et al., 2001; Schumacher et al., 2002b). La secuencia
inicial correspondiente al dominio hélice-giro-hélice se fue extendiendo progresivamen-
te hasta que la puntuacién del alineamiento multiple disminuia.

La Figura 8 muestra el alineamiento final de las 42 secuencias seleccionadas. Es-
te fragmento conservado, de 47 residuos, correspondia en los cristales TetR y QacR con
la casi totalidad de la alfa-hélice 1, el dominio hélice-giro-hélice formado por las alfa-
hélices 2 y 3, y cinco residuos de la alfa-hélice 4 que conecta la region de interaccion
con el ADN con el dominio de reconocimiento de efector de la proteina (ver en la Figu-
ra 9 en la que se muestra para la estructura tridimensional de TetR).
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El alineamiento final (Figura 8) se emple6 para la construccion del perfil con-
vencional que se utiliza para identificar a los miembros de la familia TetR. El perfil
TetR se construyo6 usando el programa "pfmake" disponible: http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_pfmake.html (Bucher y Bairoch, 1994; Bucher
etal., 1996).

Usando el programa "pfsearch", disponible en: http://bioweb.pasteur.fr/seqanal
/interfaces/pftools.html#pfsearch (Bucher et al., 1996), el perfil construido se enfrentd
contra las 660992 proteinas de bacterias y arqueas depositadas en las bases de datos
SWISS-PROT y TrEMBL (version de Diciembre, 2004). El programa "pfsearch" pro-
puso un valor provisional de Z-score umbral de 8,5 para considerar a una proteina como
perteneciente a la familia TetR y ello permiti6 seleccionar un conjunto de (Bennik et
al., 2000) proteinas como miembros hipotéticos de esta familia.

Para comprobar la calidad del nuevo perfil de TetR respecto a su especificad
(falsos positivos), y sensibilidad (falsos negativos), se implementd una nueva herra-
mienta que se ha llamado "Provalidator", que usa los recursos Interpro, Swiss-Prot, Pro-
dom, TIGRfam, CoGnitor, NCBI-RPS-BLAST y PSI-BLAST (Corpet et al., 1999; Haft
et al., 2001; Hofmann et al., 1999; Rice et al., 2000; Schultz et al., 2000; Tatusov et al.,
2001; Zdobnov y Apweiler, 2001).

En el primer paso se buscaron los posibles falsos positivos entre las 2357 protei-
nas que se habian asignado a la familia TetR. Interpro asigné 2319 que se consideraron
como verdaderos. Las 38 proteinas restantes se analizaron con otros recursos tales como
TIGRfam, Prodom, NCBI-RPS-BLAST and PSI-BLAST (Haft et al., 2001; Zdobnov
and Apweiler, 2001). Esto nos permitio asignar 34 proteinas a la familia TetR. Tres de
los cuatro falsos positivos (Q89RN6, Q98816 y Q6N8GSE) eran miembros de la familia
AraC/XylS de activadores de la transcripcion (Gallegos et al., 1997; Tobes and Ramos,
2002). Estas proteinas tienen dos dominios hélice-giro-hélice en su extremo C-terminal,
caracteristica tipica de los miembros de la familia AraC/XylS (Gallegos et al., 1997,
Manzanera et al., 2000). Estas 3 proteinas se identificaron como potenciales miembros
de la familia TetR porque uno de sus dominios hélice-giro-hélice es similar al dominio
de unidon a ADN de TetR. El cuarto falso positivo es una transposasa (Q981E7).

"Provalidator" detectdé quince falsos negativos (Q742Y2, Q8CJK3, Q73ZY]1,
Q6D1J7, Q8KU64, Q9A917, Q880T2, Q6D2Z4, Q885G7, Q8PC0, Q9A466, Q9S6CO,
Q9ZH26, Q6A626, Q8G822) que son proteinas asignadas a la familia TetR por IN-
TERPRO, pero cuyo Z-score esta entre 6,407 y 8,487.

En resumen, el perfil de TetR con un Z-score umbral de 8,5 identifico proteinas
que no eran detectadas por INTERPRO y entre las 660992 proteinas analizadas, solo se
encontraron 4 falsos positivos. Estos resultados indican que el nuevo perfil es muy efi-
caz en la deteccion de miembros de la familia TetR.
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ENVR ECOLI ROELIETATAQFA-QHGVSKTTLNDIADAANVTRGAIYWHFENKTQLF
MexZ RDGILDAAERVFEFL-EKGVGTTAMADLADAAGVSRGAVYGHYKNKIEVC
BETI RHIME RKALVDAALRVIG-DOGTLAVTMSEIARTAGVSPALAHHYFGSKEQLL
YBIH ECOLI KKOLTAAATLAQFG-EYG-MNATTRETAAQAGONTIAATITYYFGSKEDLY
BETI ECOLI RROLIDATLEAIN-EVGMHDATIAQIARRAGVSTGIISHYFRDKNGLL
LUXR:VIBHA KOQLMETALEVEFA-RRGIGRGGHADIAEIAQVSVATVENYEFPTREDLV
Q9KP84 RDQLIMHARELFS-VMPYDKVSTRLIASKAGVDISLIRYYFANKAGLE

TCMR_ STRGA
YCFQ ECOLI

RDOQLIREALELFL-AQGYEHTTVEQIAEAVEVHPRTFFRHFASKEEVA
RDAATLDKAMKLEW-QHGYEATSLADLVEATGAKAPTLYAEFTNKEGLE

YJGJ ECOLT PEQAISAAKVLEFH-QKGFDAVSVAEVTDYLGINPPSLYAAFGSKAGLE
TETC ECOLT YOSLVNSARILEFV-EKGYQAVSIDEISGKALVTKGAFYHHFKNKKQLL
YWCC BACSU FESFIDAGVNLLI-DRAYDPVSVEDISRAAGYSKGAFYVHEFVSKDDFL
YERO BACSU KERITKTSIRLFA-KKGFAATTIQEIASECGISKGAEFYLHFKSKEALL
YPB3 LACLA KEKILTATEQLIY-KKGYTGTSINDILDETATGKGOFYYYFDSKKEAC
YDHM ECOLI REHLILATGEQLCL-QRGFTGMGLSELLKTAEVPKGSEYHYFRSKEAFG
YXAF BACSU REKTILHTASRLSQ-LOGYHATGLNQIVKESGAPKGSLYHFFPNGKEEL
BM3R_ BACME QKATFSASLLLFA-ERGFDATTMPMIAENAKVGAGTIYRYFKNKESLV
YHGD BACSU KKLILEAATKSFT-QFGYKATTMDLVAKLANVGKGTIYTEFFKNKEELFE
YCDC ECOLI KKAILSAALDTES-QFGFHGTRLEQIAELAGVSKTNLLYYFPSKEALL
UIDR ECOLT RTRILNAAREIFS-ENGFHSASMKAICKSCAISPGTLYHHFISKEALT

YC55 MYCTU
YY05 MYCTU
YT12 MYCTU

ADRILDAAERLEFT-QRDPASIGMNEIAKAAGCSRATLYRYFDSREALR
AAATLOQAATDLFA-ERGPAATSIRDIAARSKVNHGLVERHFGTKDQLV
VARLLOQASTIDTII-EVGYARASAAVITKRAGVSVGALFRHFETMGDEM

TTK_ECOLI REEILQSLALMLESSDGSQRITTAKLAASVGVSEAALYRHFPSKTRMF
Q8Y3E9 RVOILOTLASMLEQPRG-EKITTAGLAARLDVSEAALYRHFASKAQMF
Q87514 QODVINAAIACLD-QEGEAALGVNRVARELGIKPPAIYKHLDGNLALR
Y893 HAEIN AEQIFSATDRLMA-REGLNQLSMLKLAKEANVAAGT IYLYFKNKDELL
033179 AERIYAAATDLIT-RYGLNALDIDKLAREVHCSRATIYRRAGGKAQIR
Y767 MYCTU FRKVLAAAMATLR-EKSYADLTVRLVAARAKVAPATAYTYFSSKNHLIT
054171 NHRRLLOAVGELAR-EAP-DRLTMOAVASRAEIGPATAYRYYSSVDDV
YF56 MYCTU ETELLAVTLRLLQ-EHGYDRLTVDAVAASARASKATVYRRWPSKAELV
YDH1 XANAU TERILDVALELLE-TEGEFGLTMRQVATQADMSLSNVQYYFKSEDLLL
YI16 MYCTU EAKIVELGRRQLL-DHGAAGLSLRAIARNLGMVSSAVYRYVSSRDELL
YD53 MYCTU PEDIISGAFELAQ-QVSIDNLSMPLLGKHLGVGVTSIYWYFRKKDDLL
YIJC ECOLI RRSLVEAAFSQLSAERSFASLSLREVAREAGIAPTSFYRHFRDVDELG
YM50 MYCTU GGRILRAAASCVV-DYGVDRVTLAEIARRAGVSRPTVYRRWPDTRS IM
097562 REDLLEGAKRCLL-EKGFARTTARDIVKESRTNLASIGYHYGSKDVLL
Q9EVJ6 DDEVLEAATVVLK-RCGPIEFTLSGVAKEVGLSRAALIQRFTNRDTLL
YXBF BACSU EAQVKEALLALLK-DRDIQHITMKEIAEKAKVSRGSLYLYYEDKFSII
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Figura 8. Alineamiento de 42 miembros de la familia TetR que ilustra el perfil de la familia TetR. La
columna azul indica los residuos de las a-hélices implicados en contactos con el ADN en la estructura de
los cristales de TetR y QacR; la columna amarilla indica los de los giros. Los residuos mas conservados
estdn sombreados. Las lineas azules indican la prediccion de a-hélices. Las abreviaturas empleadas son:
BACME, Bacillus megaterium; BACSU, Bacillus subtilis; ECOLI, Escherichia coli; HAEIN, Haemop-
hilus influenzae; LACLA, Lactobacillus lactis; MYCTU, Mycobacterium tuberculosis; RHIME, Rhizo-
bium meliloti; STRGA, Streptomyces sp.; VIBHA, Vibrio haemophylus; XANAU, Xhantomonas sp.
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Figura 9. Diagrama "ribbon" (cinta) del homodimero de TetR. Los mondmeros se muestran en azul y
rojo. Dos moléculas de tetraciclina, una unida a cada monémero, se muestran en gris. Las a-hélices 2 y 3
en el mondmero azul y a-2'y a-3' en el mondémero rojo constituyen el dominio hélice-giro-hélice (HTH)
de unién a ADN. La a-hélice 1 y parte de la hélice a-4 junto con a-hélices 2 y 3 comprenden a la secuen-
cia que mejor define el perfil de la familia TetR. Esta figura esta basada en el trabajo de Hinrichs et al.
(Hinrichs et al., 1994).

6.3.2. Identificacion de miembros de la familia TetR en las diferentes bases de da-
tos de ADN y proteinas.

Usando el perfil que se acaba de describir se rastrearon las bases de datos
Swiss-Prot y TTEMBL y los 196 genomas microbianos, completos e incompletos, dis-

ponibles en NCBI en diciembre de 2004.

Se detectaron 73 proteinas en Swiss-Prot, 2277 en TTEMBL y 2410 en las ORF
traducidas correspondientes a los 196 genomas microbianos. Para eliminar la redundan-
cia, el conjunto de las 4758 proteinas TetR se analizo usando el programa SEQUNIQ
desarrollado en nuestro laboratorio (Molina-Henares et al., resultados no publicados),
que integra el conjunto de secuencias disponibles en las bases de datos de proteinas y

acidos nucleicos. Encontramos 2353 secuencias que sobrepasaron el Z-score umbral de
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8,5 y por tanto pertenecen a la familia TetR. El dominio hélice-giro-hélice en 2348

miembros de la familia estaba localizado en el extremo N-terminal de las proteinas.

La Tabla 30 muestra que los miembros de la familia TetR se detectaron en 144
genomas microbianos pertenecientes a 80 géneros y 133 especies de bacterias gram-
positivas, y a, B y y-proteobacterias, cianobacterias y arqueas, indicando una amplia

distribucidn taxonomica.

Comprobamos que las proteinas de la familia TetR estaban codificadas por ge-
nes tanto cromosdémicos como plasmidicos, y que la movilidad de estos Gltimos elemen-
tos podria ser una fuente de dispersion genética de los genes de la familia mediante
transferencia horizontal (Heuer et al., 2004; Szczepanowski et al., 2004), como también
ocurre con ciertos genes catabolicos (Dogra et al., 2004; Itoh et al., 2004; Martinez-
Bueno et al., 2002; Vimr et al., 2004; Wilson et al., 2003) y determinantes de resisten-
cia frente a agentes antimicrobianos (Balsalobre et al., 2003; Fomenko et al., 2003;

Grohmann et al., 2003; Schouls et al., 2003).

Se encontrd que los miembros de la familia TetR son particularmente abundan-
tes en microorganismos expuestos a condiciones ambientales variables, tales como mi-
croorganismos del suelo (por ejemplo, Nocardia sp., Streptomyces sp., Bradyrhizobium
sp., Mesorhizobium sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., Ralstonia sp., etc.); patogenos
de animales y vegetales (por ejemplo, Agrobacterium sp., Brucella sp., Escherichia coli,
Mycobacterium sp., Salmonella sp., etc.), extremofilos (por ejemplo, Deinococcus) y
bacterias metanogénicas tales como Methanosarcina acetivorans. Por el contrario, los
miembros de la familia TetR no aparecen en parasitos intracelulares tales como Chla-
mydias, Mycoplasmas y endosimbiontes como Buchera, en consonancia con sus estilos
de vida en ambientes mas o menos invariables (Cases et al., 2003). Sin embargo hay
que sefialar que Dugan et al. (2004) recientemente han encontrado que Chlamydia suis
puede adquirir resistencia frente a tetraciclina mediante transferencia horizontal de islas

genomicas que portan los genes tet.

Como corolario podemos decir que parece que las proteinas de la familia TetR
estan implicadas en la adaptacion a ambientes variables y complejos. Esto correlaciona
con el hecho de que microorganismos con abundancia de factores sigma ECF poseen
ademas muchos miembros de la familia TetR (Cases et al., 2003, Mahren y Braun,
2003; Martinez-Bueno et al., 2002; Ohki et al., 2003; Yoshimura et al., 2004).
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Capitulo 2

Microorganismo

Nocardia farcinical FM 10152
Streptomyces coelicolor A3(2)
Streptomyces avermitilis MA-4680
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis str. k10
Agrobacterium tumefaciensstr. C58
Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Mycobacterium bovis AF2122/97
Mycobacterium tuberculosis CDC1551
Mycobacterium tuberculosis H37Rv
Bacillus licheniformis ATCC 14580
Mesorhizobium loti MAFF303099
Rhodopseudomonas palustres CGA009
Pseudomonas aeruginosa PAO1

Bacillus cereus ATCC 10987

Bacillus anthracisstr. 'Ames Ancestor'
Bacillus anthracisstr. A2012

Bacillus anthracisstr. Sterne

Bacillus anthracisstr. Ames

Bacillus cereus ZK

Bacillus cereus ATCC 14579

Bordetella bronchiseptica RB50
Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000
Sinorhizobium meliloti 1021

Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27
Clostridium acetobutylicum ATCC 824
Caulobacter crescentus CB15
Lactobacillus plantarum WCFS1
Pseudomonas putida KT2440

Burkholderia pseudomallei K96243
Ralstonia solanacearum GMI1000
Photobacterium profundum SS9
Oceanobacillus iheyensis HTE831
Bordetella parapertussis 12822
Burkholderia mallei ATCC 23344

Bacillus halodurans C-125

Bacillus subtilissubsp. subtilis str. 168
Acinetobactersp. ADP1

Bordetella pertussis Tohama I
Chromobacterium violaceum ATCC 12472
Shewanella oneidensis MR-1

Vibrio vulnificus CMCP6

Escherichia coli CFT073

Gloeobacter violaceus PCC 7421
Methanosarcina acetivorans C2A
Streptococcus mutans UA159

Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633
Vibrio vulnificus YJO16

Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
Deinococcus radiodurans R1

Erwinia carotovorasubsp. atroseptica SCRI1043
Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913
Escherichia coli O157:H7
Corynebacterium efficiens YS-314
Escherichia coli O157:H7 EDL933
Lactococcus lactis subsp. lactis 111403
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Tho.genoma (Mb)

6.21
9.05
9.12
4.83
11.35
9.11
435
4.40
4.41
8.44
7.60
5.46
6.26
5.22
5.50
5.37
5.23
5.23
5.30
5.43
5.34
6.40
6.69
5.24
4.13
4.02
3.31
6.18
7.25
5.81
6.40
3.63
4.77
5.84
4.20
421
3.60
4.09
4.75
5.13
5.13
5.23
4.66
5.75
2.03
5.17
5.26
5.18
3.31
3.28
5.06
5.08
5.59
3.15
5.53
2.37

NO

151
150
116
108
61
59
51
51
51
48
47
40
38
36
32
32
31
30
30
29
28
28
28
27
27
26
26
25
24
24
23
22
21
21
20
20
19
17
17
17
17
16
16
16
16
16
16
16
15
15
15
15

13
13
13
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Leifsonia xyli subsp. xyli str. CTCB07

Listeria monocytogenes str. 4b F2365

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. CT18
Salmonella typhimurium LT2

Treponema denticola ATCC 35405

Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129
Escherichia coli K12

Listeria innocua Clip11262

Listeria monocytogenes EGD-e

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str. 301

Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961

Nostoc sp. PCC 7120

Enterococcus faecalis V583

Mycobacterium leprae TN

Shigella flexneri 2a str. 2457T

Geobacter sulfurreducens PCA

Leptospira interrogans serovar Copenhageni str. Fiocruz L1-130

Leptospira interrogans serovar Lai str. 56601
Propionibacterium acnes KPA171202
Staphylococcus aureus subsp. aureus MRSA252
Bifidobacterium longum NCC2705

Brucella melitensis 16M

Brucella suis 1330

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1
Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50
Symbiobacterium thermophilum IAM 14863
Yersinia pestis biovar Medievalis str. 91001
Yersinia pseudotuberculosis IP 32953
Bacteroides fragilis YCH46

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482
Bdellovibrio bacteriovorus HD100
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris str. Hildenborough
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586
Staphylococcus aureus subsp. aureus MSSA476
Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2
Staphylococcus aureus subsp. aureus N315
Yersinia pestis CO92

Desulfotalea psychrophila LSv54

Lactobacillus johnsonii NCC 533

Mannheimia succiniciproducens MBELS55E
Rhodopirellula baltica SH 1

Streptococcus agalactiae NEM316

Yersinia pestis KIM

Aquifex aeolicus VF5

Methylococcus capsulatus str. Bath
Streptococcus agalactiae 2603V/R
Streptococcus pyogenes MGAS10394
Streptococcus pyogenes MGAS8232
Clostridium perfringens str. 13

Methanococcus maripaludis S2

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Streptococcus pyogenes M1 GAS

Streptococcus pyogenes MGAS315
Streptococcus pyogenes SSI-1

Thermus thermophilus HB27

Clostridium tetani E88

Haemophilus influenzae Rd KW20
Methanosarcina mazei Gol

Nitrosomonas europaea ATCC 19718
Pasteurella multocida subsp. multocida str. Pm70
Porphyromonas gingivalis W83
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2.58
291
5.13
4.95
2.84
2.49
4.64
3.01
2.94
4.79
4.61
4.03
7.21
3.22
3.27
4.60
3.81
4.63
4.69
2.56
2.90
2.26
3.29
3.32
5.69
2.90
3.57
4.80
4.84
5.31
6.26
3.78
3.77
2.17
2.80
2.82
2.84
4.83
3.66
1.99
231
7.15
221
4.60
1.59
3.30
2.16
1.90
1.90
3.09
1.66
2.50
1.85
1.90
1.89
2.13
2.80
1.83
4.10
2.81
2.26
234
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Streptococcus pneumoniae R6

Streptococcus pneumoniae TIGR4

Synechocystis sp. PCC 6803
Thermoanaerobacter tengcongensis

Wolinella succinogenes DSM 1740

Haemophilus ducreyi 35000HP

Halobacterium salinarum NRC-1

Legionella pneumophila str. Lens

Legionella pneumophila str. Paris

Legionella pneumophila subsp. pneumophila str. Philadelphia 1
Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H
Neisseria meningitidis MC58

Neisseria meningitidis Z2491

Thermotoga maritima MSB8

Xylella fastidiosa 9a5¢

Archaeoglobus fulgidus DSM 4304
Campylobacter jejuni subsp. jejuni NCTC 11168
Coxiella burnetii RSA 493

Helicobacter hepaticus ATCC 51449
Mycoplasma penetrans HF-2

Picrophilus torridus DSM 9790

Pyrococcus abyssi GE5

Sulfolobus solfataricus P2

Sulfolobus tokodaii str. 7

Ureaplasma parvum serovar 3 str. ATCC 700970

2.04
2.16
3.57
2.69
2.11
1.70
2.57
3.41
3.64
3.40
1.75
2.27
2.18
1.86
2.73
2.18
1.64
2.00
1.80
1.36
1.55
1.77
2.99
2.69
0.75
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6.4. Proteinas de la familia TetR de estructura tridimensional conocida

El elevado grado de identidad en la secuencia primaria del fragmento que define
la region hélice-giro-hélice del perfil de TetR, probablemente se refleje en una estructu-
ra tridimensional comun para este dominio en los miembros de la familia.

Esta hipodtesis se apoya en el hecho de la alta identidad en la estructura tridi-
mensional del hélice-giro-hélice de TetR, QacR, CprB y EthR como se deduce de la
superposicion de estas regiones, y del elevado grado de conservacion del alineamiento
(Dover et al., 2004; Natsume et al., 2004; Schumacher et al., 2002a; y Figura 10).

Como en otras familias de reguladores de la transcripcion, no se aprecié conser-
vacion de la secuencia primaria fuera del dominio hélice-giro-hélice, lo que probable-
mente sea reflejo de las diferencias en el tipo de sefal detectada por los reguladores de
la familia, por ejemplo, antibidticos con estructuras distintas, barbituricos, homoserin-
lactonas, disolventes organicos, colina, etc (ver Tabla 29). Sin embargo y a pesar de
esto, si observamos una conservacion global de la estructura tridimensional (Figuras 17
y 18).

Dado que todos lo miembros de la familia cuya funcidn se conoce, actian como
represores, probablemente funcionen de un modo similar: la unién de la molécula in-
ductora al dominio no conservado, causaria cambios conformacionales que se transmiti-
rian a la region conservada, de union a ADN, lo que resultaria en la liberacion del repre-
sor del operador, permitiendo la transcripcion desde los promotores correspondientes.

Figura 10: Superposicion de la estructura tridimensional de la secuencia peptidica que define al perfil en
las moléculas cristalizadas de funcién conocida (TetR rojo, QacR salmén, CprB verde y EthR azul). Figu-
ra realizada con el Método CE (Combinatorial Extension) (Shindyalov y ourne 1998), disponible en
http://cl.sdsc.edu/ce.html.
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Para entender mejor el mecanismo de accion de los miembros de la familia TetR
se analizd en detalle la estructura tridimensional de los cuatro miembros de la familia
cuyas estructuras cristalinas se habian dilucidado antes o durante la elaboracion de este
trabajo de Tesis Doctoral, a saber, TetR, QacR, CprB y EthR (Hinrichs et al., 1994;
Natsume et al., 2004; Orth et al., 1998; Orth et al., 1999a; Orth et al., 2000; Orth et al.,
1999b; Schumacher et al., 2002a; Schumacher et al., 2001; Schumacher et al., 2002b).
De esta manera buscabamos identificar caracteristicas comunes y diferenciadoras entre

los miembros de la familia TetR.

6.4.1. El regulador TetR.

Resistencia a la tetraciclina y el papel del regulador de la transcripcion TetR.
Las tetraciclinas estan entre los antibidticos de amplio espectro mas comunmente em-
pleados (Kustu et al., 1991; Lamark et al., 1995). Actian mediante la unién a la sub-
unidad menor del ribosoma, interrumpiendo la elongacion de la cadena polipeptidica
mediante un mecanismo desconocido. Muchas bacterias gram-negativas han desarrolla-
do mecanismos de resistencia contra este antibidtico. El mas frecuente implica a una
proteina asociada a membrana (TetA) que expulsa el antibidtico de la célula bacteriana
antes de que ocurra la inhibicion de la elongacion del polipéptido (Kaneko et al., 1985;
Levy et al., 1999; Tauch et al., 2000; Yamaguchi et al., 1999a; Yamaguchi et al.,
1999b; Zhao y Aoki, 1992).

Contiguo a tetA y con orientacion divergente se sitiia tetR (George y Levy, 1983)
cuyo producto génico controla estrechamente la expresion de los dos genes, tetA y tetR
(Hillen and Berens, 1994; Hinrichs et al., 1994). La region intergénica contiene dos
operadores idénticos separados por 11 pares de bases. TetR se une a dichos operadores
evitando la transcripcion desde ambos promotores (Figura 11; Orth et al., 2000). En
todas las estructuras de cristales de TetR resueltas hasta la fecha (PDB identifiers:
2TCT; 2TRT; 1A61; 1BJO; 1BJY; 1BJZ; 10RK; 1RP1), este represor aparece como un
homodimero (Baumeister et al., 1992a; Baumeister et al., 1992b; Isackson y Bertrand,
1985; Kisker et al., 1995; Orth et al., 1999a; Orth et al., 2000; Orth et al., 1999b; Size-

more et al., 1990). Este homodimero se une al operador (Figura 11).

Cada operador, de 15 pares de bases, muestra una secuencia palindrémica simé-
trica con un par de bases central (Figura 11A). Las secuencias de los operadores solapan
con los promotores de los genes tetA y tetR, bloqueando su expresion cuando TetR esta
unido a sus operadores. Cuando la tetraciclina, acomplejada con Mg®" se une a TetR

(Jogun y Stezowski, 1976; Takahashi et al., 1986) ocurre un cambio conformacional
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que incapacita a la proteina TetR para permanecer unida al ADN. Como consecuencia,
TetR y TetA se expresan (Orth et al., 1998; ver figura 11).

El homodimero TetR estd constituido por dos mondmeros idénticos cada uno
con diez a-hélices conectadas mediante giros y lazos (Figura 9). La estructura tridimen-
sional del mondémero de TetR se estabiliza principalmente mediante contactos hidrofo-
bicos hélice-hélice. La estructura global del homodimero TetR puede dividirse en 2 do-
minios de uniéon a ADN en el extremo N-terminal de cada mondmero y dos nucleos
reguladores, implicados en la dimerizacion y en la unién a ligando (Hinrichs et al.,
1994, Orth et al., 1998; Orth et al., 1999a; Orth et al., 1999b). El dominio de unién a
ADN esta formado por las hélices al, a2 y a3 y sus simétricas al’, a2'y a3" (el caréac-
ter "prima" indica al segundo mondmero). Las hélices a4 y a4' conectan estos dominios
con el dominio regulador constituido por las hélices a5 a al0 y sus simétricas o5' a
al0' (Hinrichs et al., 1994; Orth et al., 1999a; Orth et al., 1999b). El dominio regula-
dor, responsable de la dimerizacion, contiene un bolsillo, por mondémero, que acomoda
a una molécula de tetraciclina en presencia de un cation divalente. Las hélices a5, a8 y
al0 y sus simétricas a5', a8' y al0' constituyen el andamio del dominio regulador, y
constituyen la estructura mas conservada en ambas conformaciones de TetR (Hinrichs
etal., 1994; Orth et al., 1999a; Orth et al., 2000; Orth et al., 1999b).

El bolsillo de union de tetraciclina es idéntico en ambos mondmeros. La cavidad
a la que se une el complejo [Tc-Mg*'] se describe en la Figura 12 (Orth et al., 1998;
Orth et al., 1999a; Orth et al., 1999b). La entrada a esta cavidad esta limitada por la o9’
y el extremo C-terminal de a8' y el lazo que las conecta, mientras que su fondo se cierra
mediante el lazo a4-a5 (Orth et al., 1999a; Orth et al., 2000; Orth et al., 1999b).

Cuando el complejo [Tc-Mg®'] entra en el bolsillo, su anillo A contacta con el
lazo 04-05 y se dispara una cascada de cambios conformacionales. La His100 y la
Thr103, ambas de la a6, contactan con el Mg”" lo que desplaza a la a6 que sufre el des-
enrollamiento de su extremo C-terminal que se transforma en un giro-f3 (Figura 12). El
lazo a6-a.7, también resulta desplazado hacia el inductor, estableciéndose contacto entre
la tetraciclina y la Argl04 y la Pro106. El desplazamiento de a6 obliga a a4 a moverse
en la misma direccion a causa de los contactos de van der Waals. La His64 de a4, an-
clada a a5 y a la tetraciclina, actia como un eje sobre el que a4 sufre un movimiento

pendular, que hace rotar dicha hélice respecto al corazon de cada mondmero.

Como consecuencia, los dominios de uniéon a ADN de ambos mondémeros se
desplazan uno respecto al otro reflejandose en el incremento de la distancia entre sus
hélicesa3 y a3’ de manera que se rompen los contactos con el ADN (Figura 13; Orth et
al., 1998; Orth et al., 1999a; Orth et al., 1999b).
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Figura 11. Unidn de TetR a su operador. A) operador tetR y regiones de contacto. El operador tetR es una
secuencia palindromica. Las barras horizontales muestran los nucledtidos contactados por cada mondme-
ro del dimero TetR. B) Interaccion de los residuos de TetR con los nucledtidos especificos (flechas) y con
los fosfatos del esqueleto (lineas azules) en la region del operador. Los aminoacidos implicados en la
union al ADN se extienden desde el residuo 27 al 48. Los contactos con el operador se confirmaron me-
diante: ensayos de improntas in vitro, analisis de mutantes TetR, y estudios cristalograficos (Baumeister
et al., 1992a; Baumeister et al., 1992b; Isackson and Bertrand, 1985; Orth et al., 1998; Sizemore et al.,
1990). C) Representacion de cada homodimero unido al operador tet en una representacion del ADN en
doble hélice. Figura basada en los trabajos de Hinrichs et al. (Hinrichs et al., 1994), Orth et al. (Orth et
al., 1998) y Baumeister et al. (Baumeister et al., 1992a; Baumeister et al., 1992b)
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Figura 12. Representacion de la cavidad de TetR implicada en la unidn a tetraciclina. Panel izquierdo) En
ausencia de Tc. Panel derecho) En presencia de Tc. La esfera verde representa al cation Mg®". Las inter-
acciones especificas no se muestran para no complicar la figura pero se describen en el texto. Figura ba-
sada en los trabajos de Orth et al y Kisker et al.

Con la cascada de cambios conformacionales la tetraciclina queda retenida en la
cavidad de union de cada mondémero y TetR pierde su capacidad de unién a su ADN

diana de manera irreversible.

Se debe hacer notar que algunos residuos fuera del bolsillo influyen en la afini-
dad por la tetraciclina, tal como demostraron Kamionka et al. (1985), que aislaron un
doble mutante (G96E, L205S) que mostraba disminuida su afinidad por el antibidtico.
Es posible que el mecanismo de tipo "on/off" que funciona en TetR para responder a

sefiales especificas podria ser usado de manera similar por otros miembros de la familia.

El dominio de union a ADN de TetR: un dimero, con dos monomeros simetricos,
que se une a un operador palindrémico. La cocristalizacion de TetR con su operador
establecio que el homodimero TetR se dispone perpendicularmente al eje longitudinal
del ADN (Figura 11A). Dos regiones adyacentes del surco mayor del ADN, que cubren
un area de 6 pares de bases sobre ambas cadenas estan implicadas en el acoplamiento
casi perfecto con los dos dominios de interaccion con ADN (Figuras 11A y 11B; Orth et
al., 2000). No se encontraron moléculas de agua en la interfase ADN-TetR, donde la
interacciones cruciales son hidrofébicas (Orth et al., 2000). Las interacciones de cada

dominio hélice-giro-hélice con su ADN operador se resumen en las figuras 11A y 11B.

88



Capitulo 2

Figura 13. Superposicion del mondémero de TetR sin (gris) y con tetraciclina (rojo). Destacan las altera-
ciones inducidas en la region al-a3 implicada en la union con el operador. El incremento de la distancia
en a3 y a3' con tetraciclina inhabilita a TetR para mantener las interacciones especificas mostradas en la
Figura 11, por lo tanto el represor se libera. Figura basada en el trabajo de Orth et al. (Orth et al., 2000).

El mondmero A de TetR, se une a la cadena principal desde la posicion -4 a la -
7, mientras que con la cadena complementaria los contactos se dan entre la posicion +4
ala +2,y el monomero simétrico, A', se une a la cadena principal desde la posicion +2 a

la +4 y a la complementaria desde la -4 ala -7 (Figuras 11A y 11B).

Los andlisis cristalograficos revelaron que la hélice a-3 (que se extiende desde la
GIn38 a la His44) es el elemento responsable principal en el reconocimiento especifico,
puesto que todos sus residuos contribuyen al mismo, excepto la Leud1 que forma parte
del nucleo hidrofébico que estabiliza la disposicion y orientacion correcta de las hélices
a-1, a-2 y a-3. La Thr40 en el mondémero A establece contacto directo con las bases
T(-7) y C(-6) de la cadena principal del operador (Figuras 11A y 11B). El Trp43 tam-
bién interacciona con la T(-7). La Pro39 interacciona con ambas cadenas, en concreto,
con la T(-5) y la A(-4) de la cadena principal y con la T(-4) de la complementaria. En el
resto del medio operador, la hélice «-3 del mondmero A interacciona con la cadena

complementaria, en concreto, la Tyr42 contacta con la T(+4) y la GIn38 con la A(+3).

La hélice a-2 proporciona un contacto especifico adicional con la cadena com-
plementaria y asi la Arg28 contacta con la G(+2).

Aunque el dominio de union a ADN de TetR mantiene su estructura gracias al
nucleo hidrofébico constituido por residuos de cada una de las tres hélices, a-1, a-2 y

a-3, la interaccion con el ADN causa cambios en dicho dominio. Uno de estos cambios
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consiste en que la a-3 forma una vuelta de hélice 3¢ en su extremo N-terminal como

resultado de los contactos con el ADN.

Los puentes de hidrogeno entre Arg28 y G(+2), y GIn38 y A(+3) incrementan la
separacion entre los pares de bases 1y 2, desde 3,4 A a 3,9 A (Orth et al., 2000). Los
dos grupos fosfato que flanquean a la G de la posicion +2, establecen puentes de hidro-
geno con las cadenas laterales de la Thr26, Thr27, Tyr42 y Lys48, y con el grupo amino
de la cadena principal de la Thr27 y la Lys48 (Figura 11B). Estos contactos aproximan
el ADN hacia TetR, cerca de la G(+2), generando una torsiéon del ADN que provoca una
deformacion en el area correspondiente a las posiciones +3 a +6 que compensa la des-
viacion del ADN inducida en +2. Los estudios cristalograficos revelaron que la Lys48,
localizada en a—4, también establecia contactos con el ADN (Figura 11B). La lisina en
esta posicion estd muy conservada entre los miembros de la familia TetR, y se hipoteti-

za que este residuo juega un papel equivalente en otras proteinas de la familia.

6.4.2. El regulador QacR.

Dos dimeros de QacR se unen al operador para reprimir la expresion del gen
gacA. QacA confiere resistencia frente a antisépticos catidnicos monovalentes y biva-
lentes y desinfectantes tales como los compuestos cuaternarios del amoniaco (el nombre
gac deriva del inglés quaternary ammonium compounds) (Aramaki et al., 1995a; Ara-
maki et al., 1995b; Brown y Skurray, 2001).

El locus gac esta constituido por los genes gacA y gacR, de transcripcion diver-
gente, y localizados en un plasmido (Grkovic et al., 1998). En ausencia de drogas, la
proteina de 188 residuos, QacR, mantiene reprimida la expresion del gen gacA que co-
difica al exportador multidroga, mediante la unién a dos palindromos anidados, situados
en el extremo 3' del promotor de gacA y solapantes con su punto de inicio de la trans-
cripcion (Grkovic et al., 1998; Paulsen et al., 1996). Por lo tanto, QacR parece reprimir
la transcripcion impidiendo la transicion del complejo promotor/ARN-polimerasa hacia
su estado transcripcional productivo, més que mediante bloqueo fisico de la unién de la

ARN-polimerasa.

La estructura tridimensional de QacR (identificadores PDB 1JTX, 1JTG, 1JTY,
1JUM, 1JUP, 1JUS, 1JTO) revel6 que se trata de una proteina de caracter helical en su
conjunto y que presenta un motivo de union a ADN de tipo hélice-giro-hélice, situado
en su region N-terminal, y un segundo dominio implicado en la union de efectores y
dimerizacion (Schumacher et al., 2001; Schumacher et al., 2002b). Hay que destacar
que a diferencia de TetR, dos dimeros de QacR, en lugar de uno, se unen al sitio opera-
dor (Salah-Bey y Thompson, 1995; Sanchez et al., 2002; Figura 14).
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Los mondmeros de cada dimero se han llamado proximal y distal para referirnos
a su posicion respecto al centro de simetria del operador palindromico (Figura 15A y
15B). Se observo que la parte del operador a la que se unia un dimero, era simétrica y
parcialmente solapante con la unida por el otro dimero (Schumacher et al., 2002b; y
Figuras 14 y 15). La existencia dentro del mismo fragmento de ADN de dos palindro-
mos parcialmente solapantes con idéntica simetria de bases, es llamativa (Figura 15A y
15B).

En este sentido, las secuencias palindromicas reconocidas por cada dimero QacR
son equivalentes a las descritas para la interfaz de TetR excepto por la longitud de los
espaciadores, consistente en 3 pares de bases para TetR y 4 para QacR, apoyando la
hipdtesis de que las interacciones de otros miembros de la familia con sus secuencias
operadoras puedan se similares, independientemente del nlimero de dimeros implicados,
dado el tamafio de los dominios hélice-giro-hélice que se extienden una amplitud que

abarca 7 pares de bases en el ADN.

La hélice a-3 de los monomeros distales de QacR A y de QacR_B establece la
mayoria de los contactos especificos con el operador (Schumacher et al., 2002b). El
residuo Tyr41 del mondémero distal A (Figura 15) establece contactos hidrofobicos con
la base T(-10) de la cadena principal del ADN ademas de con el fosfato en la posicion
-11 de la misma cadena, mientras que la Tyr40 contacta con T(+7) (Figura 15B). Ade-
mas, el acoplamiento estrecho con el ADN se facilita mediante puentes de hidrégeno
especificos entre la Lys36 y la base G(+6) en la cadena complementaria, y entre la
Gly37 en la base G(-8) en la principal. La Gly37 es importante en la represion pues el
nucledtido con el que contacta, la G(-8), es el sitio de inicio de la transcripcion del gen
gacA.

Los mondmeros proximales A y B también establecen una serie de interacciones
criticas. Por ejemplo, la Tyr41l del mondémero B proximal contacta con la C(-6) de la
cadena principal, mientras que la Tyr40 contacta con la T(+3) y el fosfato (+2) de la
complementaria (Schumacher et al., 2002b). Hay que sefialar al respecto la aparente
intercambiabilidad T/C en el contacto especifico, hidrofébico, con un residuo de Tyr
que también se observa en el co-cristal de TetR/operador. La Gly37 en el monémero A
proximal contacta con la G(-4) en la cadena complementaria, mientras que la Lys36
contacta con la G(+1) en la cadena principal. Un hecho curioso es la diferencia de espa-
ciado en las bases contactadas por Tyr40 y Lys36 en los mondmeros proximal y distal,
Figura 16. Un niimero de residuos de a2, lazo a2-a3, a3, y el dipolo positivo de la al
(N-terminal) también interaccionan con el esqueleto de fosfatos en ambas cadenas de
ADN (Schumacher et al., 2002b). La Figura 15B y 15C muestran como cada dimero se
dispone sobre el surco mayor del ADN, de manera que cada uno queda casi en la cara
opuesta al otro, formando un dngulo entre los ejes de ambos dimeros de menos de 180°
(Figura 14).
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A distal

B proximal

Figura 14. Diagrama de cintas de los dos mondémeros QacR unidos a su secuencia de ADN diana repre-
sentada en doble hélice (A) y detalles de los contactos establecidos por la a-hélice 3 de los monomeros de
homodimeros diferentes cuando reconocen los sitios solapantes (B).

Los estudios de la uniéon de QacR al ADN han indicado que los dos dimeros se
unen al ADN de manera cooperativa (Grkovic et al., 2001a; Grkovic et al., 2001b;
Schumacher et al., 2002b). Los analisis tridimensionales sugerian que tal cooperatividad
no surge de interacciones proteina-proteina, pues el punto mas proéximo entre ambos
dimeros dista 5.0 A. Mas bien la cooperatividad parece estar mediada por un cambio en
la conformacion del ADN desde la forma B a una configuracién de bajo enrollamiento
pero de alta afinidad, lo cual es patente en el analisis del cristal. Esta modificacion de la
conformacion del ADN es necesaria porque la distancia 6ptima entre cada motivo héli-
ce-giro-hélice del dimero QacR es de 37 A. Esto requiere la expansion de los 34 A que
en ADN-B separan a las dos regiones de contacto sucesivas en el surco mayor. Este
hecho ha sugerido que la union del primer dimero QacR fuerza este cambio conforma-
cional energéticamente desfavorable, que facilita la union del segundo dimero (Schu-
macher et al., 2002b). Los datos experimentales presentados por Grkovic et al. (2001b
y 2003) sugerian que los dos dimeros deben unirse simultdnea y cooperativamente al

operador para ser capaces de mantener la deformacion del ADN observada en el cristal.
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Figura 15. Unién de QacR a su operador. A) Interaccion de QacR con el operador gac. B) Contactos de
los residuos de la a-hélice 3 de los homodimeros QacR A y B con los nucleétidos especificos (flechas) y
con los fosfatos del esqueleto del ADN (lineas azules) en el operador sintético usado para el co-cristal
QacR_ADN (Schumacher et al., 2002a; Schumacher et al., 2001). C) Representacion de los dos homodi-
meros QacR unidos al operador gac en una representacion en doble hélice. Figura basada en la del trabajo
de Schumacher et al., 2001 y 2002b.
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Figura 16. El par de residuos Lys36/Tyr40 de los mondémeros distales y proximales aunque establecen
contactos idénticos con las bases nitrogenadas se diferencian en el espaciado entre las bases contactadas.
En los monémeros distales ambos residuos contactan con bases consecutivas, G(+6) y T(+7), mientras
que en los monomeros proximales las bases contactadas, G(+1) y T(+3), estdn separadas por la A(+2).
Esto obliga al par Tyr40/Lys36 a adoptar una disposicion espacial algo diferente entre los mondmeros
distales y proximales, tal como se resume en la figura.

Shummacher y Brennan (2002a) observaron que TetR y QacR mostraban el
mismo grado de especificidad de unién al ADN mediante mecanismos de union ligera-

mente diferentes.

Ellos notaron que TetR emplea la Arg28, situada fuera de su hélice de recono-
cimiento, para el establecimiento de un contacto especifico con una base (Orth et al.,
2000), mientras que QacR no emplea residuos fuera de la hélice a3 para establecer con-
tactos especificos con el ADN. Estos autores también observaron que TetR deforma su
sitio de union induciéndole una curvatura de 17° hacia la proteina para optimizar la po-
sicion de sus motivos hélice-giro-hélice para las interacciones especificas con las bases
en cada medio operador. Por su parte QacR ensancha ligeramente el surco mayor en
todo el sitio de union IR1 y lo curva solo unos 3°. Estas particularidades se reflejan el
las diferentes distancias entre los centros de los dominios hélice-giro-hélice observados
en QacR (37 A).

Asi, una importante conclusion que se deriva de las comparaciones entre las es-
tructuras de los complejos QacR-ADN y TetR-ADN es que incluso proteinas de la
misma familia homologas estructuralmente y que comparten una funcion similar, la

represion, pueden utilizar mecanismos de accion ligeramente diferentes.

QacR como un modelo para el reconocimiento de multiples efectores por un
regulador. QacR se libera del operador de gacA mediante su interaccidbn con varios
efectores de naturaleza cationica y lipofilica tales como la rodamida 6G, el cristal viole-

ta y el bromuro de etidio (Grkovic et al., 1998). Mas recientemente, Grkovic et al.,
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(2003) demostraron que otras sustancias tales como varios colorantes catidonicos biva-

lentes y alcaloides de origen vegetal, actuaban como efectores de QacR.

Pese a la existencia de dos bolsillos de union, sélo se une una molécula de efec-
tor por homodimero, lo cual se demostré mediante estudios de equilibrio de dialisis y
calorimetria utilizando el complejo QacR-R6G (Schumacher et al., 2001). El cristal de
QacR unido a distintos efectores reveld otro hecho destacable respecto al bolsillo de
unién del efector, se trata de una cavidad con un volumen de unos 1100 A’ capaz de
adaptarse y alojar a moléculas diferentes en distintas partes del bolsillo (Schumacher et
al., 2002a y 2002b). Yu et al. (2003a y 2003b) han descrito una cavidad similar para el
transportador multidroga AcrB, capaz de unir distintas moléculas organicas de estructu-

ras muy diferentes.

Los estudios cristalograficos de Schumacher et al. al. (2001) y Murray et al.
(2004) demostraron que el reconocimiento "multidroga" mediado por el dimero de
QacR es un proceso mas bien simple que, al contrario de lo esperado, no requiere de
mecanismos moleculares sofisticados. De hecho, el dominio de union a efector de QacR
consta de 6 a-hélices (identificadores PDB: 1JTX, 1JT6, 1JTY, 1JUP, 1JUS, 1JTO,
IRKW, 1RPW). La entrada al bolsillo de union de efector se realiza a través de una
pequeiia abertura formada por la divergencia de las hélices a6, a7, a8 y a8'. La este-
quiometria de una molécula de efector por dimero de QacR conduce a un proceso de
induccion asimétrico en el que el mondmero unido a la molécula de efector sufre el

cambio estructural mayor.

La comparacion de la estructura ligada a efector con la ligada a ADN revela que
la union de la droga desencadena un desenrollamiento de los residuos 89-93, lo que
hace que se extienda la hélice a5 en una vuelta. Esta transicion libera los residuos
Tyr92 y Tyr93 que actiian como sustitutos de la molécula de efector, del nucleo hidro-
fobico de la proteina. La expulsion de ambos residuos de Tyr conlleva la recolocacion
de la hélice a6 adyacente y del dominio de uniéon de ADN, ligado a ella. El resultado
final de esta transicion estructural es una translacion de 9 A y una rotacion de 37° del
dominio de uniéon a ADN, lo que incapacita al dimero QacR para unirse a su ADN di-

ana.

6.4.3. La estructura tridimensional de CprB.

Las bacterias gram positivas pertenecientes al género Streptomyces utilizan las y-
butirolactonas como autorreguladores u hormonas bacterianas, junto con sus receptores
especificos (receptores de y-butirolactonas), para controlar sus procesos de diferencia-

cion morfolodgica, produccion de antibidticos, o ambos (Hinrichs et al., 1994; Hirata et
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al., 2004). La y-butirolactona mas representativa es la 2-isocapriloil-3R-hidroximetil-y-
butirolactona producida por Streptomyces griseus.

Esta butirolactona se conoce como factor-A y es esencial para la formacion del
micelio aéreo, la produccion de estreptomicina y la produccién de un pigmento amari-
llo, procesos en los que juega un papel esencial la proteina ArpA (Hara y Beppu, 1982a;
Hara and Beppu, 1982b; Horinouchi y Beppu, 1990).

ArpA, no se ha podido purificar debido a una cierta insolubilidad intrinseca. Al
contrario, la proteina CprB de S. coelicolor A3(2), con una identidad de secuencia del
30% con ArpA (Onaka et al., 1998), se ha purificado y cristalizado (Natsume et al.,
2004), aunque el ligando especifico de CprB es atn desconocido. No obstante, CprB se
une a la misma secuencia de nucledtidos que ArpA (Sugiyama et al., 1998) y lo que es
mas, CprB también actua como un regulador negativo tanto del metabolismo secundario
como de la morfogénesis en S. coelicolor al igual que ArpA en S. griseus (Natsume et
al., 2004; Onaka et al., 1998).

CprB se presenta en dimeros de morfologia semejante a una letra omega. Las
dos subunidades del dimero se relacionan entre si mediante un eje pseudo-binario (Figu-
ra 17). Cada mondémero de CprB se compone de 10 a-hélices y tiene dos dominios, uno
de union a ADN (residuos 1-52) y otro regulador (residuos 77-215) (Figuras 17 y 18).

La estructura tridimensional de CprB es, en esencia, similar a la de QacR unido
al ADN, excepto por la hélice .10 (Schumacher et al., 2001; Schumacher et al., 2002b).
Ademas, los dominios de uniéon a ADN en las dos proteinas son muy similares, tanto
que ambos pueden superponerse con una desviacion rms de 1.48 A para 71 atomos de
Ca (Natsume et al., 2004).

Aunque se carece de informacion especifica sobre las interacciones de CprB con
su operador, el grado de conservacion de secuencia tan elevado con TetR y QacR per-
mitid a los autores predecir que el nticleo del dominio de unién a ADN estaba com-
puesto por Ilel4, Ilel5, Alal8, Phe22, Leu32, Leud6 y Phe50 (Bennik et al., 2000). Se
ha sugerido que dos dimeros CprB se unen a la secuencia de ADN como lo observado
para el complejo QacR-ADN (Grkovic et al., 2001a; Grkovic et al., 2001b; Natsume et
al., 2004; Schumacher et al., 2001; Schumacher et al., 2002b). La base para esta hipote-
sis parte del buen alineamiento de las secuencias primarias de los dominios de union a
ADN de CprB y QacR. Esto indicaria una relacion evolutiva entre los dominios de

unién a ADN de ambas proteinas.

El dominio regulador de CprB estd constituido por 6 a-hélices (a5-a10) (Nat-
sume et al., 2004), y también se puede superponer sobre el dominio equivalente de
QacR (PDB: 1JT0).
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6.4.4. La estructura tridimensional de EthR.

La etionamida se ha empleado durante mas de 30 afios como tratamiento qui-
mioterdpico de segunda linea en pacientes con tuberculosis que han desarrollado resis-
tencia frente a antibidticos de primera linea tales como la isoniazida y la rifampicina. La
activacion del profarmaco etionamida estd regulada mediante la monooxigenasa Bae-
yer-Villinger EthA y el represor EthR de la familia TetR, cuyos marcos de lectura abier-
ta estan separados por 75 pares de bases en el genoma de Mycobaterium tuberculosis.

La expresion de ethA en M. tuberculosis esta regulada por EthR. EthR reprime la
transcripcion del gen activador ethA. La sobrexpresion de ethR provoca resistencia a la
etionamida, mientras que la inactivacion cromosomica de ethR promueve la hipersensi-
bilidad a la etionamida (Baulard et al., 2000). EthR se une directa y especificamente a
secuencias de ADN que corresponden a la region intergénica ethRA (Baulard et al.,
2000; Engohang-Ndong et al., 2004). El operador de EthR abarca 55 pares de bases,
siendo mucho mayor que los operadores de 15 pares de bases reconocidos por otros
miembros de la familia. El operador se organiza como un palindromo degenerado que
contiene pares de secuencias invertidas solapadas y repetidas en tindem (Engohang-
Ndong et al., 2004).

En ausencia de ADN, EthR forma homodimeros en solucidén, y las medidas de
SPR (surface plasmon resonance) sugieren que EthR octameriza cuando se une al ADN
(Engohang-Ndong et al., 2004).

El monémero de EthR estd formado por 9 a-hélices (Figuras 17 y 18), organiza-
das en dos dominios (Dover et al., 2004). El dominio N terminal comprende las 3 pri-
meras o-hélices, con la segunda y tercera formando el motivo hélice-giro-hélice de
union a ADN. El dominio C terminal, supuestamente implicado en la union a ligando,
incluye las 6 a-hélices restantes, desde la quinta a la novena, y su funcion en EthR atn
no se conoce. La cuarta a-hélice actua de conector entre ambos dominios. La estructura
del cristal revela que la interfase de dimerizacion, una caracteristica estructural conser-
vada entre los miembros de la familia TetR (Orth et al., 2000; Schumacher et al.,
2002b), esta constituida primariamente por las hélices 8 y 9.

Una de las caracteristicas mas llamativas de la estructura de EthR es la cavidad
estrecha en forma de tunel (Figura 17) a la que dan lugar las a-hélices 4, 5, 7, y 8
abriéndose el tunel en la parte inferior del mismo (Dover et al., 2004). El tanel tiene
unos 20 A de longitud y esta revestido predominante, aunque no exclusivamente, por
residuos aromaticos, en su mayoria pertenecientes a las hélices 5y 7. El lazo que conec-
ta las hélices 4 y 5 restringe la apertura de este tinel hidrofébico. Dicho lazo, tal como
indica la baja definicion de su densidad electronica, posee cierto grado de flexibilidad
estructural, tal como seria de esperar. Dicha cavidad seria el sitio de union para un li-
gando, o ligandos, aun desconocidos.
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6.4.5. Estructura de los miembros de la familia TetR cristalizados y de funciones
desconocidas.

Los nuevos métodos en gendmica/protedmica estan permitiendo la cristalizacion
de proteinas, muchas de las cuales atin no tienen una funcion asignada. Las proteinas de
la familia TetR pertenecientes a este grupo son: Cgl2612 de Corynebacterium glutami-
cum (pdb 1V7B); YbiH de S. typhimurium (pdb 1T33); YcdC de Escherichia coli (pdb
1PB6) y YfiR de YsiA de B. subtilus (pdb 1RKT y 1VIO, respectivamente) (Figuras 17

y 18).

6.5. Caracteristicas estructurales de las proteinas de la familia TetR.

Del estudio conjunto de la estructura de los miembros de la familia TetR cristali-
zados en el momento de la realizacion de este estudio, se deduce una serie de caracteris-

ticas generales.

Todos son proteinas de tipo a-helical (constituidas solo por o-hélices y los lazos
y giros que las unen) que se presentan en homodimeros y en todos los mondémeros dis-
tinguimos una regién de union a ADN con tres a-hélices (a2 y a3 formando parte del
dominio hélice-giro-hélice) y un nucleo regulador, con un bolsillo de unién a inductor y
una superficie de dimerizacidn, constituida por dos a-hélices; la hélice a-4 es el conec-

tor entre ambos (Figura 17).

Podemos diferenciarlos en dos grupos seglin posean mondmeros constituidos por

10 o por 9 a-hélices.

Con 10 a-hélices tenemos a TetR y a CprB. En realidad CprB tiene una estructu-
ra basica de 9 a-hélices, pero posee una décima a-hélice adicional, la ultima, tras las
dos de dimerizacion, a8 y a9, mientras que en TetR, la hélice “adicional” se dispone
entre las dos de dimerizacion a8 y 10 contribuyendo a la delimitacion del bolsillo de
unién a efector en el mondomero compaiero y que se desplaza cerrando dicha cavidad

tras la entrada del efector (Figura 18).

El resto de los reguladores que se han cristalizado, QacR, EthR, YcdC, YbiH,
Cgl2612, YsiA e YfiR, poseen mondmeros con una organizacion tipica en 9 o-hélices
con la superficie de dimerizacion constituida por las 2 ultimas a8 y a9. Si bien esto es
cierto para QacR, YsiA, YfiR y Cgl2612, no ocurre lo mismo con las tres restantes, en

las que un analisis mas detallado muestra ciertas particuaridades (Figura 18).
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Podriamos decir que YcdC posee once a-hélices. Una hélice adicional esta for-
mada por la divisioén de la a7 en dos mas pequenas, a7 y a8. La superficie de dimeriza-
cion esta formada por las 2 ultimas a9 y a0, sin embargo a9 en su region C terminal,
en los residuos Aspl74 y Phel75, sufre una inflexion que dispone casi perpendicular-
mente a sus dos ultimas vueltas respecto del eje del fragmento mayor de la hélice. De
esta manera aparece una hélice “extra”, corta, al0, situada entre las 2 hélices de dime-

rizacion que recuerda a la a-hélice 9 de TetR (Figura 18).

La organizacion del mondémero de YbiH es idéntica a la anterior. En este caso la
inflexion en la primera hélice de dimerizacion se debe a un solo residuo la Gly182 que
permite el cambio brusco de direccion del las dos tltimas vueltas C-terminales de dicha
hélice (Figura 18).

EthR tendria en realidad 8 a-hélices, careceria de la a6 propiamente dicha
que constituye el lateral inferior externo del bolsillo de unién a efector en los otros mo-

némeros. La a5 sufre una inflexion en su His117 que da a su mitad C-terminal la orien-

tacion adecuada para suplir a la hélice a6 (Figura 18).

Figura 17. Estructura de otros miembros de la familia TetR cristalizados. Los miembros de la familia
TetR son proteinas tipo a-helical que se presentan como homodimeros, cada uno con dos dominios de
union a ADN y dos regiones reguladoras, ambos relacionados por la a-hélice 4. Los dominios de union a
ADN estan formados por las tres primeras a-hélices y los dominios reguladores por el resto de las a-
hélices a partir de la quinta.
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dd _J 1| 1vIo

Figura 18. Estructura de los monémeros de los miembros de la familia TetR cristalizados. Se observa el
dominio de unién a ADN en la zona inferior de cada monémero y la region reguladora en la que ademas
de la cavidad de union a efector, en posicion central, se aprecian las dos a-hélices, paralelas o subparale-
las que constituyen la superficie de dimerizacién. Con trazos amarillos se marcan las particularidades de
algunos monémeros que se discuten en el texto.

100



Capitulo 2

6.6. Prediccion de union a ADN para las proteinas de la familia TetR
basadas en el estudio de las estructuras de los cristales de TetR y OacR

Existe un solapamiento perfecto de los dominios de union a ADN de QacR,
TetR, CrpB y EthR, y no fue necesario introducir gaps en las alfa hélices implicadas en
el contacto con el ADN en el alineamiento multiple de los miembros de la familia TetR
en este dominio. Esto se us6 de base para hipotetizar que los residuos en la misma posi-
cion en el alineamiento multiple de todos los miembros de la familia podrian jugar pa-
peles equivalentes. Esto nos llevé a analizar cada aminoacido en el alineamiento multi-

ple del dominio de unién a ADN.

6.6.1. Estableciendo relacion entre la posiciones en el perfil y la posicion estructu-
ral.

El anélisis comparativo de los co-cristales de QacR y TetR con sus correspon-
dientes operadores revelaron que los residuos en las posiciones 22, 33, 34, 35, 37, 38,
39 y 43 estaban implicados en interacciones con el ADN operador (Figura 8). Se analiz6
la presencia de cada aminoécido en estas posiciones en el alineamiento multiple de los
miembros de la familia TetR (Tabla 31).

Encontramos dos tipos de posiciones, una en la que el residuo estaba muy con-
servado y otra en la que la conservacion, en caso de existir, era baja. Las posiciones 37,
39 y 43 fueron las mas conservadas, mientras que las posiciones 22, 33, 34, 35 y 38

alineaban diferentes residuos.

En la posicién 37 del perfil, correspondiente a la Tyr42 de TetR y la Tyr40 de
QacR (Figura 19), el residuo Tyr aparece en el 74.16% de las proteinas alineadas (Tabla
31). El siguiente residuo en conservacion en esta posicion corresponde al otro aminoa-
cido aromatico, la fenilalanina (8%) y a continuacion la histidina (4%) (Tabla 31). La
Tyr-42 de TetR y la Tyr-40 de QacR se localizan en el centro de la a-hélice 3 y contac-
tan con una timina localizada en el centro del palindromo que constituye el operador, y
ademas establece un contacto con el fosfato situado una posicion mas hacia el centro del
palindromo (Figuras 11B y 15B).

El residuo en la posicion 39 del perfil correspondia con la His44 en TetR y la
His42 en QacR (Figura 19). Ambos co-cristales mostraban que estas His establecian
contactos con el esqueleto de fosfatos (Figura 11B y 15B). El alineamiento multiple de
los miembros de la familia muestra que en la posicion 39 aparece His o Tyr en el
78.33% de las secuencias alineadas. Resulta pues tentador proponer que este residuo sea
critico en las interacciones con la cadena de fosfato.
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Pos 22 Pos 33 Pos 34 Pos 35 Pos 37 Pos 38 Pos 39 Pos 43

V 2195 (K 2926 |G 3779 | T 34.3 Y 7416 |R 2275 |H 44.5 K 7725
L 20.6 R 20,07 |A 1893 |8 2087 |F 8.05 Y 1644 |Y 3383 |R 10.07
M 18.66 |P 10.27 |P 12.55 |A 19.6 H 4.63 H 13.29 |R 49 L 2.82
I 17.65 |Q 6.04 s 8.39 L 5.84 L 3.09 N 8.39 F 3.56 I 1.88
T 13.22 |V 5.3 R 6.71 N 53 T 2.48 K 6.11 A 2.15 M 188
F 2.15 A 4.56 T 5.1 G 43 S 1.95 w 5.84 N 1.95 \' 1.81
H 1.74 T 43 Q 3.56 \'% 2.28 N 1.88 A 5.64 Q 1.88 T 0.94
A 1.61 L 4.23 M 235 M 208 R 1.21 L 3.56 E 1.48 G 094
Y 1.28 E 3.36 N 1.07 Q 1.34 Q 0.6 s 3.56 L 1.34 Q 074
S 0.54 I 2.89 K 1.01 Y 1.28 A 0.47 F 2.89 W 1.21 A 0.47
P 04 H 2.89 \' 0.81 I 1.14 I 0.47 Q 2.55 s 0.94 H 034
N 0.13 S 2.01 D 0.47 P 0.54 G 0.27 T 2.35 T 0.74 F 0.27
E 0.07 N 1.61 L 0.47 R 0.4 M 0.27 E 1.68 \'% 0.54 P 0.2

G 1.07 E 04 E 0.2 v 0.2 v 1.61 C 0.4 S 0.13

D 1.01 F 0.27 H 02 K 0.13 G 1.41 K 0.27 Y 0.07

Y 0.67 I 0.07 K 013 C 0.07 D 1.07 I 0.13 E 0.07

M 0.27 H 0.07 D 0.13 P 0.07 I 0.54 D 0.07 N 0.07

C 0.13 C 0.07 C 0.2 G 0.07

F 0.07 M 0.07

P 0.07

Tabla 31. Frecuencia de aminoacidos en cada una de las posiciones criticas para el reconocimiento del
operador en los miembros de la familia TetR. (Las frecuencias de aminoacidos se expresan en porcentajes
y estan calculadas con los 2353 miembros de la familia TetR).

Se ha establecido que existe interaccion entre la Lys-48 de TetR y la Lys-46 en
QacR, y el esqueleto de fosfato del ADN. Estos residuos corresponden a la posicion 43
del alineamiento multiple, y la lisina se localiza en el extremo amino de la a-hélice 4
de cada proteina (Figura 19). En el 77% de las secuencias aparece un residuo de lisina, y
su interaccion con el esqueleto de fosfato podria ser crucial para ajustar el dominio héli-

ce-giro-hélice en su posicion correcta sobre el ADN (Figura 11B y 15B).

En la posicion 22 del alineamiento multiple (Thr27 en TetR y Thr25 en QacR)
los cinco residuos mas abundantes son Val, Leu, Met, Ile y Thr. La Thr27 en TetR y la
Thr25 en QacR (Figura 19) estan implicadas en interacciones con el esqueleto de fosfa-

to.

En la familia TetR, los contactos de los residuos alineados en la posicion 37, en
el centro de la a-hélice 3 (Tyr en el 74% de los casos), 39, también en la a-hélice 3
(His o Tyr en el 98% de los casos) y el residuo 43, en la a-hélice 4 (Lys en 77% de los
casos) (Figura 19), probablemente actien orientando al motivo hélice-giro-hélice para
interaccionar de forma adecuada con el surco mayor del ADN, anclando a la proteina al

esqueleto de fosfato.

El papel de la Gly en la posicion 16 del alineamiento multiple, situada al fin de
la a-hélice 1 y muy conservada, podria ser el de orientar la cadena polipeptidica en los
cristales de TetR y QacR, permitiendo que el dominio hélice-giro-hélice quede dispues-

to en la orientacion apropiada para interaccionar con el ADN (Figura 20).
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Pos. 39

Pos. 43

Pos. 22

Pos. 33

Pos. 34

Pos. 35

Pos. 38

Figura 19. Superposicion de los dominios de union al
do los residuos de interaccion con el ADN implicados

103

operador de TetR(rojo) y QacR(salmoén), mostran-
en cada posicion descrita en el texto.



Capitulo 2

Figura 20. Superposicion de los dominios de unién al operador de TetR (rojo) y QacR (salmon), mos-
trando los residuos conservados en las posiciones del perfil no implicadas en contactos con el ADN (no
aparecen en la Tabla 31). Se trata de residuos hidrofobicos orientados hacia el interior del nticleo del
dominio que contribuyen al mantenimiento de la disposicion espacial de las a-hélices, necesaria para la
interaccion con el surco mayor del ADN. Las Gly en posicion,16 citadas en texto, estan marcadas por
sendas lineas al final de la al.

En las posiciones 33, 34, 35y 38 del alineamiento multiple se encontraron dis-
tintos residuos (Tabla 31). En TetR y QacR los residuos correspondientes a esa posicio-
nes establecian contactos especificos con diferentes bases del ADN, excepto la Asn38
de QacR (posicion 35 en alineamiento multiple) que contacta con el esqueleto de fosfa-
to. Basandonos en la alta variabilidad de residuos en estas posiciones, se propone que
estas posiciones dotan de especificidad a cada proteina de manera que puedan reconocer

su propio operador mediante interacciones con bases nitrogenadas especificas.

6.6.2. Prediccion de los residuos de uniéon a ADN en los otros miembros de la fami-
lia con estructura resuelta.

Si representamos los residuos de las ocho posiciones de contacto con el ADN
consecutivamente, éstos forman "palabras" de 8 letras. El analisis de esas palabras en el
alineamiento multiple de la region del perfil de todas las secuencias, nos mostraria lo
que podriamos considerar como "PALABRAS DE UNION AL ADN" propias de los
miembros de la familia TetR. Cuanto mas similares son dos secuencias mayor es la pro-

babilidad de que compartan la misma palabra.

La Tabla 32 (Anexo II) recoge las palabras de union a ADN de los miembros de

la familia TetR. Podemos diferenciar en ella dos tipos, las representadas por una sola
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secuencia y las que son comunes a un conjunto de secuencias con una similitud global
elevada. En los casos en los que se conozca la estructura tridimensional de un miembro
de uno de estos conjuntos, dado el grado de conservacion de la disposicion espacial que
exhiben los dominios de uniéon a ADN que conocemos, podriamos hipotetizar que los
miembros del grupo no solo comparten la palabra (estructura primaria), sino también su

disposicion tridimensional que se muestra en el cristal.

Asi por ejemplo en el co-cristal de QacR con su secuencia operadora tenemos la
palabra TKGNYYHK, que en la Tabla 32 (Anexo II) aparece con el nimero 56 y que esta
presente en un conjunto de secuencias anotadas como QacR de diversos Staphylococcus
(S. aureus, S. epidermidis, S. haemolithycus), de manera que el conocimiento acerca de
los residuos que contactan con el ADN que se deduce del co-cristal podria extenderse a

las secuencias que comparten palabra.

El razonamiento equivalente seria aplicable a la palabra TQPTYWHK, la nuimero
379 de la Tabla 32 (Anexo II), que corresponde a la secuencia TetR clase D, cuyo co-
cristal hemos estudiado, ademas de compartirla las clases B, E, H (E. coli, S. enterica, S.
typhi, Shigella flexneri, Proteus mirabilis, Pasteurella multicida, P. aerogenes, Neisseria
menigitidis, Vibrio salmonicida,...).

En el grupo de secuencias de TetR de la Tabla 32 (Anexo II) encontramos otras 3
palabras de interaccion con ADN: TQPAYWHK (n° 377) que corresponde a las variantes
TetR clases B, C y G; TQPSYWHK (n°® 378) TetR(31) y TQPGYWHK (n°® 380) TetR de
Corynobacterium glutamicum. Igual que el caso anterior, los datos sobre los residuos
que contactan con el ADN que se deducen del co-cristal podrian extenderse a las secuen-
cias que comparten palabra, puesto que las sustituciones del residuo en la posicion 35 (T,
A, S, G), probablemente implicado en las diferencias de especificidad de unién a su ope-
rador en cada clase de TetR, no sea tan drastica como para suponer una variacion en la

estructura 3D.

En la Figura 21 se representan los dominios de uniéon a ADN de CprB, EthR,
Cgl2612, YbiH, YcdC e YsiA. En ellos se marcan los residuos correspondientes a las
posiciones hipotéticas de interaccion con sus operadores, deducidas de los co-cristales
TetR y QacR.

La Tabla 32 (Anexo II) muestra que la palabra LKGAYFHK de CprB de Strepto-
myces coelicolor (n° 11), la comparten CprL y CprA del mismo organismo y BarZ de S.
virginiae y que se agrupa junto a otras 2 palabras casi idénticas, IKGAYFHK (n° 12) de
TylP de S. fradie, ArpA de S. griseus, TarA de S. tendae, FarA de Streptomyces sp., y
VKGAYFHK (n° 13) del receptor de butanolida de S. virginiae entre otros sin anotacion

funcional. La palabra de CprB constituiria un modelo de la interaccion con el ADN para
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los receptores de y-butirolactonas, pues al igual que discutiamos para TetR, las sustitu-
ciones del residuo en la posicion 22 (I, L y V), no supongan una variacion en la estruc-
tura tridimensional del dominio de uniéon a ADN. Recordemos que CprB une la misma

secuencia de nucledtidos que ArpA, con I en lugar de L en la posicion 22.

Un grupo de secuencias de Mycobacterium leprae y M. tuberculosis, entre las
que se encuentra EthR comparten la palabra VRPTYFYK, n° 679 de la Tabla 32.

Razonamientos paralelos podemos hacer con el resto de los miembros de la fami-
lia cuya estructura se ha resuelto, pero con funciéon no conocida, Cgl2612 YKSGIYHR
(n°771), YbiH TIAATYYK (n° 831), YcdC LKTNLYYK (n° 669), YsiA VDGTYIYK.

6.6.3. Prediccion de los residuos de union a ADN en miembros de la familia sin
estructura resuelta.

Hemos de destacar algunas palabras compartidas por grupos amplios de secuen-

cias que constituyen ejemplos tipo dentro de la familia TetR.

Por ejemplo LRGAYWHK, la palabra n° 1, compartida por el grupo mas amplio de
secuencias de la tabla, anotadas como: AcrR (E. coli, Shigella flexneri, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, S. typhimurium, S. typhi, Y. pestis); EnvR (E.
coli, S. typhi); MtrR (Neisseria meningitidis y N. gonorrhoeae); TtgR, TtgW, ArpR,

SrpR (P. putida); ademas de otras muchas secuencias sin anotacion funcional.

Otro ejemplo remarcable lo constituye la palabra n® 822 HVATFNYR, comparti-
da por: LuxR (V. harveyi), LitR (V. fischeri), VanT (V. anguillarum), OpaR (V. para-
haemolythicus), ScmR y VvpR (V. vulnificus) y HapR (V. cholerae).
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Figura 21. Dominios de uniéon a ADN con los residuos correspondientes a las posiciones de interaccion
con el ADN operador deducidas del analisis comparativo de los co-cristales de QacR y TetR con sus co-
rrespondientes operadores. (TetR: TQPAYWHK; QacR; TKGNYYHK; CprB: LKGAYFHK; EthR: VRPTY-
FYK; Cgl2612: YKSGIYHR; YbiH: TIAATYYK; YcdC: LKTNLYYK; YsiA: VDGTY 1 YK).
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6.7. Algunos requladores de la familia TetR forman parte de circuitos
requladores complejos

Los datos publicados indican que se conocen las funciones especificas de 85
miembros de la familia TetR (Tabla 29). Una informacién amplia acerca de cada una de
estas proteinas esta disponible en http://www.bactregulators.org (Martinez-Bueno et al.,
2004). Hemos agrupado las funciones reguladas por los miembros de la familia TetR en
10 conjuntos tipo (Tabla 29). La funcién mas frecuente es la regulacion de la expresion
de bombas de extrusion implicadas en la resistencia frente a antibidticos y tolerancia a

compuestos toxicos.

Hemos observado que los miembros de la familia TetR a menudo autorregulan
su expresion. Este control por retroalimentacion asegura que la concentracion del repre-
sor se encuentre dentro de unos limites optimos (Beinlich et al., 2001; Delany et al.,
2003; Marqués et al., 1998; Sala et al., 2003; Thieffry et al., 1998). En este esquema de
regulacion sencillo, la sintesis del represor y de la(s) proteina(s) regulada(s) se desre-

prime en presencia de la molécula de inductor.

Sin embargo, las proteinas de la familia TetR también participan en otros tipos
de redes de regulacion que controlan procesos complejos tales como homeostasis meta-
bolica (biosintesis de amino acidos, nucleo6tidos, protohemo y material de reserva); la
sintesis de protectores osmoticos, quorum sensing, virulencia y procesos relacionados
con la diferenciacion (esporulacion y biosintesis de antibidticos en estreptomicetos)

(Tabla 29 y www.bactregulators.org) (Martinez-Bueno et al., 2004).

La Figura 22 muestra una serie de esquemas de regulacion, desde los més sim-
ples a los mas complejos, en los que interviene al menos un miembro de la familia
TetR.

Pensando en la brevedad, a continuacioén sélo analizamos algunos conjuntos re-
presentativos de redes de regulacion, incluidas proteinas implicadas en resistencia frente
a drogas (AcrR de E. coli y MtrR de Neisseria gonorrhoeae), biosintesis de un protector
osmotico (Betl), una proteina clave implicada en la produccion de antibioticos y dife-
renciacion en Streptomyces (ArpA), una proteina implicada en la patogénesis de Vibrio
cholerae (HapR) y algunas otras proteinas implicadas en quorum sensing.
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6.7.1. El regulador AcrR es el regulador especifico local de la bomba de extrusion
AcrAB.

La resistencia multiple a antibidticos en E. coli es un area reciente de atencion,
promoviendo la explicacion de varios mecanismos implicados en este fenémeno. Uno
de ellos es el transporte de diversas sustratos fuera de la célula mediante el transportador
de eflujo AcrAB-TolC, responsable del fenotipo "Mar", multirresistencia a antibioticos
(Nikaido, 1996). El conjunto de antibidticos frente al que AcrAB confiere resistencia
incluye ampicilina, cloramfenicol, eritromicina, fluoroquinolonas, beta-lactamicos, no-
vomicina, tetraciclina, tigeciclina y rifampicina (Hirata et al., 2004; Klein and Plapp,
1992; Ma et al., 1996; Nikaido, 1996; Nikaido, 1998; Oecthinger et al., 1998). AcrB es
una proteina de membrana de gran tamafio (Ma et al., 1995; Ma et al., 1994; Yu et al.,
2003a; Yu et al., 2003b) que se asocia a AcrB, una proteina de fusion de membrana
(Okusu et al., 1996) y a TolC, la proteina que forma el canal de extrusion de los sustra-
tos al medio (Fralick, 1996; Koronakis et al., 2000).

Los genes acrA y acrB forman un operén (Ma et al., 1995) cuya transcripcion
esta bajo el control de producto del gen acrR. El gen acrR tiene una orientacion diver-
gente respecto del operon acrAB. Esta observacion es concordante con la funcion de
AcrR como represor de la transcripcion de acrAB. Los ensayos de retardo de movilidad
en gel proporcionan evidencia directa de la union de AcrR al promotor de acrAB, lo que
se adoptdé como una evidencia anadida a su papel como represor (Ma et al., 1996). La
secuenciacion de ADN de ciertos aislados que sobrexpresan el gen acrB reveld que las
cepas mutantes contenian inserciones que interrumpian el gen acrR, o mutaciones pun-
tuales que hacian a AcrR un regulador no funcional, por ejemplo, la sustitucion de un
residuo de cisteina por arginina en la posicion 45 de AcrR. Estas evidencias bioquimi-

cas y genéticas apoyaban el papel regulador de AcrR.

MarA, SoxS y Rob son activadores de la transcripcion relacionados, pertene-
cientes a la familia AraC/XylS (Amabile-Cuevas y Demple, 1991; George and Levy,
1983; Skarstad et al., 1993) que activan la expresion de acrAB en respuesta a condicio-
nes de estrés general (Ariza et al., 1994; Ariza et al., 1995; Barbosa y Levy, 2000; Ben-
nik et al., 2000; Gambino et al., 1993; Ma et al., 1996; Ma et al., 1993). Se ha descrito
también que las condiciones de estrés general aumentaban la transcripcion de acrAB
incluso en un fondo genético deficiente en la sintesis de AcrR, y sorprendentemente, en
estas condiciones se incrementaba también la expresion de acrR. Estos resultados sugi-
rieron que AcrR actiia como un modulador secundario que afina el grado de transcrip-

cion de acrAB y previene la sobrexpresion, indeseada, de la bomba de extrusion.
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6.7.2. El circuito Mtr de Neisseria.

La bomba de extrusion MtrCDE de Neisseria gonorroheae proporciona al gono-
coco resistencia frente a un conjunto de agentes antimicrobianos hidrofébicos estructu-
ralmente diversos y frente a péptidos antibidticos con estructura en lamina beta (prote-
genina 1) o dos hélices (PC-8 y LC37), genéricamente conocidos como HAS (Guilfoile
y Hutchinson, 1992a; Liu y Reynolds, 1999; Mahren y Braun, 2003; Schell, 1993).

Las mutaciones que inactivan mtrR o que conducen a que no se exprese, provo-
caron un incremento de la expresion del operén mtrCDE e incrementaron paralelamente
la resistencia a HAS (Conlon et al., 2002b; Guilfoile and Hutchinson, 1992a; Levy,
1988; Levy et al., 1999; Orth et al., 1998; Schell, 1993; Wissmann et al., 1993). Tam-
bién se observo que cepas de N. gonorrhoeae hipersusceptibles a los HAS a menudo
contenian mutaciones en los genes que mirCDE que codifican la bomba de extrusion
(Thieffry et al., 1998).

El gen mtrR se transcribe divergentemente respecto al operéon mtrCDE (Figura
22F). Los promotores de mtrR y mtrC se superponen en sus cajas —35 y los andlisis de
improntas in vitro mostraron que MtrR se unia a una region de 40 pares de bases dentro
de laregion —10 y —35 del promotor de mtrR, que contiene una secuencia palindrémica
(Levy et al., 1999). MtrR unido a su secuencia operadora impide su propia expresion y
la del operon mtrCDE (Figura 22F).

La expresion de los genes mtr se incrementa mediante MtrA, un miembro de la
familia AraC/XylS, aunque el mecanismo por el que esta proteina estimula la transcrip-

cion de mtrCDE es desconocido.

Por otro lado, Veal y Shafer (2003) han identificado recientemente un gen de-
signado mtrF y situado en el extremo 3’ de mtrR, que codifica una proteina de membra-
na citoplasmica de 56.1 kDa que presenta 12 dominios transmembrana. La expresion de
mtrF se incrementaba en una cepa deficiente en MtrR, indicando que este gen, junto al
operén MtrCDE, estan sujetos a un control transcripcional dependiente de MtrR. Evi-
dencias genéticas sugieren que MtrF es también importante en la expresion del fenotipo
resistencia de alto nivel a detergentes del gonococo, y se ha propuesto que MtrF actuaria
conjuntamente con la bomba MtrC-MtrD-MtrE para conferir al gonococo resistencia de

alto nivel frente a ciertos HAS.

MtrR también controla al operén farAB que codifica una bomba de extrusion
implicada en la resistencia frente a dcidos grasos de cadena corta (Figura 22F). La bom-

ba FarAB usa a MtrE como componente de membrana externa (Kunin et al., 1992).
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6.7.3. Betl controla la ruta del osmorregulador colina-betaina en Escherichia coli.

En Escherichia coli la glicinabetaina actia como osmoprotector en células so-
metidas a estrés hiperosmdtico. Esta sustancia se acumula en grandes cantidades en el
citoplasma, lo que permite a la célula ajustar su presion osmotica a la del medio evitan-
do la deshidratacion. La glicinabetaina es s6lo uno de los varios compuestos usados
como osmolitos por E. coli, pero con su acumulacion, este microbio alcanza su grado
mas elevado de tolerancia osmotica (Knobloch et al., 2001; Shaw et al., 1998). Para
acumular glicinbetaina E. coli necesita de un aporte externo de este compuesto o de sus
precursores, colina o el aldehido de betaina.

La ruta de sintesis del osmorregulador glicinabetaina est4 codificada por los ge-
nes bet. El gen betA codifica una colina deshidrogenasa; betB codifica una deshidroge-
nasa del aldehido de la betaina; betT codifica un sistema transportador de colina; y betl
codifica un represor de 21,8 kDa (Figura 22C). Los genes bet estan ligados, aunque el
gen betT se transcribe divergentemente respecto del operon betIBA (Kovacikova y Sko-
rupski, 2002; Showalter et al., 1990). Analisis de extension del cebador permitieron
identificar dos promotores, parcialmente solapados, responsables de la expresion diver-
gente del gen betT y del operon betIBA. Ambos puntos de inicio de la transcripcion es-
taban separados por 61 pares de bases y se inducia su transcripcion mediante estrés os-
motico, pero para su maxima expresion requirio de la presencia de colina en el medio de
cultivo (English et al., 1994; Koronakis et al., 2000; Krug et al., 2005). Se purificé una
proteina de fusion quimérica de Betl con la glutation S-transferasa (Betl*) y los ensayos
de movilidad en gel mostraron que Betl* formaba un complejo con un fragmento de
ADN de 41 pares de bases que portaba la region intergénica del promotor betl. Los ana-
lisis de improntas in vitro revelaron la presencia de dos secuencias simétricas que pro-

bablemente constituian el operador de Betl.

Como la proteina ArcA reprime la expresion de los genes bet en E. coli bajo
condiciones de anaerobiosis, los genes bet s6lo se expresan en aerobiosis. Una mutacion
en arcA provoca la desrepresion total de los genes bet. Un patron similar al descrito se
habia comprobado anteriormente para otros genes, por ejemplo SOdA, ¢l cual esta regu-
lado directamente por ArcA (Choi et al., 2002).

Los resultados de distintos laboratorios sugieren que la regulacion de los genes
bet mediante colina, pero no la regulacion osmotica, depende de Betl, un miembro de la
familia TetR. Esto se dedujo del requerimiento de colina, ademas de estrés osmético,
para que se expresase betT en un mutante en que betl se disponia en trans. Ademas, este
efecto causado por la colina no se observd en células carentes de betl. Estos hallazgos
indicaban que betl codificaba un represor que reducia la expresion de betT (Retzlaff y
Distler, 1995).
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6.7.4. El regulador ArpA de Streptomyces.

Los Streptomyces son bacterias del suelo filamentosas, gram positivos, caracteri-
zados por su capacidad de sintesis de una amplia variedad de metabolitos secundarios,
incluidos antibidticos y sustancias bioldogicamente activas, y por su proceso de diferen-
ciacion morfoldgica que culmina con la formacion de cadenas de esporas (Chan et al.,
2004). La sintesis de metabolitos secundarios a veces se denomina diferenciacion "fisio-
logica" porque ocurre durante la idiofase después del periodo principal de crecimiento
vegetativo rapido y metabolismo asimilativo (Harrison y Aggarwal, 1990; Heuer et al.,
2004; Okamoto et al., 1995).

El regulador final del proceso que acabamos de mencionar es, en Streptomyces
griseus, una proteina homodimérica denominada "proteina receptora del factor A" (Ar-
pA) (Hillen et al., 1984; Hinrichs et al., 1994; Hirata et al., 2004; Hitomi et al., 2003),
que regula el cambio de la diferenciacion fisioldgica y morfoldgica. En efecto, ArpA
reprime la expresion de varios genes (Figura 22K) pero en presencia de 2-isocapriolil-
3R-hidroximetil-y-butirolactona tiene lugar la transcripcion del cluster de genes de la
biosintesis de la estreptomicina y se produce la esporulacion (Horinouchi, 2002; Hori-
nouchi y Beppu, 1990; Horinouchi y Beppu, 1994; Horinouchi et al., 2001). Una cepa
mutante deficiente en ArpA o que producia una proteina ArpA incapaz de unirse a sus
secuencias de ADN operadoras, era superproductora de estreptomicina y formaba un
micelio aéreo y esporas antes que la cepa silvestre (Nixon et al., 1986; Noguchi et al.,
2000a).

In vitro, ArpA se une a su secuencia diana de ADN que consiste en un palin-
dromo de 22 p.b. (5’-GG(T/G)CGGT(A/T)(T/C)G(T/G)-3’). La adicién al complejo
ADN-ArpA del efector y-butirolactona causaba la separaciéon de ArpA del ADN. La
sustitucion de la Val-41, del dominio hélice-giro-hélice, por Ala, eliminé la capacidad
de union a ADN de ArpA pero no su capacidad para unir al efector y-butirolactona,
apoyando la implicacion del dominio hélice-giro-hélice en la unién a ADN. Por otro
lado, la sustitucion del Trp-119 por Ala origind un mutante incapaz de unir Y-
butirolactona, produciéndose asi un mutante insensible a la presencia de factor-A. Estos
datos apoyan el que ArpA esté constituida por un dominio hélice-giro-hélice de uniéon a
ADN en su extremo N-terminal y de un dominio de unién a efector en su extremo C-
terminal.

En el agrupamiento de genes para la biosintesis de estreptomicina en S. griseus,
StrR es un regulador especifico de la ruta que actua como activador de la transcripcion

de los otros genes del agrupamiento (Pragman et al., 2004;).
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La expresion del gen StrR esta bajo el control de la proteina dependiente de fac-
tor-A (AdpA) que se une a la region situada en el extremo 5' del promotor de StrR y

activa su transcripcion (Tropel y van der Meer, 2004; Ueda et al., 1999).

La expresion del gen adpA esta bajo el control de ArpA. La secuencia operadora
de ArpA solapa con las regiones -35 y -10 del promotor adpA. ArpA permanece unido a
la region promotora en ausencia de factor-A y la adicioén de dicho factor-A al complejo
ADN-ArpA libera inmediatamente a ArpA del ADN. En concordancia con este hecho,
el analisis de ARN revelo que adpA se transcribia sélo en presencia de factor-A y strR
se transcribia solo en presencia de adpA. Ademas, los mutantes adpA eran incapaces de
producir estreptomicina y la superexpresion de adpA en la cepa silvestre de S. griseus
causaba la produccién de estreptomicina en una fase mas temprana de su crecimiento y
en cantidades mayores. Este conjunto de fendmenos aclaran como el factor-A dispara la
biosintesis de estreptomicina.

La inactivacion del gen adsA cromosomico que codifica el factor sigma alterna-

A resulto en la pérdida de la capacidad de formacion de hifas aéreas pero no de

. A
tivo o
la produccion de estreptomicina, indicando que este factor sigma estd implicado en el

desarrollo morfologico (Tatusov et al., 2001; Westrich et al., 1999).

Se han descrito varias proteinas receptoras de autorreguladores tipo v-

butirolactona en otras especies de Streptomyces.

Por ejemplo, CprA y CprB, implicadas en el metabolismo secundario y forma-
cion del micelio aéreo en S. coelicolor A3(2) (Noguchi et al., 2000b). El receptor de la
butanilida llamada virginia, BarA estd implicado en la biosintesis de virginiamicina en
S. virginiae (Nilsson y Kilstrup, 1998), y el receptor de IM-2, FarA, esta implicado en la
produccion de pigmento azul en otra cepa de Streptomyces (Ueda et al., 2005).

FarA en Streptomyces lavendulae es ¢l sensor de la y-butirolactona IM-2 y
transduce esta sefial, desreprimiendo la biosintesis de antibioticos y un pigmento azul.

Ademas, FarA también parece ser necesario para la biosintesis de IM-2 (Figura 22J).

El papel de la proteina ScbR en el circuito de "quorum-sensing" de S. coelicolor
es similar al de FarA en S. lavendulae. ScbR esta también implicado en 3 funciones:
regulando la sintesis de SCB1 (la y-butirolactona que actiia como sefial), recibiendo la
sefal, y transduciendo dicha sefial, desreprimiendo de este modo la produccion de los

antibioticos actinorrodina y U-prodigiosina (Figura 22M).
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6.7.5. HapR regula los genes de virulencia en Vibrio cholerae.

El desarrollo de colera en humanos esté relacionado directamente con la produc-
cion de dos factores de virulencia: la fimbria (TCP), que media la colonizacion, y la
toxina colérica (CT), responsable de la diarrea grave que caracteriza a la enfermedad.
La expresion coordinada de TCP y CT ocurre mediante una cascada de regulacion com-
pleja (Figura 22S) en la que los reguladores AphA y AphB activan sinérgicamente la
transcripcion de tcpPH (Klein et al., 1991). HapR, proteina de familia TetR, regula ne-
gativamente la expresion de AphA e indirectamente disminuye la produccion de los
factores de virulencia TCP y CT.

HapR se regula mediante un sistema de sefales de "quorum sensing" que se de-
tectan y se transmiten mediante LuxO. El aparato de "quorum-sensing" de Vibrio chole-

rae es inusualmente complejo, y estd compuesto por 3 sistemas paralelos (Krukonis et
al, 2000; Millar et al., 2002).

A diferencia de otras bacterias, en las que la densidad celular elevada dispara la
expresion de los genes de virulencia, en V. cholerae la densidad celular baja es la condi-
cion que activa la produccion de los factores de patogenia CT y TCP (Yamazaki et al.,
2000). A densidades celulares altas, HapR activa la expresion de una proteasa hemaglu-
tinina (Hap) que promueve la liberacion de V. cholerae del epitelio gastrointestinal
(Bennik et al., 2004) y muestra un efecto negativo sobre la formacion de biofilms.

Teniendo en cuenta las funciones reguladoras de HapR y considerando que al-
gunos biotipos patogénicos no expresan HapR y otros carecen del sitio de uniéon en
aphA, parece que la expresion de HapR esta relacionada con la disminucion de la toxi-
cidad y de la capacidad invasiva. Estas caracteristicas ofrecen posibilidades fructiferas
para el desarrollo de drogas capaces de modular la patogenicidad de V. cholerae.

6.7.6. Otros circuitos quorum-sensing.

Dentro del género Vibrio algunas proteinas de la familia TetR, por ejemplo

LuxT, LuxR y LitR, estan implicadas en circuitos de quorum-sensing complejos.

En Vibrio harveyi LuxT y LuxR participan en el circuito que regula la luminis-
cencia. Esta cepa detecta dos autoinductores: Al-1 y AI-2 (Chater y Bruton, 1985; Lau
et al., 1997). Al-1 es una acil-homoserin lactona, como en otra bacterias gram negati-
vas. Sin embargo Al-2 es un nuevo tipo de autoinductor producido por muchas especies,
que parece estar relacionado con la deteccion de la densidad celular interespecifica. Es-
tos dos autoinductores usan el mismo sistema de fosfotransferencia para transducir la
sefial de regulacion de la bioluminiscencia. La expresion de IuxR esta regulada por LitR
(Figura 22R).
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Figura 22. Redes de regulacion que implican a miembros de la familia TetR. Aunque TetR y QacR no se
pueden considerar integradas en una red, mostramos su tipo de control por encontrarse con frecuencia en
otros miembros de la familia. Para las redes complejas se empleo el siguiente codigo de color: azul oscu-
ro, miembro de la familia TetR; naranja, gen directamente regulado por un miembro de la familia TetR;
azul claro, un regulador que controla la expresion de un miembro de la familia TetR, o que ayuda en la
regulacion del gen bajo el control del miembro de la familia TetR; cajas amarillas, sefiales y condiciones
que influyen sobre el sistema; cajas abiertas; resultado final del sistema cuando el resultado es un fenotipo
detectable. Referencias recomendadas para cada circuito: Panel A (Baumeister et al., 1992a; 38,0rth et
al., 1998; Orth et al., 2000; Galperin et al., 2001; Wasylewski et al., 1996; Waters et al., 1983); Panel B
(Alekshun and Levy, 1999; Amabile-Cuevas and Demple, 1991; Ariza et al., 1994; Beinlich et al., 2001;
Bennik et al., 2000; Gambino et al., 1993; Kawamura-Sato et al., 1999; Kobayashi et al., 2001; Marger
and Saier, 1993; McMurry et al., 1998; Nishino and Yamaguchi, 2001; Yamamoto et al., 2001); Panel C
(Andresen et al., 1998; Eshoo, 1988; Lamark et al., 1995; Lamark et al., 1996; Lamark et al., 1992;
Landfald and Strom, 1986; Ly et al., 2004; Osteras et al., 1998; Reokenes et al., 1996); Panel D (Grkovic
et al., 1998; Grkovic et al., 2001, A; Grkovic et al., 2003; 249, Murray et al., 2004; Rouch et al., 1990;
Schumacher et al., 2001; Schumacher et al., 2002b); Panel E (Allignet et al., 2001; Allmeier et al., 1992;
Conlon et al., 2002a; Conlon et al., 2002b; Gotz, 2002; Jefferson et al., 2003); Panel F (Maness and
Sparling, 1973; Mavroidi et al., 2001; Tropel and van der Meer, 2004; Rouquette et al., 1999; Shafer et
al., 1995; Veal et al., 1998); Panel G (English et al., 1994; English et al., 1996; English et al., 1997;
Guengerich, 1991; He et al., 1995; Liang and Fulco, 1995; Liang et al., 1995; Palmer et al., 1998; Shaw
et al., 1997a; Urlinger et al., 2000); Panel H (Burkovski, 2003; Jakoby et al., 2000); Panel I (Doull et al.,
1994); Panel J (Chater and Bruton, 1985; Kitani et al., 1999; Kitani et al., 2001; Lee et al., 2003; Waki et
al., 1997); Panel K (Hara and Beppu, 1982a;, Hara and Beppu, 1982b;, Horinouchi, 2002; Waki et al.,
1997); Panel L (Guilfoile and Hutchinson, 1992b); Panel M (Cho et al., 2003; Orth et al., 1998); Panel N
(McCarter, 1998; McCarter, 1999; Schleif, 1987); Panel O (Milton et al., 1997); Panel P (Cheng et al.,
1996; Choi et al., 2003; McDougald et al., 2000; McDougald et al., 2001; Shao and Hor, 2001); Panel Q
(Bassler et al., 1994a; Bassler et al., 1994b; Cao et al., 1989; Fuqua et al., 1996; Martin et al., 1989; Mi-
yamoto et al., 1998); Panel R (Fidopiastis et al., 2002; Fuqua et al., 1996; Gray and Garey, 2001; Miya-
moto et al., 2000; Schauder and Bassler, 2001; Showalter et al., 1990); Panel S (Fuqua et al., 1996; Gray
and Garey, 2001; Kim et al., 1999; Krukonis et al., 2000; Lin et al., 1993; Miller et al., 2002).
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6.8. Aplicaciones biotecnologicas y perspectivas futuras.

El sistema TetR es actualmente el mas utilizado para la expresion condicional de
genes en células eucariotas (Berens and Hillen, 2003). El sistema se basa en la alta afi-
nidad (10® M) de TetR por su operador, tetO, la farmacocinética favorable de las tetra-
ciclinas (difunden a través de las membranas biologicas) y su largo historial de uso cli-
nico seguro. La clonacién de los elementos tetO adyacentes a la caja TATA del gen
diana (Gambino et al., 1993) se utiliz6 con éxito para controlar los genes expresados
por la ARN polimerasa I en Leismania donovani y por ARN polimerasa III en levaduras
y células vegetales (de Lorenzo and Schweizer, 2004; Takano et al., 2000). Sin embar-
go, este sistema no es eficiente en células de mamifero. Por esta razoén y basado en el
conocimiento adquirido sobre como TetR se une a su secuencia operadora, se constru-
yeron muchas versiones quiméricas en las que TetR se unié a dominios reguladores
eucariotas, tales como el dominio de activacion acidico (tTA) (Baron et al., 1997; Gar-
nier et al., 2003; Tauch et al., 2000;) o dominios de represion (tTS) (Belli et al., 1998;
Rodionov et al., 2001). Basados en transreguladores hibridos, se obtuvieron ratones
transgénicos capaces de producir la toxina diftérica o que expresaban reguladamente la

toxina Shiga [ para inducir apoptosis en células de mamifero.

También se ha usado el sistema tet en el estudio del cancer y desérdenes neuro-
l16gicos (Eshoo, 1988; Faust et al., 2000; van Rooijen y de Vos, 1990). En el futuro, se
esperan avances en la aproximacion a procesos bioldgicos multifactoriales como el de-
sarrollo y ciertas enfermedades, lo que podria ser relevante en el tratamiento de enfer-

medades complejas (Berens and Hillen, 2003).

Las bombas de eflujo de disolventes exhiben generalmente una amplia especifi-
cidad de sustrato pero algunas de ellas son altamente especificas y eliminan cierto nu-

mero de productos quimicos.

Una de tales bombas es TtgABC de Pseudomonas putida DOT-T1E, que extrae
tolueno, m-xileno, propilbenceno ademas de estireno y otros hidrocarburos aromaticos
(Teran et al., 2003; Ramos et al., 1998; Rojas et al., 2003), ademas de varios antibioti-
cos. Esta bomba de eflujo esta bajo el control del represor TtgR miembro de la familia
TetR (Duque et al., 2001) y tiene aplicaciones en el desarrollo de bacterias resistentes a
disolventes. Ademads es potencialmente apta para la biotransformacion de compuestos
insolubles en agua en compuestos con valor afiadido. Uno de estos sistemas se ha explo-
tado para producir catecoles a partir de xilenos/toluenos en sistema de fase-doble (Rojas

et al., 2004). Como estos sistemas de eflujo requieren altos niveles de energia, su expre-
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sion en hospedadores heterdlogos debe ser controlada estrechamente por su represor
correspondiente, el cual debe de ser capaz de responder a la presencia del disolvente
aromatico. Estos tipos de bombas se presume que pueden ser ttiles si se transfieren a
una amplia variedad de bacterias que porten las maquinarias de biotransformacion ade-

cuadas.

Como se muestra en la Figura 22, los miembros de la familia TetR desempefian
papeles claves en la multirresistencia a drogas, procesos de virulencia y patogenicidad
en algunas bacterias patogenas. El desarrollo de drogas que se unan irreversiblemente a
los represores impidiendo su liberacidon de sus operadores correspondientes puede cons-

tituir una estrategia para luchar contra tales patdgenos.
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Tabla 32: Residuos en las posiciones 22, 33, 34, 35,37, 38, 39 y 43 del alineamiento multiple de las se-
cuencias de la familia TetR (“Palabras de interaccion con ADN”).

Ne Palabra AcNumber

1 LRGAYWHK  P34000
P31676
P39897
Q93PU7
QYF939
Q59608
Q93K42
QYAIUO
QYKIC4
QYRITY
Q8VPBO
QS8KLP4

QYAEG3
QY65

Q9JT49

QYHY46
Q8ZLNG6

Q8XEW7

Q8X5D3
QSUBI6

QY2T04
Q8Y3G8

Q8ZC89

QS8FD26
AAP15941
AA069973
16128448
16131152
15598770
15800193
15803798
15829771
15833390
26988121
15963944
15891729

15677564
15794854

16123293
16763857
16766684

16759457

ShortName
ACRR_ECOLI
ENVR_ECOLI
MTRR_NEIGO
Q93PU7
QYF939
Q59608
Q93K42
QYAIUO
QYKJIC4
QYRITY
Q8VPBO
QS8KLP4

QYAEG3
QIIY65

Q9JT49

QYHY46
Q8ZLNG6

QSXEW7

Q8X5D3
Q8UBI6

Q2T04
Q8Y3G8

Q8ZC89

Q8FD26
AAP15941
AA069973
acrR

envR

acrR

envR

ttgR

mtrR
acrR
acrR
envR

acrR

LongName

Potential acrAB operon repressor

Potential  acrEF/envCD  operon
repressor
Regulatory protein mtrR

Putative regulatory protein TtgW
Putative AcrR protein (Fragment)
MtrR protein

AcrR protein

Regulatory protein TtgR

ArpR

Efflux pump regulator SrpR
Regulatory protein AcrR
Repressor

Putative AcrR protein
Trancscriptional regulator MtrR

Transcriptional regulato

Probable transcriptional regulator
Transcriptional repressor for envCD
(acrEF) (TetR/AcrR family)

AcrAB operon repressor (TetR/AcrR
family) (Potential acrAB operon
repressor)

AcrAB operon repressor

Transcriptional  regulator,  TetR
family
Putative  transcription  regulator
protein

Putative ACRAB operon repressor
transcription regulator protein

Putative tetR-family transcriptional
regulatory protein (AcrAB operon

repressor)

Potential ~ acrEF/envCD  operon
repressor

AcrAB operon repressor

Potential acrAB operon repressor
acrAB operon repressor

putative transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

acrAB operon repressor
putative transcriptional regulator

acrAB operon repressor
putative transcriptional regulator
transcriptional regulator TtgR

PUTATIVE  TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
AGR_L 3219

trancscriptional regulator MtrR
transcriptional regulato

putative tetR-family transcriptional
regulatory protein

acrAB operon repressor (TetR/AcrR
family)

transcriptional repressor for envCD
(acrEF) (TetR/AcrR family)
potential acrAB operon repressor
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Organismo

Escherichia coli O6
Shigella flexneri
Escherichia coli O157:H7

Neisseria gonorrhoeae
Pseudomonas putida
Salmonella typhimurium
Neisseria gonorrhoeae
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Proteus mirabilis
Stenotrophomonas
philia

Enterobacter aerogenes

malto-

Neisseria meningitidis
serogroup B
Neisseria meningitidis

serogroup A
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium

Salmonella typhi

Escherichia coli O157:H7
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Sinorhizobium meliloti

Ralstonia solanacearum

Yersinia pestis

Escherichia coli O6

Shigella
2457T
Salmonella typhi

Escherichia coli K12
Escherichia coli K12
Pseudomonas aeruginosa
PAO1
Escherichia coli
EDL933
Escherichia coli
EDL933
Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli O157:H7
Pseudomonas putida
KT2440

Sinorhizobium meliloti

flexneri 2a str.

O157:H7

O157:H7

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Neisseria meningitidis MC58

Neisseria meningitidis
72491

Yersinia pestis CO92
Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
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2

4

5

6

7

8

9

10

LRGAHWHK
LRGAYWYK

MPGAYWHK

FPGAYWHK

VKGSYWHR

IKGAYLHK

VKGAYVHK

IKGAYFHK

VKGAYFHK

17544731

17936912
22124958
24111847
26246477
26249856
28871439
29142771
30061964
068442

Q8FCI12

26250370
QSNNTI

Q8FNY4
19553303
25028565
QK463
Q8YQT9
Q8PI46
Q8P6U7

17231220
21232299

21243779
031500
16077738
P39601
16080873
QYXCC7
Q8VVPI
QYZN78
Q54189
QYZHP8
QYRPK9
024741
086852
BAC66444
BAC69981
BAC71417
29828812
29830248

Q60011
QIIN89

acrR

acrR
acrR
acrR

acrR
envR

acrR
acrR

068442
QSFCI12

QSNNTI

Q8FNY4

QYK463
Q8YQT9
Q8PI46

Q8P6U7

YERO_ BACSU
yerO
YWCC_BACSU
yweC

Q9XCC7
Q8VVPI1
Q9ZN78
Q54189
Q9ZHP8
QI9RPK9
024741
086852
BAC66444
BAC69981

BAC71417

avaR

Q60011
QIIN89

PUTATIVE ACRAB OPERON
REPRESSOR  TRANSCRIPTION

REGULATOR PROTEIN
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

acrAB operon repressor
acrAB operon repressor
Potential acrAB operon repressor

Potential  acrEF/envCD  operon
repressor

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

potential acrAB operon repressor
acrAB operon repressor

Regulatory protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Transcriptional regulator

Putative regulatory protein
transcriptional regulator
putative regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator

Transcriptional regulator

transcriptional regulator
transcriptional regulator

transcriptional regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor yerO

similar to transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Hypothetical transcriptional regula-
tor ywcC

alternate gene name: ipa-33d

Gamma-butyrolactone
protein TylP
Autoregulator receptor protein

receptor

ArpA

A-factor receptor

Butyrolactone receptor

TarA

FarA

Gamma-BUTYROLACTONE
binding protein

Butyrolactone autoregulator receptor
protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative gamma-butyrolactone
receptor protein

putative TetR-family transcriptional
regulator

putative gamma-butyrolactone
receptor protein

Virginiae butanolide receptor
Hypothetical 24.1 kDa protein
(Putative lactone-dependent tran-
scriptional regulator (TetR-family),
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enterica serovar Typhi
Ralstonia solanacearum

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Yersinia pestis KIM

Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073
Escherichia coli CFT073

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Agrobacterium tumefaciens
Escherichia coli 06
Escherichia coli CFT073
Corynebacterium
tamicum

glu-

Corynebacterium efficiens

Corynebacterium
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Streptomyces coelicolor

glu-

Nostoc sp. PCC 7120
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Nostoc sp. PCC 7120
Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306

Bacillus subtilis

Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Bacillus subtilis

subsp.

Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Streptomyces fradiae

subsp.

Streptomyces
ralis
Streptomyces griseus
Streptomyces griseus
Streptomyces fradiae
Streptomyces tendae
Streptomyces sp.
Streptomyces coelicolor

pristinaespi-

Streptomyces clavuligerus
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces virginiae
Streptomyces coelicolor



11

12

13

14

15

16

17

18

19
20

21

LKGAYFHK

IKGSYFHK

LRGAYFHK

VSGAYFHK
IQGGYFHK

MRGAYGHK

LRGAYGHK

LKGAYGHK

MKAAYYHK
LKAAYYHK

LKASYYHK

067157
BAC76540
15606341
21234241
QILBV6
066122
066121
BAC76532
085706
15004783
Q8YF91
Q8G2M8
17987914
23501197
Q93RS2
AAM78022
087934
Q9RG61
CAD85025
15597216
30249103
Q8XRLS

17549037

QIYIN93

BAC76314
BAC69979
29828810
21234245
Q9ZGB7
Q9X8M4
BAC72413
29831244
070020
QYAIQY

Q8GLC6
Q9RQQO

15928251
15925655

21284314

067157
BAC76540
acrR1
mmfR
QI9LBV6
066122
066121
BAC76532
085706
thlr

Q8YF91

Q8G2MS

Q93RS2
AAM78022
087934

QYRG61
CADB85025

Q8XRL5
RSp0816

QYIN93

BAC76314

BAC69979

mmyR

QYZGB7
QYX8M4
BAC72413

070020
QYAIQ9

Q8GLC6
Q9RQQO

icaR
icaR

icaR

MmfR)
Transcriptional
(TETR/ACRR family)
Putative TetR family receptor pro-
tein

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

putative lactone-dependent transcrip-
tional  regulator  (TetR-family),
MmfR

BarZ

CPRL

CprA (Transcriptional regulator)
Putative TetR family receptor pro-
tein

THLR (THLR, HTH transcriptional
regulator TETR/ACRR family)
ThIR, HTH transcriptional regulator

regulator

TetR/AcrR family

Transcriptional — regulator, TETR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

TRANSCRIPTIONAL REGULA-
TOR, TETR FAMILY

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Putative  tetR-family  regulatory
protein

Butyrolactone receptor

Regulator AmrR

Transcriptional regulator

Bacterial regulatory proteins, TetR
family

probable transcriptional regulator

Bacterial regulatory proteins, TetR

family

Probable transcription  regulator
protein

PROBABLE = TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Hypothetical 21.9 kDa protein
(Putative lactone-dependent tran-

scriptional regulator (TetR-family),
MmyR)

Putative lactone-dependent transcrip-
tional regulator MmyR

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

putative lactone-dependent transcrip-
tional  regulator  (TetR-family),
MmyR

LanK

Putative tetR-family regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

IcaR

IcaR

Intercellular adhesion protein IcaR
ICAR (ICA operon transcriptional
regulator ICAR)

ica operon transcriptional regulator
IcaR
ica operon transcriptional regulator

ica operon transcriptional regulator
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Aquifex aeolicus

Streptomyces rochei

Aquifex aeolicus VF5
Streptomyces coelicolor
A3(2)

Streptomyces virginiae
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor
Streptomyces rochei

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Brucella melitensis

Brucella melitensis biovar

Suis
Brucella melitensis 16M

Brucella suis 1330
Streptomyces coelicolor

Streptomyces carzinostaticus
subsp. neocarzinostaticus
Burkholderia pseudomallei
Pseudomonas aeruginosa
Nitrosomonas europaea

Pseudomonas aeruginosa
PAOI1

Nitrosomonas europaea
ATCC 19718

Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum

Streptomyces coelicolor

Streptomyces violaceoruber

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Streptomyces cyanogenus
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus caprae
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus MW2
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
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22

23

24

25

26

27

28

29

30
31

32

LKPAYYHK

MKPAYHHK

LQGTYYHK

MKGTYYHK

MKGSYYHK

MKSNYYHK

VAGSYYHK

IKGAYHHK

IKGSYHHK
VKGSYHHK

MRGAYHHK

QYRPYS
AAP25037

AAP08040
30261174
30019208
QORSH6
15807142
QILTW6
QIKFW7
AAP25646
15612916
30261783
Q59306
Q97NO7
Q8RDG2
15893330
20806602

28209852
AAP24419

AAPQ7473
30260556
30018641
AAP24946
AAP10102
30261083
30021270
BAC73909
29832740
P28815

Q9S454
Q93F25
Q91454
Q8G4V3
15596487

23465833

Q8VPQI
QYA3LI

16127422
QII1K3

Q98520
Q92WL6

QYRPIS
AAP25037

AAP08040

QYRSH6
DR2148
QILTW6
QIKFW7
AAP25646

BH0353

Q59306
QY7N07

QSRDG2

AcrR

tetR
AAP24419

AAP07473

AAP24946

AAP10102

BAC73909

TETC_ECOLI

QIS454

Q93F25

QII454
Q8G4V3

Q8VPQI
QYA3LI

QII1K3
Q98520
Q92WL6

Regulatory protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

FenJ

Hypothetical protein BH0353
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

BHO0353~unknown conserved pro-
tein
transcriptional
family
Similar to a B.subtilis gene (GB:
BACHEMEHY _5)

Transcriptional regulator TetR/AcrR
family

Transcriptional regulator

regulator,  TetR

Transcriptional regulator TetR/AcrR
family
Transcriptional regulator

transcriptional regulator, tetR family

Transcriptional — regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulator,  TetR
family
Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
Transposon Tnl0 tetC protein
(ORFL)

Tetracycline transcriptional regulator

Putative
TetC

transcriptional  regulator

Probable transcriptional regulator
Possible TetR-type transcriptional
regulator

probable transcriptional regulator

possible TetR-type
regulator
Putative transcriptional repressor

transcriptional

Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator
Transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
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subsp. aureus MW2
Streptomyces fradiae
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Bacillus subtilis

Bacillus halodurans

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus halodurans

Bacillus anthracis str. Ames
Clostridium pasteurianum
Clostridium acetobutylicum
Thermoanaerobacter

congensis
Clostridium acetobutylicum

teng-

Thermoanaerobacter
congensis

Clostridium tetani E88
Bacillus anthracis str. Ames

teng-

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Escherichia coli

Shigella flexneri
Escherichia coli
Salmonella typhi
Salmonella typhimurium

Shigella flexneri 2a
Pseudomonas aeruginosa
Bifidobacterium longum

Pseudomonas aeruginosa
PAO1L

Bifidobacterium longum
NCC2705

Micrococcus sp. 28
Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Pseudomonas aeruginosa
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti



33

34

35

36
37

38

39

40

42

43

44

45

MKGAYHHK

TRGAYHHK

VRGAFHHK

MKAGYHHK
MKASYHHK

MKSSYHHK

MKSAYHHK

LKAAYHHK
MKSLYHHK

FRGNYHHK

VSGSFHHK

VSGSYHHK

IHGSYHHK

Q8U7Y2
15597466

13476207
26990665

15890665
16264071
17938006
Q8DSIO
24380169
27377507
Q93Qz7
Q98IGO
Q92T19

13472203
15963922

007388
053165

Q8NQY7

QS8FTA6
15608612

15840935
19552754
25028219
QY3A32
Q91497
QYHM72
15596438
15791395
QYXA31
BAC72072
29830903

QS8FRU3
25027221

008306
27378554

QY2W40
16264253
QYRFR4

QYHZW?2
15598081

P96839

15610693
15843169

Q912Q9
15597033

Q8U7Y2

Q8DSI0

Q93Q27
QI8IGO
Q92T19

007388
053165

Q8NQY7

QS8FTA6

Q93A32
Q91497
QYHM72

VNG2675C
Q9XA31
BAC72072

QS8FRU3

008306

Q92W40

QYRFR4

QYHZW?2

P96839

Q912Q9

protein
Transcriptional
family
probable transcriptional regulator

regulator,  TetR

transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

AGR_L 1093p

putative transcriptional regulator
protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

HydR

Probable transcriptional regulator
Putative  transcription  regulator
protein

probable transcriptional regulator
PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Transcriptional regulator (Fragment)
Transcriptional regulator (Transcrip-
tional regulator, TetR family)
Transcriptional regulator

Conserved hypothetical protein
hypothetical protein Rv1474c
transcriptional TetR
family

transcriptional regulator

regulator,

conserved hypothetical protein

Putative transcription factor
Probable transcriptional regulator
Vng2675¢

probable transcriptional regulator

Vng2675¢

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcription regulator
putative transcription regulator

Hypothetical 22.7 kDa protein
transcriptional regulatory protein

Putative transcriptional regulator
protein
putative  transcriptional regulator
protein
Putative  transcriptional regulator
PfI2

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Hypothetical 22.9 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3557¢
transcriptional ~ regulator,  TetR

family
Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
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Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Mesorhizobium loti
Pseudomonas putida
KT2440

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Sinorhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Streptococcus mutans
Streptococcus mutans
UA159

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Clostridium difficile
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Mycobacterium avium
Mycobacterium tuberculosis

Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium efficiens
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Myxococcus xanthus
Pseudomonas aeruginosa
Halobacterium sp. NRC-1
Pseudomonas aeruginosa
PAOI

Halobacterium sp. NRC-1
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Corynebacterium efficiens
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Pimelobacter simplex
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOI

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
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46

47

48

49

50

51

52

53

54

55
56

57

58

MIGSYHHK
MAGSYHHK

PQGSYHHK

LNGAYPHK
LNGAYTHK

LNSAYTHK

VKGTYYNK

MVSSYYHK

MVGAYYHK

VVPAYYHK
TKGNYYHK

TEGNYYHK

TPGNYYHK

QYCCDI
15827452
26990461
QYK3M6
BAC69149
29827980
Q98I38
13471975
27382016
QSRER3
19704369
Q8XPD4
Q9S2V6
BAC73815
29832646
18309011
QYZF45

QYCFG3

15673496

Q8F8XI

24213128

QIX7X9
P23217

Q59802

Q8KVS4
14141854
Q8UF32

15883886
17935466

QYF9HI
Q51516
QYAGB3
Q8VVS5
QYF9Z7
QYZ3X8
Qvz436
QYKV25

QYKO017
Q9IV29
QoI6C7

QYHUC4
Q8XXM7

QYCCDI

QYK3M6

BAC69149

Q98I38

QSRER3

Q8XPD4
Q9S2V6
BAC73815

QYZF45

QYCFG3

ypfD

Q8F8XI

QIX7X9
QACR_STAAM

Q59802

Q8KVS4
qacR

Q8UF32

phaD

QYF9HI
Q51516
QYAGB3
Q8VVSS
QYF9Z7
QYZ3X8
Quz436
QYKV25

QYKO017
Q9IV29
QII6C7

QYHUC4
Q8XXM7

Hypothetical protein ML0949

hypothetical protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative  tetR-family  regulatory

protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
blr6905

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcription regulator
Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

probable transcription regulator
Hypothetical 14.0 kDa
(Fragment)
Transcriptional regulator

protein

transcription regulator

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Putative regulatory protein
Transcriptional regulator gacR
Transcriptional — regulator QACR
(Repressor QACR)

Transcription regulator QacR
(Fragment)

transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_C _2887p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

PhaD

PhaCl, phaC2 and phaD genes

PhaD (Fragment)

PhaD protein

PhaD (Fragment)

PhaD

Hypothetical 23.1 kDa protein
Transcriptional reguator, TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Probable transcriptional regulator
Probable transcriptional regulator
Putative  transcription  regulator
protein
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PAOLI

Mycobacterium leprae
Mycobacterium leprae
Pseudomonas

KT2440

Streptomyces coelicolor

putida

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Bradyrhizobium  japonicum
USDA 110
Fusobacterium
subsp. nucleatum
Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum ATCC
25586

Clostridium perfringens
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

nucleatum

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Clostridium perfringens str.
13

Lactococcus lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Leptospira interrogans
Leptospira interrogans

serovar lai str. 56601
Streptomyces coelicolor

Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus  haemolyti-
cus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus
subsp. aureus Mu50
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Alcanivorax borkumensis
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas nitroreducens
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas resinovorans
Pseudomonas sp. 61-3
Pseudomonas putida

Vibrio cholerae

aureus

Neisseria meningitidis
serogroup B
Neisseria meningitidis

serogroup A
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Ralstonia solanacearum



59

61

62

63

64

65

66

67

68

TRGLYYHK
TPAAYIHK

TQASYYHK

TQASYHYK

LTGAQWHK

LVGATFHK

LNGAHFHK

LPGAHFHK

LSGAHFQK

MPGTYHHK

QSESI9

Q8DCWS
15640360
15595564
15600252
26991683
26991795
15676708
15793976
17546805
24376147

27364673
28867649

28872258
28899610
QSKLN7
Q95253
BAC74313
29833144
21220194
QS3L4
Q8FR27
19552090
25027495
BAC74412
29833243
QYKWD3
AAM78020
024739
Q93803
BAC71415
BAC76537

29830246

Q56153
BAC71414

29830245
QIXCCs

Q59431

AAP17110

16129576
15802032

QSESI9

Q8DCWS

NMA1020

RSc2086

phaD

QSKLN7
Q95253
BAC74313

SCO1699

QIS3L4

QS8FR27

amtR

BAC74412

QYKWD3
AAM78020
024739
Q93503
BAC71415

BAC76537

Q56153
BAC71414

QIXCC5

UIDR_ECOLI

AAP17110

uidR
uidR

Transcriptional TetR

family

regulator,

Transcriptional regulator
transcriptional reguator, TetR family
probable transcriptional regulator

probable transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative tetR-family transcriptional
regulator

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional reguator, TetR family

transcriptional regulator PhaD
transcriptional reguator, TetR family

Hypothetical protein

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

putative transcriptional regulator

AmtR protein (Repressor of the
high-affinity (methyl) ammonium
uptake system)

Transcription regulator AmtR
transcriptional regulator

transcription regulator AmtR

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Riorf51 protein

Transcriptional regulator

BarB

Putative regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR family receptor pro-
tein

putative TetR-family transcriptional
regulator

JadR2

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor TylQ

Uid operon repressor (Gus operon
repressor)

Repressor for uid operon

repressor for uid operon
repressor for uid operon
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Shewanella oneidensis

Vibrio vulnificus
Vibrio cholerae

Pseudomonas aeruginosa
PAOI

Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas putida
KT2440

Neisseria meningitidis MC58
Neisseria meningitidis
72491

Ralstonia solanacearum
Shewanella oneidensis MR-1

Vibrio vulnificus CMCP6
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000

Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Streptococcus salivarius
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium efficiens

Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Agrobacterium rhizogenes

Streptomyces carzinostaticus
subsp. neocarzinostaticus
Streptomyces virginiae
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces rochei
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces venezuelae
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces fradiae

Escherichia coli O6

Escherichia coli O157:H7
Shigella flexneri

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Escherichia coli K12
Escherichia coli OI157:H7
EDL933



Capitulo 2

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

MPGTYRHR

MPGTYRHK

MMGTYRHK

MVGTYRHK

IAGTYRHK

VAGTYRHK

LIGTYRHR

LVGTYRHR

FVGTYRHR

LSGTYRHR

LQGVYRHR

LOGTYRHR

VTATYRHR

MTATYRHR

MTATYRHK

15831580
24113006
26247865
30063132
QS8PBAS

21230672
28377727

QI99R60

15928157
15925568

21284227

AAO065340

QYZBM6
Q9CCWS

15827081

053612

15607209
15839446

QO8I18
Q8UIII

Q8XQU7
QYRL56

13471824
16119724

17549342
17939078
27377327

QIXIWS
21220391

BAC68218
29827049
BAC74063
29832894
QORLI5
28871207
QYADKS
BAC68001
29826832

28869835

uidR
uidR
uidR

Q8PBAS

Q99R60

MW2498

AA065340

Q9ZBM6
QICCWS8

053612

Q98JI8
Q8UJI

Q8XQU7

QYRL56

RSpl121

QYX9WS
SCO1904

BAC68218

BAC74063

Q9RL15

Q9ADKS

BAC68001

repressor for uid operon
repressor for uid operon
Uid operon repressor
repressor for uid operon
Transcriptional regulator

transcriptional regulator

transcription regulator (putative)

Hypothetical  protein ~ SAV2578
(MW2498 protein)

hypothetical protein, similar to
transcription regulator acrR
hypothetical protein

ORFID:MW2498~hypothetical

protein, similar to transcription
regulator acrR
Putative TetR/AcrR-family tran-

scriptional regulator

Putative transcriptional regulator
Putative TetR/AcrR-family tran-
scriptional regulator

putative TetR/AcrR-family transcrip-
tional regulator

Putative transcriptional regulator
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv0067¢
transcriptional TetR
family

Probable transcription regulator
Transcriptional — regulator,  TetR

regulator,

family

Putative  transcription  regulator
protein

Putative tetR family transcriptional
regulator

probable transcription regulator
AGR_pAT 729

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

Putative TetR family transcriptional
regulator
putative TetR family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
Putative tetR-family transcriptional
regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
transcriptional

regulator,  TetR
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Escherichia coli O157:H7
Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913

Lactobacillus plantarum
WCFS1

Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus MW2
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus

subsp. aureus MW2

Streptomyces murayamaen-
sis

Mycobacterium leprae
Mycobacterium leprae

Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Mesorhizobium loti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Ralstonia solanacearum

Streptomyces coelicolor

Mesorhizobium loti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)

Ralstonia solanacearum

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Pseudomonas syringae pv.



84

85

86

87

88

89

90
91

92

93

94

95

96

97

98
99

100

101

102

103

ITGLYRHK

VTGQYRHK

MTGSYRHK

IHGLFRHK

LHGTYRHK

VHGSYRHK

VHGAYAHR
VHGAYAHK

IHGGYNHK

VHGGYGHK

VHGGYKHK

LHGGYAHK

VHGGYAHR

VVGGYAHK

VKGSYNHK
IKGTYNHK

MKGTYNHK

IKGGYNHK

VQGTYNHR

VKGTYKHK

Q9KE70
15613550
Q8PQQ6
Q8PDTS
21229725
21241040
QYHX43
15599168
Q50720
15610541
15843000

Q8DTD2
24379822

BAC73350
29832181
27380800
QYALUS
QI8IG6
13471847
QUF419
QS8UIN3
16119671
17939026
Q8P940
21231474
28870112
Q93624
Q9HUX9
15600024
28868964
27379063

QY9HZI1
15598329

26988704

QI9RAIJ1
Q8EMSI1

23100225
Q8DA45

27365684
28898059
Q8YNI8

17232059
27378292

QYHZPI

QYKE70

BH0987

Q8PQQ6

Q8PDTS

QYHX43

YY05 MYCTU

Q8DTD2

BAC73350

QYALUS
Q98JG6

QIF419

QS8UIN3

Q8P940

Q93624
QYHUX9

Q9HZ91

QIRAI1
Q8EMSI

Q8DA45

Q8YNJS8

QYHZP1

family
Transcriptional
(TetR/AcrR family)
transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)
Transcriptional
family
Transcriptional
family
transcriptional regulator acrR family

regulator

regulator  acrR

regulator  acrR

transcriptional regulator acrR family
Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor Rv3405¢

hypothetical protein Rv3405c
transcriptional TetR
family

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

regulator,

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional regulatory protein

Putative regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
Putative transcription regulator

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

AGR_pAT _650p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
transcriptional TetR
family

transcriptional regulatory protein

regulator,

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Inactive regulatory protein
Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
putative transcriptional regulator
Transcriptional regulator
transcriptional regulator

transcriptional regulatory protein

Probable transcriptional regulator

129

Capitulo 2

tomato str. DC3000
Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Xanthomonas
pv. citri
Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306
Pseudomonas aeruginosa

axonopodis

Pseudomonas
PAO1
Mycobacterium tuberculosis

aeruginosa

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptococcus mutans

Streptococcus mutans
UA159

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Enterobacter cloacae
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Mycobacterium

subsp. paratuberculosis
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas sp. ADP
Pseudomonas aeruginosa

avium

Pseudomonas aeruginosa
PAO1
Pseudomonas syringae pv.

tomato str. DC3000
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Pseudomonas putida
KT2440

Mycobacterium sp. GP1
Oceanobacillus iheyensis

Oceanobacillus iheyensis
HTES31

Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633

Nostoc sp. PCC 7120

Nostoc sp. PCC 7120
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Pseudomonas aeruginosa
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104

105

106

107

108

109
110

111
112

113

114

115

116

117

118

119

IRGTYKHK

HHGSYNHK

ILGSYNHK

IFGSYNHK

VGGAYNHK

IRGASHHK
VRGAQHHR

TRGAMHHK
TRGAYHQK

VPGSYAHK

MPASYAHK

MGGSYAHK

MHASYAHR

MVASYSHQ

MAASYDHK

MAGTYRYK

15598153
26988694
28870976
Q92916
Q8Y593
16804215
16801343
QI7FX1
15895863
BAC68295
29827126
BAC68276
29827107

26989599

033453
Q9K3V9

BAC71574
29830405
Q9XDW2
P72624
053119

053623

16329218
15607220

15828443
15839457
QI93TU7
BAC68485
29827316
QI9RRV9
15807366

Q53901

Q8F8U7
24213155
Q8FTW7
24213525

P43506
QSE9F7

Q8DDC4

24375808

Q92916
Q8Y593

QY7FX1

BAC68295

BAC68276

033453
Q9K3V9

BAC71574

Q9XDW2
P72624
053119

053623

Q93TU7

BAC68485

QIRRV9

DR2376

Q53901

Q8F8U7

Q8FTW7

BM3R_BACME
QSE9F7

Q8DDC4

probable transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical protein 1in2279
Hypothetical protein Imo2176
similar to transcriptional regulator
(tetR family)

similar to transcriptional regulator
(tetR family)

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)
Transcriptional regulator
(TetR/ActR family)

Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

CYMR

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Psbl

Hypothetical protein sl11392
Hypothetical 26.4 kDa
(Putative TETR-family
tional regulator)
Transcriptional regulator (Transcrip-
tional regulator, TetR family)
hypothetical protein

hypothetical protein Rv0078

protein
transcrip-

putative TetR-family transcriptional
regulator
transcriptional
family
Transcriptional repressor

regulator,  TetR

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional
family
transcriptional
family

Actll protein (Putative transcrip-
tional regulatory protein)

regulator, TETR

regulator,  TetR

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional repressor Bm3R1
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional ~ regulator ~ TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
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Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas putida
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Rhodopseudomonas palustris
Synechocystis sp. PCC 6803

Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis

Synechocystis sp. PCC 6803
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Rhodococcus
9784
Streptomyces avermitilis

sp. NCIMB

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans

Streptomyces coelicolor

Leptospira interrogans

Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Leptospira interrogans

Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Bacillus megaterium
Shewanella oneidensis

Vibrio vulnificus

Shewanella oneidensis MR-1



120
121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

MIGTYRYK
MVGTYRYK

MLGTYRYK

IAGTYRYK

MTGTYRYK

ITGTYRYK

MVGQYRYK

MVGLYRYK

MLGLYRYK

MAAAYRYK

MAGAYRYK

MIATYHYK

MTGTYHYK

MVGLYTYK

VVGSYQYK

27364504
28896814
QYRA03
P96856
15610710
15843187
QIKXKI
BAC73566
29832397
AAP26772

AAP09884
30262909

27382250

30021052
QIKVIO

15640196

008335
16079771

QYAA02
Q8X7E0
QSFHT3
15801886
15831116
16125062
26247624
QS8FLS9
25029337
Q8F2I1
24215490
Q985C9

13476418
Q9S1P1

Q98382
13476778
Q8YRI2
Q8F3Y9

17231138
24214960

Q8RG45

EAA23252

19703808

Q8KU48
AA080431

QYRAO3
PY6856

QYKXKI

BAC73566

AAP26772

AAP09884

QIKVIO

008335
yrhl

Q9AA02

Q8X7E0

QSFHT3

QSFLS9

Q8F211

Q985C9

Q9S1P1

Q98382

Q8YRI2
Q8F3Y9

Q8RG45

EAA23252

Q8KU48
AA080431

Transcriptional ~ regulator ~ TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical repressor protein KstR

Hypothetical 21.9 kDa protein
(Transcriptional — regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3574
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative  tetR-family  regulatory
protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional repressor Bm3R 1
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Transcriptional repressor Bm3R 1

Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

30S ribosomal protein S21

similar to transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)
Transcriptional  regulator,
family
Putative
(Putative
protein)
Putative transcriptional repressor
putative transcriptional repressor

TetR

transcriptional
transcription

repressor
regulatory

putative  transcription regulatory
protein
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional repressor
Putative transcription regulator
putative transcription regulator

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family
Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Regulatory protein betl

Regulatory protein betl

Regulatory protein betl

EF0114

Transcriptional — regulator,  TetR
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Vibrio vulnificus CMCP6

Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Rhodococcus erythropolis
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Bacillus cereus ATCC 14579
Vibrio cholerae

Vibrio cholerae

Bacillus subtilis
Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Caulobacter vibrioides

subsp.

Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O6
Escherichia coli
EDL933
Escherichia coli O157:H7

O157:H7

Caulobacter crescentus
CBI5

Escherichia coli CFT073
Corynebacterium efficiens
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Leptospira interrogans

Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces coelicolor

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Nostoc sp. PCC 7120
Leptospira interrogans

Nostoc sp. PCC 7120

Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum
Fusobacterium  nucleatum
subsp.  vincentii ATCC
49256

Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum ATCC

25586
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
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135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

TIGSYQYK

TVGSYQYK

TVGSYQFK

TIGTYEYK

TIGTYRYK

TIGSYRFK

SIGSYSYK

MIGSYQFK

FIGTYQFK

MVGNYNYK
MLSNYNYK
MVSNYHYK

VVGNYKYK

MVGNYYYK

29375207
QYI3U1
Q8YLK2
Q8Y170
15596600

17232788
17545539

QO8HF5
Q98B81
13472558
13474736
27379341
27380101
Q8YTBO
17230305
QIK6D2
Q8EM51
AAP29227
AAP12203
15616359
30265364
23100464
30023371
Q9A7Q6
16125910
Q8CK21
BAC74300
29833131
31340544
Q97D02
15896919
QU8F48
13473366
Q8NMS5

Q8FMW1
23308944

25028944
066658
15605841
29347892
29345917
QI97KUS5
15894108

Q9KZ96

QYI3U1
Q8YLK2
Q8Y170

RSc0820

QY8HFS
Q98B81

Q8YTBO
Q9K6D2
Q8EMS51
AAP29227
AAP12203

BH3797

Q9A7Q6

Q8CK21

BAC74300

SCO1712

Q97D02

QU8F48

Q8NMSS

Q8FMW1

066658

Q97KUS5

QYKZ96

family
transcriptional
family
Probable transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Putative  transcription
protein

probable transcriptional regulator

regulator,  TetR

regulator

transcriptional regulator

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

transcriptional regulatory protein

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulator
Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional ~ regulator, ~AcrR
family
Transcriptional — regulator, ~AcrR
family
Transcriptional ~ regulator  (tetR-
family)
transcriptional ~ regulator  (tetR-
family)

Transcriptional regulator

Putative transcription regulator
transcriptional regulator

putative transcription regulator
Hypothetical protein AQ_321
putative protein

transcriptional regulator

transcriptional regulator (TetR/AcrR

family)

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional regulator
(TetR/ActR family)

Putative tetR-family transcriptional
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Enterococcus faecalis V583

Pseudomonas aeruginosa
Nostoc sp. PCC 7120
Ralstonia solanacearum

Pseudomonas
PAO1
Nostoc sp. PCC 7120
Ralstonia solanacearum

aeruginosa

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Nostoc sp. PCC 7120

Nostoc sp. PCC 7120
Bacillus halodurans

Oceanobacillus iheyensis
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus halodurans

Bacillus anthracis str. Ames
Oceanobacillus

HTES831
Bacillus cereus ATCC 14579

iheyensis

Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus

CBI15
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Mesorhizobium loti

Mesorhizobium loti

Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium efficiens
Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Aquifex aeolicus

Aquifex aeolicus VF5
Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482

Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Streptomyces coelicolor



149

150

151

152

153

154

155

156

IAGNYYYK

LAGSYTYK

LMGGYTYK

MAGTYLYK

MKGTYVYK

MKGTYLYK

VKGTYVYK

VDGTYLYK

BACT71119
29829950
BAC72494
29831325
BAC69092
29827923
27382977
P44923
16272831
Q98D84

Q8U7H2

Q92LW3

Q8YAY4

Q8FXGO

13474033
15966653
15890508
17938166
17989462
23499882
27381734
QYRXD6

Q8TMBS
15805406

20091569
Q8U9IDO

15891152
17937503

P94548
QIK8A4

QSEPH4
AAP28454
AAP11434
16079907
15615664
30264591

23099576

BAC71119

BAC72494

BAC69092

Y893 _HAEIN

QY8D84

Q8U7H2

Q92LW3

Q8YAY4

Q8FXGO

QYRXD6

QSTMB3
DR0378

Q8U9D0

P94548
Q9KS8A4

QS8EPI4
AAP28454
AAP11434
ysiA

BH3102

regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional regulatory protein

Hypothetical transcriptional regula-
tor HI0893
transcriptional repressor

Transcriptional ~ regulator  (TetR
family)

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Putative  transcription  regulator
protein

Transcriptional —regulator, TETR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator  (TetR
family)

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
AGR_L_784p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

TRANSCRIPTIONAL REGULA-
TOR, TETR FAMILY

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein
Transcriptional — regulator, TETR
family

Hypothetical protein MA2746
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

conserved hypothetical protein
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_L_2069p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical protein ysia
Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional ~— regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

similar to transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulator
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Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae Rd
Mesorhizobium loti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Sinorhizobium meliloti

Brucella melitensis

Brucella melitensis biovar

Suis
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Brucella melitensis 16M

Brucella suis 1330

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Deinococcus radiodurans

Methanosarcina acetivorans
Deinococcus radiodurans

Methanosarcina acetivorans
C2A

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Bacillus subtilis

Bacillus halodurans

Oceanobacillus iheyensis
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus  subtilis

subtilis str. 168
Bacillus halodurans

subsp.

Bacillus anthracis str. Ames

Oceanobacillus
HTES31

iheyensis
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157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

IQGTYLYK

VQGTYLYK

IKGTYLYK

VKGTYLYK

LKGTYLYK

IRGTYIYK

VKGAYIYK

VKGAYLYK

VRGAYFYK

IHGTYTYK

IHGTYNYK

IYGTYVYK

MHGAYLYK

LKGSYHYK

30022602

007001
AAP24837

AAP07841
16080501
30260974
30019009
Q9KFAS
15613143
Q98165
AAN10243
13472298
QYUYP3
14521663
Q8Y112
17545417
066635
15605818
P40950
16080356
AAP29317
AAP12296
30265454
30023464
Q9SIR1
QYKFQO
15612991
AAP25822

30261959

QSES85
AAP26590

AAP09713
30262727
23098212
30020881
27379144
P76189

QoIISI
Q8XFC3

Q8X632
QS8ZE12

Q8E926

007001
AAP24837

AAP07841

yvdT

QYKFAS
BHO0580

Q98165
AAN10243

QIUYP3
Q8Y1J2
RSc0698
066635

acrR3
YUXN_BACSU
yuxN
AAP29317

AAP12296

QISIRI
QYKFQO
BH0428

AAP25822

QBES85
AAP26590

AAP09713

YDHM_ECOLI

QoIS
Q8XFC3

Q8X632
QS8ZE12

Q8E926

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Hypothetical protein yvdt
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

similar to transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

Probable transcriptional regulator
Transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
Hypothetical protein PAB0976

hypothetical protein

Putative  transcription  regulator
protein

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Transcriptional regulator
(TETR/ACRR family)
transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

Hypothetical transcriptional regula-
tor yuxN

similar to hypothetical proteins from
B. subtilis

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical conserved protein
Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

hypothetical protein

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Hypothetical transcriptional regula-
tor ydhM

Probable transcriptional regulator
Putative  transcriptional repressor
(TetR/AcrR family) (Putative TetR-
family transcriptional regulator)

Orf, hypothetical protein
TetR-family transcriptional regula-
tory protein (Hypothetical protein)
Transcriptional ~ regulator, TetR
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Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus subtilis
Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus  subtilis

subtilis str. 168
Bacillus anthracis str. Ames

subsp.

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus halodurans

Bacillus halodurans
Mesorhizobium loti
Streptomyces viridifaciens
Mesorhizobium loti
Pyrococcus abyssi
Pyrococcus abyssi

Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum
Aquifex aeolicus
Aquifex aeolicus VF5
Bacillus subtilis
Bacillus  subtilis

subtilis str. 168
Bacillus anthracis str. Ames

subsp.

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Streptomyces coelicolor
Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus anthracis str. Ames

Oceanobacillus iheyensis
Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Oceanobacillus

HTES831
Bacillus cereus ATCC 14579

iheyensis

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Escherichia coli O6

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhimurium

Salmonella typhi
Escherichia coli O157:H7
Yersinia pestis

Shewanella oneidensis



171

172

173

174

175

176

177

178

179

VKGSYHYK

LKGAYHYK

LKGSYYYK

IKGTYHYK

VKGTYHYK

VQGTYHYK

VKGAYHYK

IKGQYYYK

IKGTYYYK

Q8D6M3
AAP17143

AAO68955

16129607
15597392

15802063

15831612
26989198

16122601
16764785
16760476

22125851
24375946

26247897

27366939
28901270

29141764
30063165

QII5A1
15596036

Q9SLR7
QY7D74

13471041
15896840

Q8Y043
17545920
28870251

Q91429
15596512

AAP26340
AAP09373
30262477
30020541
Q8TMS4
20091605
Q92WI6
Q98261
BAC74324
16264101
29833155
P42097

QS8ESG2

Q8D6M3
AAP17143

AAO68955

b1649

ydhM

ydhM

QII5A1
Q98LR7

Q97D74

Q8Y043

RSc1201

Q91429

AAP26340

AAP09373

Q8TMS84

Q92WI6

Q98261

BAC74324

YPB3_LACLA

QS8ESG2

family
Transcriptional regulator
Hypothetical protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

orf, hypothetical protein

probable transcriptional regulator

orf, hypothetical protein

hypothetical protein
transcriptional  regulator,
family

TetR-family transcriptional regula-
tory protein

putative  transcriptional
(TetR/AcrR family)
putative TetR-family transcriptional
regulator

hypothetical protein
transcriptional  regulator,
family

Hypothetical transcriptional regula-
tor ydhM

Transcriptional regulator

putative transcriptional regulator

TetR

repressor

TetR

putative TetR-family transcriptional
regulator
hypothetical protein

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Probable transcriptional regulator
Transcriptional — regulator,  AcrR
family

probable transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator, AcrR
family

Probable transcription regulator
protein

PROBABLE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Transcriptional — regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Putative transcriptional regulator
protein

Putative tetR transcriptional regula-
tor

Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative
protein
putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 22.2 kDa protein in
lacX 3'region (ORF3)
Transcriptional
(TetR/AcrR family)

transcriptional  regulator

regulator
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Vibrio vulnificus

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Salmonella typhi

Escherichia coli K12
Pseudomonas aeruginosa
PAO1L

Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Pseudomonas putida
KT2440

Yersinia pestis CO92
Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Yersinia pestis KIM
Shewanella oneidensis MR-1

Escherichia coli CFT073

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Mesorhizobium loti
Clostridium acetobutylicum

Mesorhizobium loti
Clostridium acetobutylicum

Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOI1

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Methanosarcina acetivorans
Methanosarcina acetivorans
C2A

Sinorhizobium meliloti
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Sinorhizobium meliloti

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Oceanobacillus iheyensis
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180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

IKGSYYFK

TKGSYYFK

IKGSYSYK

IKGSYTYK

IKGSYQYK

IRGSYQYK

LKGSFQYK

VKGTYNYK

IKGTYNYK

VKGTFENYK

IKGSYNYK

VKGSYNYK

VKGTYKYK

VKGTYGYK

Q8EN16
23098132
23100129
Q8UGP2
15888336
17934901
BAC69234
29828065

QYKBNS
15614450

QS8RE54

19704607

Q97IV4
15894814
QBELRS
AAO082305
23100608
29377081
P96415
15607373
15839612
QYEUW7
Q8VMX5
053054
Q927Q4
Q8Y466
16804627
16801795

Q8GAG3

QYKTE7

AAP26049

15615977
30262186

Q8EXV3
24217165
Q8ESU6

23097975

Q59213
068276

007254

QSEN16

Q8UGP2

BAC69234

QYKBNS
BHI1887

QS8RE54

QY7IV4

Q8ELRS

AAO82305

P96415

QYEUW7
Q8VMXS5
053054

Q927Q4
Q8Y466

Q8GA63

QYK7E7

AAP26049

BH3415

Q8EXV3

Q8ESU6

Q59213
068276

007254

Transcriptional
(TetR/AcrR family)
transcriptional regulator

regulator

transcriptional regulator
Transcriptional TetR
family

AGR_C_1821p

regulator,

transcriptional TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein BH1887
BHI1887~unknown conserved pro-
tein

regulator,

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~— regulator, ~AcrR
family

Transcriptional — regulator, AcrR
family

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

hypothetical protein Rv0232
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
(Fragment)

Putative transcriptional regulator
(Fragment)

OREF Z protein

Hypothetical protein 1in2734
Hypothetical protein Imo2589
similar to transcription regulator
TetR/AcrR family

similar to transcription
TetR/AcrR family
Putative UidR transriptional regula-
tor

regulator

NADH dehydrogenase
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

NADH dehydrogenase
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator
(TetR/ActR family)

transcriptional regulator

BMI1P1

Putative ~ DNA-binding  protein
BmIPI

Hypothetical 25.9 kDa protein
(Transcriptional — regulator, TetR
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Oceanobacillus iheyensis

Oceanobacillus iheyensis
HTES31
Oceanobacillus iheyensis
HTER31

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Bacillus halodurans

Bacillus halodurans
Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum
Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum ATCC
25586

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum
Oceanobacillus iheyensis
Enterococcus faecalis
Oceanobacillus

HTES31
Enterococcus faecalis V583

iheyensis

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Listeria innocua

Listeria monocytogenes

Listeria ivanovii

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua

Escherichia coli

Bacillus halodurans

Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus halodurans
Bacillus anthracis str. Ames

Leptospira interrogans

Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Oceanobacillus iheyensis

Oceanobacillus
HTES31

Bacillus megaterium
Bacillus megaterium

iheyensis

Mycobacterium tuberculosis



194

195

196

197

198
199

200

201
202

203

204

205

206

207

208

VSGTYNYK

ITGTYNYK

ITGTYNYR

HGTYNYK

IVGTYNYK
MKGTYTFK

IKGTYTAK

MHGLYYYK
MKGLYYYK

MKALYYYK

VKALYYYK

VYGLYWYK

IYGLYFYK

IYGVYYYK

ITGLYYYK

15607471
15839717
Q9AA36

16125025

Q8XP87
18309060

Q8NRYS

19552381
QY8NY6
13470510
28212055
P32398
AAP25059
AAP03064

16078079

30261196
30019232
QI9KAZI1

15614708

Q8GCB5
QYRKYS

BAC74628
29833459
QOWZTO
027135
15643586
15679074
Q8TK36
20092389

008377

15608672
15841000
Q97VV1
15899244
QI976W7
15920251
AAP26746
AAP09863
30262883

30021031

Q9AA36

Q8XP87

Q8NRYS

QI8N96

YHGD BACSU
AAP25059
AAP08064

yhgD

QYKAZI
BH2145

Q8GCBS
QYRKYS

BAC74628

QIWZTO

027135

Q8TK36

008377

QY7VVI

QY76W7

AAP26746

AAP09863

family)

hypothetical protein Rv0330c
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Transcriptional regulator

transcriptional regulator

Hypothetical protein m1r0237
unknown protein

putative transcription regulator
Hypothetical transcriptional regula-

tor yhgD
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulator,  TetR
family

alternate gene name: yixD~similar to
transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)
transcriptional
family
Transcriptional
family
Transcriptional
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

BtrW protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional

regulator,  TetR

regulator,  TetR

regulator

regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional — regulator, TETR
family

Transcriptional — regulator  related
protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator  related
protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical 24.5 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv1534
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator, putative
Transcriptional regulator, putative
Hypothetical protein ST0072

194aa long conserved hypothetical
protein
Transcriptional
family
Transcriptional
family
transcriptional
family
Transcriptional
family

regulator, TetR

regulator,  TetR
regulator,  TetR

regulator,  TetR
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Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CB15

Clostridium perfringens
Clostridium perfringens str.
13

Corynebacterium glu-
tamicum
Corynebacterium glu-

tamicum ATCC 13032
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Clostridium tetani E88
Bacillus subtilis

Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus  subtilis
subtilis str. 168

subsp.

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Bacillus circulans
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Thermotoga maritima

Methanothermobacter ~ ther-
mautotrophicus str. Delta H
Thermotoga maritima

Methanothermobacter  ther-
mautotrophicus str. Delta H
Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina acetivorans
C2A
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Sulfolobus solfataricus
Sulfolobus solfataricus
Sulfolobus tokodaii
Sulfolobus tokodaii

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
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209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

MDAAYYYK

INGIYKYK

MKATYNYK

MKATYSYK

MKATYAYK

MKATYHYK

MKATYYYK

MKATYVYK

MKATYLYK

MKAAYLYK

MKKTYSYK

MKQTYSYK

MKTTYSYK

QYA9I8
16125244
Q8RFA3

EAA24963

19704148

QYKS52

Q8XRL6

15641419
17549036
28870736
Q8P7DI1

21232111
27379433

053641

15607300
15839538
AAP26269
AAP09304
30262406
30020472

Q8DVA4
24379070

Q8TMA4
QS8TMAO
Q8TLXI1

Q8PU11
20091584

20091589
20091723

21228648
Q8TMA2

20091587
Q97FHI
15896023
Q8PIN3
21243230
Q8YPBY

17231771

QYAII8

Q8RFA3

EAA24963

QYKS52

Q8XRL6

RSpO815

Q8P7D1

053641

AAP26269

AAP09304

Q8DVA4

Q8TMA4
QS8TMAO
QS8TLXI

Q8PU11

Q8TMA2

Q97FH1

Q8PIN3

Q8YPB9

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~— regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional  regulator, TetR
family

Probable transcription  regulator
protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

PROBABLE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein
Hypothetical 24.1 kDa protein
(Transcriptional — regulator, TetR

family)
hypothetical protein Rv0158

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical protein MM2546
transcriptional ~ regulator,  TetR

family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Conserved hypothetical protein
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional  regulators, AcrR
family

Transcriptional —regulators, AcrR
family

Transcriptional regulator tetR/acrR
family

transcriptional regulator tetR/acrR
family
Transcriptional regulator

transcriptional regulator
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Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CB15

Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum
Fusobacterium  nucleatum
subsp.  vincentii  ATCC
49256

Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum ATCC

25586
Vibrio cholerae

Ralstonia solanacearum

Vibrio cholerae
Ralstonia solanacearum

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Streptococcus mutans
Streptococcus

UA159
Methanosarcina acetivorans

mutans

Methanosarcina acetivorans
Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina mazei
Methanosarcina acetivorans
C2A

Methanosarcina acetivorans
C2A

Methanosarcina acetivorans
C2A

Methanosarcina mazei Goel
Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina acetivorans
C2A

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri
Xanthomonas  axonopodis

pv. citri str. 306
Nostoc sp. PCC 7120

Nostoc sp. PCC 7120



222

223

224

225

226

227

228

229
230
231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

MKRTYAYK

MKRTYGYK

MRRTYTYK

MTATYAYK

MSSTYVYK

MKTVYRYK

MKGAFRYK

VKAQYAYK
VKERYAYK
IKQLYAYK

FTGTYKFK

FTNTYKYK

LKGSYHFG

LKGSYHYG

IRGSYHYG

LKGSYYHG

LKGSYYYG

LRGSYFHG

LKSQFHYG

032228
16080411

Q8PIQO
Q8P7C7
21232115
21243572
29349178
Q9A9Q5
16125171
28377011
Q9CB41
053757
15607613
15828330
15839861
28379529
Q9KXXI1
Q9EWE9
QYADP7
Q8EHI16
24372993
QSEBA4
24375127
P42105
QBUIT9
16081051
16119613
17938970

QuI643
15595672

053647
15607337
15839576

034619
16077337

Q97DX5
Q8TUYS
15896588
20089076
Q98357

13476773
QIRIMO

032228
yvaF

Q8PIQO
Q8P7C7

QYA9Q5

QYCB41

053757

QIKXXI
QYEWE9
QYADP7

QS8EHI16

QSEBA4

YXAF BACSU
Q8UITY

yxaF

QuI643

053647

034619
ImrA

Q97DX5

Q8TU9S

Q98387

Q9RIMO

Y VAF protein
yvaF

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcriptional regulator

transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcription regulator

Possible TetR-family transcriptional
regulator

Putative regulatory protein (Tran-
scriptional regulator, TetR family)
hypothetical protein Rv0472¢c

possible TetR-family transcriptional
regulator
transcriptional
family
transcription regulator

regulator,  TetR

Putative transcriptional regulator
Putative regulatory protein

Putative tetR family regulatory
protein
Transcriptional — regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Hypothetical transcriptional regula-
tor yxaF
Transcriptional  regulator,  TetR
family

similar to hypothetical proteins
AGR_pAT 558p
transcriptional TetR
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

regulator,

Possible regulatory protein (Tran-
scriptional regulator, putative)
hypothetical protein Rv0196

transcriptional regulator, putative

LMRA
transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator, ~AcrR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
Transcriptional ~ regulator, AcrR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Putative regulatory protein
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Bacillus subtilis

Bacillus  subtilis  subsp.
subtilis str. 168
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306

Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482

Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CB15

Lactobacillus plantarum
WCFSI1

Mycobacterium leprae
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Lactobacillus
WCFS1
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

plantarum

Shewanella oneidensis
Shewanella oneidensis MR-1
Shewanella oneidensis
Shewanella oneidensis MR-1
Bacillus subtilis

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Mycobacterium tuberculosis

subsp.

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Bacillus subtilis
Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Clostridium acetobutylicum

subsp.

Methanosarcina acetivorans
Clostridium acetobutylicum

Methanosarcina acetivorans
C2A

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces coelicolor
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241

242

243

244

245

246

247

248

249
250
251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

ILGSYHHG

ILGSYHFG

VLGSYHHI
VPRTFRHK

VRRTFRHK

VERTFRHK

VRRTSRHK

IRRTYRHR

MERTYRHR
LRRTFGHR
MRRTYGHR

VRRTFRYK

VRRSFRYK

VORTFRYK

IRRTYRYK

VKRTYRYK
TKRTFRYK

LRRTFYYK

LRRTFHYK

IRRSFHYK

IKRTENYK

Q8XRNS
17549017
BAC74878
29833709
Q9F2Q9
P39885
Q9AJ68

Q9ZBKO
BAC69621

29828452
QIYRJL4

QYSSES
QIKYM3

QSE4MO
Q8DZ12
22537457
25011423
27381254
054185
BAC70525
29829356
QYZBAO
P95037
15607831
15840095
QYXDFO0
QIRKA42
QYEWUS3
QYRDRO
BAC73508
29832339

Q8DWK7
24378566

28378381
QI9RIM3
Q8UK34
16119518
17938874
Q8Y1Q4
17545354
27376363

Q8NTCS

Q8XRNS5
RSp0796

BAC74878

Q9F2Q9
TCMR_STRGA
QYAJ68

Q9ZBKO
BAC69621

QIYRJL4

QYSSES
QYKYM3

Q8E4MO

Q8DZ12

054185
BAC70525

Q9ZBAO
P95037

QYXDFO0
QYRK42
QYEWUS3

QIRDRO
BAC73508

Q8DWK7

QY9RIM3

Q8UK34

Q8Y1Q4

RSc0635

Q8NTCS

Putative
protein
PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulatory protein
Tetracenomycin  C
repressor
Putative
ButR
Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR family transcriptional
regulator

Orfl, orf2, orf3, orf4, orf5 genes
Putative TetR-family transcriptional
regulator

transcription  regulator

transcriptional

transcriptional  repressor

Hypothetical protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

unknown

transcriptional regulatory protein
Hypothetical protein SCO5956
Hypothetical protein
hypothetical protein

Hypothetical 20.9 kDa protein

Hypothetical 22.3 kDa protein
(Transcriptional ~ regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv0691c
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional repressor

Putative transcriptional regulator
Putative regulatory protein

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

transcription regulator, N-terminal
fragment (putative)
Putative tetR family transcriptional

regulator

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_pAT 416p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcription regulator
protein

PROBABLE = TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

transcriptional regulatory protein

Transcriptional regulator
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Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Streptomyces coelicolor

Streptomyces glaucescens
Streptomyces cinnamonensis

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

Streptococcus agalactiae
serogroup III

Streptococcus agalactiae
serogroup V

Streptococcus agalactiae
2603V/R

Streptococcus agalactiae
NEM316

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Rhodococcus erythropolis
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces griseus subsp.
griseus

Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptococcus mutans
Streptococcus
UAI159
Lactobacillus
WCFS1
Streptomyces coelicolor

mutans

plantarum

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Corynebacterium
tamicum

glu-



262

263

264

265

266

267
268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

VKRTENYK

VKRTFAYK

VKVTFKYK

MKTTFKYK

VKPTFRYK

ATRTFRYK
APRTYRYK

ALRTYRHK

ALRTYRYK

ARRTYKYK

IRATYDHK

VRSTYDHK

IRSTYDHK

VRSTYSHK

IRSTYSHK

VRSTYAHK

IRATYAHK

19551625

Q8FSJ4
25026953

AA006913
QYCGX8

15672946
QSESC2
23098174
QOFCHS
BAC71729
29830560

Q38D7
QYKYU4

BAC71405
29830236

P96248

15610966
15843454
QYK4H]1

QII5B1
15596025

P46330
16081036
Q97DN9

15896674

Q8CN97
27468852

QIF8C4
Q8E6U3

QSEIC6
22536614
25010539

Q8DTPY
24379700

QYAOB7
Q8PIF5

Q8K7X5

15674880
19745921
21910108
28896194

Q9CDI1

Q8FSJ4

AA006913
QYCGX8

yiiB

QS8ESC2

QYFCHS5

BAC71729

Q938D7
QYKYU4

BAC71405

P96248

QYK4H]1

Q9I5B1

YXBF_BACSU

yxbF

QY7DN9

Q8CN97

QUF8C4

Q8E6U3

QSEIC6

Q8DTP9
Q9A0B7
Q8PIF5

Q8K7X5

QYCDI1

transcriptional regulator

Hypothetical protein
hypothetical protein

Putative transcriptional regulator
Transcriptional regulator

transcription regulator
Transcriptional

family)
transcriptional regulator

regulator  (TetR

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcription regulator
Putative tetR-family transcriptional

regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 23.1 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3830c
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor yxbF
alternate gene name: yxaT

Transcriptional — regulators, AcrR
family

Transcriptional — regulators, AcrR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Hypothetical 21.0 kDa protein
Hypothetical protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Unknown

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

Hypothetical protein SPy0846
Hypothetical protein spyM18_0906

Hypothetical protein SpyM3 0572
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

Transcriptional regulator
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Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium efficiens
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Streptomyces hygroscopicus
Lactococcus lactis  subsp.
lactis
Lactococcus
lactis
Oceanobacillus iheyensis

lactis  subsp.

Oceanobacillus
HTES31
Streptomyces coelicolor

iheyensis

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mycobacterium smegmatis
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces coelicolor

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Bacillus subtilis

Bacillus  subtilis  subsp.

subtilis str. 168
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228

Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae
serogroup III

Streptococcus agalactiae
serogroup V

Streptococcus agalactiae
2603V/R

Streptococcus agalactiae
NEM316

Streptococcus mutans
Streptococcus mutans
UAI159

Streptococcus pyogenes
Streptococcus pyogenes
MGASS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315

Streptococcus pyogenes M1
GAS

Streptococcus pyogenes
MGASS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315

Streptococcus pyogenes SSI-
1
Lactococcus

lactis  subsp.
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279

280

281

282

283

284

285

286

287

VRATYAHK

IRATYSHK

VRATYSHK

IRGTYSHK

VRGTYAHK

VRSTYCHK

VRSTYTHP

VRSTYTHK

IRGTYLHK

AAO81117
15674221
29375893

QY9R67

QYRLO8

15928150

15925561
21284221
Q8DVN7
24378929
AAP28503
AAP11477
30264640
30022645
Q8ELN7
23100639
AAP26926
AAP10030
30263063
30021198
Q97NZI1
Q8DNK2
15901686
15903715
Q97TQ2
15004750

Q99R45

Q8NUNG6
15928172
15925583

21284242

Q99RQ2

AAO81117

yxcB

QY9R67

QYRLO8

MW2492

Q8DVN7

AAP28503

AAP11477

QSELN7

AAP26926

AAP10030

QY7NZ1

Q8DNK2

QY7TQ2

QY9R45

QSNUN6

MW2513

Q99RQ2

Transcriptional TetR
family

transcription regulator

regulator,

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical  protein =~ SAV2571
(MW2492 protein)

Putative tetR-family transcriptional
regulator

hypothetical protein, similar to
transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

hypothetical protein

ORFID:MW2492~hypothetical
protein, similar to transcriptional
regulator (TetR/AcrR family)
Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator  (tetR-
family)

transcriptional regulator
Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Conserved hypothetical protein

transcriptional
family
Conserved hypothetical protein

regulator,  TetR

TetR family HTH transcriptional
regulator

TetR family HTH transcriptional
regulator

Hypothetical protein SAV2593

MW2513 protein

hypothetical protein, similar to
transcriptional regulator tetR-family
hypothetical protein

ORFID:MW2513~hypothetical
protein, similar to transcriptional
regulator tetR-family
Hypothetical  protein
(MW2297 protein)

SAV2375
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lactis

Enterococcus faecalis
Lactococcus  lactis
lactis

Enterococcus faecalis V583

subsp.

Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus

subsp. aureus MW2
Streptomyces coelicolor

Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus

subsp. aureus MW2

Streptococcus mutans
Streptococcus
UA159

Bacillus anthracis str. Ames

mutans

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Oceanobacillus iheyensis
Oceanobacillus

HTER31
Bacillus anthracis str. Ames

iheyensis

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus  pneumoniae
R6

Streptococcus  pneumoniae
TIGR4

Streptococcus  pneumoniae
R6

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus MW2
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus MW2
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus



288

289

290

291

292

293

294

295
296

297

298

299

300

VRGTYLHK

VRGTYVHK

LKGTYLHK

VRSTYIHK

IRSTYLHK

IRATYLHK

LRMTYRHK

IRATYRHK
VRTTYKHK

IRTTYKHK

MRKTYKHK

IRSTYSHL

VRSTYAHI

15927955
15925365

21284026

Q8POUL
QY9ZE9

Q8CQHO
15675217

19746186
21910429
27467011
28378292
28896005
QSESI8

23098091
27380762

QSELCO
23100766

Q8DTZ2
24379598

26988668
Q9CDHI
15674231

QIKZX2
QY9RS3

Q8NUR3
15928132
15925543

21284203

AAP24934
AAP07948
30261071
30019116
Q8EZKS
24216544
QYKEY0
15613282
Q8G7U2

23464769

MW2297

Q8POUI
QY9ZE9

Q8CQHO

QSESJ8

QS8ELCO

Q8DTZ2

QICDHI
yxdD

QYKZX2
QY9RS3

Q8NUR3

MW2474

AAP24934

AAP07948

QSEZKS

QIKEY0

BHO0719

Q8G7U2

hypothetical protein, similar to
transcriptional regulator tetR-family
hypothetical protein

ORFID:MW2297~hypothetical
protein, similar to transcriptional
regulator tetR-family

Putative transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional regulator tetR-family
putative transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

putative transcriptional regulator
putative  transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator tetR-family

transcription regulator

putative  transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional ~— regulator  (tetR-
family)

transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

Hypothetical protein
hypothetical protein

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

hypothetical protein
Transcriptional regulator
transcription regulator

Putative transcriptional regulator
Hypothetical protein SAV2553

MW2474 protein

hypothetical ~protein, similar to
transcriptional regulator tetR-family
hypothetical protein

ORFID:MW2474~hypothetical
protein, similar to transcriptional
regulator tetR-family

Transcriptional — regulator, TetR-
related family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR-
related family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)
Probable TetR-like transcriptional
regulator
probable TetR-like transcriptional
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subsp. aureus MW2

Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus MW2
Streptococcus pyogenes
MGASS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315

Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes M1
GAS

Streptococcus pyogenes
MGAS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315

Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228
Lactobacillus
WCFS1
Streptococcus pyogenes SSI-
1

Oceanobacillus iheyensis

plantarum

Oceanobacillus
HTES31
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Oceanobacillus iheyensis

iheyensis

Oceanobacillus iheyensis
HTES31

Streptococcus mutans
Streptococcus mutans
UA159

Pseudomonas putida
KT2440

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Streptomyces coelicolor
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus MW2
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus

subsp. aureus MW2

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Leptospira interrogans
Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Bacillus halodurans

Bacillus halodurans
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum
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301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

312

313

IRSTYSHQ

VRSTYKHQ

MKRTYRHK

MKQTYNHK

MKRTYNHK

VKRTYNHK
MKQTYKHK

MKQTYSHK

VKRTYQHK

IKRTYEHK

IKRTYSHK

IRQTYNHK

VRQTYNHK

QBETBS
23097801
28379520
QYKRY6

Q8D4BY
15641750

27367753
Q9A250

16127946
Q8PQSI
Q8PDV2

Q8D6D2
21229711

21241025

27367030
28870710

27380233
Q98D70
13474047
Q8P877
QB8EC67
21231803
24374788
053323
15610309
15842750
AAP27126
30263263
28901417
QI8KHS5
Q8YI41
Q8FZS0
13471487
17986887
23502274
Q8P228
QBE3R3
Q8DY45
19745641
22537788

25011733

QSETBS5

QYKRY6

Q8D4BY

QYA250

Q8PQSI
Q8PDV2

Q8D6D2

Q98D70
Q8P877

Q8EC67

053323

AAP27126

Q98KHS5
Q8YH41

Q8FZS0

Q8P228
QSE3R3

Q8DY45

regulator
Transcriptional
(TetR/AcrR family)
transcriptional regulator

regulator

transcription regulator (putative)

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator tetR family
Transcriptional regulator tetR family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator tetR family

transcriptional regulator tetR family

Transcriptional regulator
transcriptional  regulator,
family

transcriptional regulatory protein

TetR

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Transcriptional regulator tetR/acrR
family
Transcriptional
family
transcriptional regulator tetR/acrR
family
transcriptional
family
Putative regulatory protein (Tran-
scriptional regulator, TetR family)
hypothetical protein Rv3173c

regulator, TetR

regulator,  TetR

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative transcriptional regulator

Probable transcriptional regulator

Transcriptional — regulator, TETR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

probable transcriptional regulator
TRANSCRIPTIONAL REGULA-
TOR, TETR FAMILY
transcriptional ~ regulator,
family

Hypothetical protein spyM18_0584

TetR

Hypothetical protein
Transcriptional TetR
family, putative

conserved hypothetical protein

regulator,

transcriptional TetR
family, putative

Unknown

regulator,
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NCC2705

Oceanobacillus iheyensis
Oceanobacillus iheyensis
HTES31

Lactobacillus plantarum
WCFS1

Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus
Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus CMCP6
Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CBI15

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Vibrio vulnificus
Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306

Vibrio vulnificus CMCP6
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Xanthomonas campestris pv.
campestris

Shewanella oneidensis

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Shewanella oneidensis MR-1

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus anthracis str. Ames

Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Mesorhizobium loti

Brucella melitensis

Brucella melitensis biovar

Suis

Mesorhizobium loti
Brucella melitensis 16M

Brucella suis 1330

Streptococcus pyogenes
MGAS8232

Streptococcus agalactiae
serogroup III

Streptococcus agalactiae
serogroup V

Streptococcus pyogenes
MGAS8232

Streptococcus agalactiae
2603V/R

Streptococcus agalactiae



314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

IRSTYNHK

VRRSYNHK

VRQTYYHK

IRQTYYHK

VRATYYHK

VKRTYYHK

VKRMYYHK

VKQTYHHK

IKKTYHHK

MKLTYSHK

MKATYSHK

MKATYAHK

MKSSYAHK

MESSYNHK

LKQSYSHK

Q97MI5
15893494
QBE6F0
25010682

QYK7G7
AAO82741

AAP24955
AAP07967

15615956
30261092
29377517
30019135
QY2EHS

Q8Y9P4

16802523
16799557
Q8EL79

23100807

Q983X0
QU2NC8

13476730
15966033

27377946

QSFAH4
AAN45699

24115482

26251111
QS8EH37

24372971

QYHXW2
QS8PHO!1

Q8P5K6
15598874
26988247
21232763
21244186
Q8YYN6
17228305
Q8PIQ4

21243568

Q8ELQO
23100624

27377365
Q929T1

Q8Ys5H4
16804127

Q97MJ5

QSEGF0

QYK7G7
AAO82741

AAP24955
AAP07967

BH3394

QY2EHS
Q8Y9P4

Q8EL79

Q983X0

Q92NC8

QSFAH4
AAN45699

Q8EH37

QYHXW2
QS8PHO!

Q8P5K6

Q8YYN6

Q8PIQ4

QSELQO

Q929T1
Q8YSH4

Transcriptional — regulators, AcrR
family

Transcriptional —regulators, AcrR
family

Hypothetical protein

unknown

Hypothetical protein BH3394
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical protein

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

BH3394~unknown
conserved hypothetical protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical protein 1in0482
Hypothetical protein Imo0480
similar to putative transcriptional
regulator

similar to putative transcriptional
regulator
Transcriptional
family)
transcriptional regulator

regulator  (tetR-

Transcription regulator
Putative  transcription
protein

transcription regulator
PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional regulatory protein

regulator

Putative conserved protein
Orf, partial conserved hypothetical

protein

orf, partial conserved hypothetical
protein

Putative conserved protein
Transcriptional  regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator
Transcriptional regulator

Transcriptional regulator

probable transcriptional regulator
transcriptional regulator, tetR family
transcriptional regulator
transcriptional regulator
Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Transcriptional regulator

transcriptional regulator

Hypothetical protein
hypothetical protein

transcriptional regulatory protein
Hypothetical protein 1in2193

Hypothetical protein 1mo2088
similar to transcription regulators
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NEM316
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Streptococcus agalactiae
serogroup III

Streptococcus agalactiae
NEM316

Bacillus halodurans
Enterococcus faecalis

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus halodurans
Bacillus anthracis str. Ames
Enterococcus faecalis V583

Bacillus cereus ATCC 14579

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua

Oceanobacillus iheyensis

Oceanobacillus
HTER31
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

iheyensis

Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Escherichia coli 06

Shigella flexneri

Shigella flexneri 2a str. 301

Escherichia coli CFT073
Shewanella oneidensis

Shewanella oneidensis MR-1

Pseudomonas aeruginosa

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Pseudomonas aeruginosa
PAOLI

Pseudomonas putida
KT2440

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306

Nostoc sp. PCC 7120

Nostoc sp. PCC 7120

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri
Xanthomonas  axonopodis

pv. citri str. 306
Oceanobacillus iheyensis
Oceanobacillus iheyensis
HTES31

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
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329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

LKLSYRHK

TRSSYTHK

TRSGYTHK

IRRSYTHK

VAMTYRYK

VAMTYRHK

IKMTYKHK

VKMTYRHK

VKMAYRHK

ITMTYNHK

VKMSYRQK

IKANYVHK

MRANYLHK

16801258
QSUEX9

15888937
17935520
Q9CH58
QI7N38
Q8NZ06
Q99XJ5
QSE2MS
Q8DWSS
Q8DMW6
15672863
15675913
15902037
15904081
19747013
21911368
22538269
25012129
28896740

QS8DRT2
24380464

CADB85857
30249894
QY3HA7
BAC70092
29828923
QYFBX5

QYHZH4
15598230

Q986HO
Q84Q2
13476127
13476546
QYEWI2

QSETH2
23097744

Q8XTKO
17548329
Q8XQQ7
17549385

Q8NL93

QSUEX9

QYCHS58
Q97N38
Q8NZ06
Q99XJ5
Q8E2M8
Q8DWS8
Q8DMW6

yjaD

Q8DRT2

CADB85857

Q93HA7

BAC70092

QYFBXS5
QYHZH4
QY86HO
Q984Q2
QYEWI2

QSETH2

Q8XTKO
RSp0108
Q8XQQ7
RSp1164

Q8NL93

similar to transcription regulators

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_C_2996p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator (YjaD)
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Hypothetical protein

Transcriptional ~ regulator, TetR

family, putative
Conserved hypothetical protein

transcription regulator

putative  transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Conserved hypothetical protein
putative transcriptional regulator

putative  transcriptional
(TetR/AcrR family)
transcriptional ~ regulator,
family, putative

unknown

regulator

TetR

putative  transcriptional
(TetR/AcrR family)

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

regulator

Bacterial regulatory proteins, TetR
family

Bacterial regulatory proteins, TetR
family

TetR-family regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative
protein
PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Putative  transcription
protein

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Transcriptional regulator

transcription  regulator

regulator
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EGD-e

Listeria innocua
Agrobacterium
str. C58
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Streptococcus pneumoniae

tumefaciens

Streptococcus pyogenes
MGASS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315

Streptococcus agalactiae
serogroup III

Streptococcus agalactiae
serogroup V

Streptococcus  pneumoniae
R6

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Streptococcus pyogenes M1
GAS

Streptococcus  pneumoniae
TIGR4

Streptococcus  pneumoniae
R6

Streptococcus pyogenes
MGAS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315

Streptococcus agalactiae
2603V/R

Streptococcus agalactiae
NEM316

Streptococcus pyogenes SSI-
1

Streptococcus mutans
Streptococcus
UA159
Nitrosomonas europaea

mutans

Nitrosomonas
ATCC 19718
Streptomyces avermitilis

curopaca

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOI

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces coelicolor

Oceanobacillus iheyensis
Oceanobacillus iheyensis
HTES831

Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum

Corynebacterium glu-



342

343

344

345

346

347

348

349

350

352

353

354

355

356

357

358

359

360

VKGTYYHI

IRMTYYHI

VRQTYYHL

IRQTYYHI
VRNTYYYM

VRNSYYHL

VRGTYAHV

VRGTYLHI

VRGSYSHI

VRGTYTHA

VRATYVHL

VRKTYLHI

IRATYRHI

VRATYRHI

HRATYRHL

ARGSYWHL

MRQTYKER

LRQTYNER

MRQTYNEK

Q8FSY2
19554245

25029466
QUSIHS

13472185
Q8DVHS5
24378997

Q8DTI3
24379967

28211491
Q8XNF6
18309359
Q8G7D2
23464937
Q97TKI
15004803
28377217
Q93D90
Q8CUW4
23098448
24380276

28379402

Q8XME4
18309727

BAC75168
29833999
28377674
QY2DF2
Q8YSMS
16802909

16799935
28379758

BAC68261
29827092
27375712
QYAEG]
Q93DM9
QUAEGS
Q93DM6
005892
Q8VI43
15610385
15842838

Q93SY4
QYK4B0

BAC70760

29829591

Q8FSY2

QOSIHS

Q8DVHS5

Q8DTI13

Q8XNF6

Q8G7D2

QY7TK1

Q93D90

Q8CUW4

psaR

Q8XME4

BAC75168

QY2DF2
Q8Y8MS

BAC68261

QYAEG]
Q93DM9
QYAEGS
Q93DM6
005892
Q8VI43

Q93SY4
QYK4B0

BAC70760

Putative transcription regulator
transcriptional regulator

putative transcription regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

transcriptional regulator
Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Hypothetical protein possibly in
TetR transcriptional regulator family
hypothetical protein possibly in TetR
transcriptional regulator family

HTH  transcriptional  regulator
TetR/AcrR family
HTH  transcriptional  regulator
TetR/AcrR family

transcription regulator (putative)

PsaR (Putative transcriptional regu-
lator)

Transcriptional
(TetR/AcrR family)
transcriptional regulator

regulator

putative transcriptional regulator
transcription regulator (putative)

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

transcription regulator (putative)

Hypothetical protein 1in0861
Hypothetical protein Imo0868
Imo0868

1in0861
unknown

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional regulatory protein

Putative TetR-regulatory alkB1
Putative regulator

ORF1, alkB2 (Fragment)
Putative regulator
Hypothetical protein Rv3249¢
Hypothetical protein MT3347
hypothetical protein Rv3249¢

hypothetical protein

Putative TetR-regulatory protein
Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
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tamicum

Corynebacterium efficiens
Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptococcus mutans

Streptococcus mutans
UA159

Streptococcus mutans
Streptococcus mutans
UA159

Clostridium tetani E88
Clostridium perfringens
Clostridium perfringens str.
13

Bifidobacterium longum

Bifidobacterium
NCC2705
Clostridium acetobutylicum

longum

Clostridium acetobutylicum

Lactobacillus
WCFS1
Streptococcus mutans

plantarum

Oceanobacillus iheyensis

Oceanobacillus iheyensis
HTES31

Streptococcus mutans
UA159

Lactobacillus plantarum
WCEFS1

Clostridium perfringens
Clostridium perfringens str.
13

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Lactobacillus plantarum
WCFS1

Listeria innocua
Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua
Lactobacillus plantarum
WCFS1

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus sp. Q15
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus sp. Q15
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Prauserella rugosa
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
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361
362

363

364

365

366

367
368

369

370

371
372

373

374

375

376

371

LRQTYNRK
LRLTYNQR

VRQTYNYQ

VRQTYDYK

IRQTYNVK

MKQSYNAK

LRSTYTTR
TRSTYDYK

IRSTYDSK

VKRTYDRK

VKKTYDRK
VVTTFAHK

VATTFAHK

VTTTFAHK

IVTTFSHK

VTTTFKHK

TQPAYWHK

QYX7X3
27382169

Q9CIV9
30023983
28377106
QSEVP6

26553966
28379778

Q939Q2
Q99RS1

Q8NV49

15927934

15925344

21284004

AAP25000
30261137

P96812

15607277
15839516

086514
Q8KUES

BAC68590
29827421
QYRK21
Q93128
BAC69974
29828805

P03038

P03039

P51560

Q8VVI2

Q97480

QYX7X3

QICIV9

yceG

QSEVP6

Q939Q2
QY9RS1

Q8NV49

MW2275

AAP25000

P96812

086514
Q8KUES

BAC68590

QIRK21

Q93128

BAC69974

TER1_ECOLI

TER3_ECOLI

TER7_VIBAN

Q8VVI2

Q97480

regulator
Putative transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

Hypothetical protein yceG
hypothetical protein
transcription regulator (putative)

Transcriptional AcrR

family
transcriptional regulator AcrR family
transcription regulator (putative)

regulator

JadR*
Hypothetical protein SAV2354

MW2275 protein

hypothetical protein, similar to
transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

hypothetical protein

ORFID:MW2275~hypothetical
protein, similar to transcriptional
regulator (TetR/AcrR family)

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical 21.9 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv0135¢
transcriptional ~ regulator,  TetR

family
Putative transcriptional regulator
Transcriptional repressor

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Tetracycline repressor protein class
A from transposon 1721

Tetracycline repressor protein class
C

Tetracycline repressor protein class
G

TetR protein

Transcriptional repressor TetR
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MA-4680

Streptomyces coelicolor
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactobacillus plantarum
WCFS1

Mycoplasma penetrans
Mycoplasma penetrans
Lactobacillus plantarum
WCFS1

Streptomyces venezuelae
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus MW2
Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50
Staphylococcus aureus

subsp. aureus MW2
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus anthracis str. Ames

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptomyces coelicolor
Actinosynnema  pretiosum
subsp. auranticum
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Escherichia coli

Escherichia coli

Listonella anguillarum

Corynebacterium glu-
tamicum

Agrobacterium tumefaciens
str. C58



378

379

TQPSYWHK

TOQPTYWHK

Q939B1

Q939B5

QYX683

Q8L2K1

QYZH63

Q8GN25

Q8U893

CAC41337
CAC42502
CAD11598
AAM21660
AAN06706
AAO38185
CADS57191
AAG43219
15890777
17937894

Q939W4

P04483

P09164

P21337

P51561

P51562

Q939B1

Q939B5

QYX683

Q8L2K1

QYZH63

Q8GN25

Q8U893

CAC41337
CAC42502
CADI11598
AAM21660
AAN06706
AAO38185
CADS57191
AAG43219
tetR

Q939W4

TER2_ECOLI

TER4_ECOLI

TERS5_ECOLI

TER8_PASMU

TERS_PASPI

Tetracycline
protein TetR

resistance regulatory

Tetracycline resistance

protein TetR

regulatory

Tetracycline resistance repressor

TetR class A variant

Tetracycline repressor protein (Tet-
racycline resistance regulator pro-
tein)

Truncated tetracycline resistance

repressor protein

Transcriptional TetR

family

regulator,

Repressor protein
Repressor protein
Repressor
Tetracycline
protein
Tetracycline resistance repressor
TetR

Tetracycline resistance repressor
Tetracycline repressor protein

resistance  repressor

AGR_L 1301p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Tetracycline  repressor  protein
TetR(31)

Tetracycline repressor protein class
B from transposon Tn10

Tetracycline repressor protein class
D

Tetracycline repressor protein class
E

Tetracycline repressor protein class
H

Tetracycline repressor protein class
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Aeromonas salmonicida

Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida

Pseudomonas sp.

Shigella sonnei

Salmonella
DT104

typhimurium

Pseudomonas sp.

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimu-
rium

Salmonella enteritidis

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Shigella sonnei

Shigella sonnei
Acinetobacter baumannii
Aeromonas salmonicida
IncN plasmid R46
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Aeromonas salmonicida

Escherichia coli

Escherichia coli

Salmonella enterica subsp.

enterica serovar Ordonez

Escherichia coli

Pasteurella multocida

Photobacterium damselae
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380

382

383

384

385

386

387

TQPGYWHK

TOPSYWYK

VNPTYWHK

TQPAYHHK

TQPNYHHK

TOQPAYYHK

LAPAYWHK

MAPAYWYK

Q97358

QY3F26

Q934L0

QYZI84

QSLOM9

Q98455

CAC44637
BAA78834
BAB91577
18466622

Q9X545

Q9SINS

QUSIT4

13472079
Q928H4
Q8Y4H7
16804502

16801620
28377824

AAO80605
29375381
Q8ENL7
23099919

QYEWD6

BAC71091
29829922

AA080602

QuZ358

QY3F26

Q934L0

QZI84

QSLOM9

Q95455

CAC44637
BAA78834
BAB91577
tetR

Q9X545

QY9SINS

QUSIT4

Q928H4
Q8Y4H7

AAOB0605

QSENL7

QYEWD6

BAC71091

AAO080602

Tetracycline resistance repressor
protein (TET repressor protein)

Tet repressor

Tetracycline  repressor  protein
TetR(E)

Repressor protein

Putative  tetracycline  repressor
protein

TetR (Tetracycline repressor protein)

Tet repressor protein
Repressor of tet operon

TetR protein

tetracycline repressor protein

Tetracycline repressor protein TetR

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Probable  tetracycline  repressor
protein
probable tetracycline  repressor
protein

Hypothetical protein 1in2558
Hypothetical protein Imo2464
similar to transcription regulator

similar to transcription regulator
transcription regulator (putative)

Transcriptional — regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional

regulator,  TetR
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subsp. piscicida

Mannheimia haemolytica

Pasteurella multocida

Pasteurella acrogenes

Shigella flexneri 2a

Vibrio salmonicida

Proteus mirabilis

Neisseria meningitidis

Salmonella typhi

Shigella flexneri

Pasteurella aerogenes
Plasmid R100

Salmonella typhimurium
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Corynebacterium glu-
tamicum

Streptomyces coelicolor

Mesorhizobium loti

Mesorhizobium loti

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua
Lactobacillus
WCFSI1
Enterococcus faecalis

plantarum

Enterococcus faecalis V583
Oceanobacillus iheyensis

Oceanobacillus iheyensis
HTES31

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Enterococcus faecalis



388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

IQPAYKHK

TQPAYKHK

IQPAYRHR

VQPVYAHR

TQPVYSHK

TQPAYAYK

MKPVYQHK

MKPIYRHK

IKPVYEHK

VKPVYEHK

29375378
Q9CJ57
15672131

053310

15610296
15842737
27378018
Q8U899

15890783
17937888

Q97551
QYRDS4

BAC67914
BAC73436
29826745
29832267
Q9A3T4
16127348
QIKIL9
Q9CCHO

005858

QOFBIS
BAC70805
15610344
15827358
15842794
29829636
Q93H95
QOFCA3
BAC74838
29833669

P96381

15608159
15840447
Q8NRTO
Q9K3T5

QSFQT6

Q9CJs57
ybeD

053310

Q8U899

Q9Z551
QYRDS4

BAC67914

BAC73436

QYA3T4

QIKILY
Q9CCHO

005858

QYFBIS

BAC70805

QY3H95
QYFCA3

BAC74838

P96381

Q8NRTO
QYK3TS

Q8FQT6

family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcription regulator

Hypothetical 23.1 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3160c
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

AGR_L_1315p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional

regulator

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

F58r (Fragment)

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 25.2 kDa protein
(Transcriptional — regulator, TetR
family)

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

hypothetical protein Rv3208

putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative TetR-family transcriptional
regulator

TetR-family transcriptional regulator
protein

Putative transcriptional regulatory
protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 21.7 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv1019
transcriptional ~ regulator,  TetR

family
Transcriptional regulator

Putative TetR-family transcriptional

regulator
Putative transcription regulator
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Enterococcus faecalis V583

Lactococcus lactis  subsp.
lactis
Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CBI15
Streptomyces coelicolor
A3(2)

Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551
Streptomyces
MA-4680
Streptomyces avermitilis

avermitilis

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Corynebacterium glu-
tamicum

Streptomyces coelicolor

Corynebacterium efficiens
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398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

VKPIYEHK

IAPVYQHK

LKPVYDHR

LKPTYDHR

IRPVYDHK

VKPKYRHK

VKPTYRHA

LTPSYAHK

LKPSYAHK

IKPTYAHK
MAPSYKHR
MAPSYKHK
MTPSYKHQ
VPPAYKHN

TPPAYRYK

TPPAYRLK

LGPAYRHK

BAC71280
29830111
19552187
25027589
Q8G735
23465035
BAC68158
29826989
QII4B2
Q93086
15596423

16262572
Q8PKE7

21242963
QIRYK4
15807968
Q9CBQI

053295

15610187
15827931
15842616
Q92XY9
16263552
Q92DG8
Q8YS8P4
16802893
16799919
AAP28148
AAP11127
30264285
30022295
27382134
Q8NQX5
QYFBW1
QYRL5S
Q8zSI14
17158662
Q8PEV3
21244954
BAC68592
29827423

006169

BAC71280

Q8G735

BAC68158

QII4B2
Q93086

Q8PKE7

QYRYK4
DRA0308
QYCBQI

053295

Q92XY9

Q92DG8
Q8Y8P4

AAP28148

AAP11127

Q8NQX5
QYFBWI1
QIRL5S
Q8zS14

alr7526
Q8PEV3

BAC68592

006169

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional regulator

putative transcription regulator

Probable TetR-type transcriptional
regulator

probable TetR-type transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Probable transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

putative transcriptional regulator
Transcriptional regulator tetR family

transcriptional regulator tetR family

Transcriptional — regulator, TETR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 27.6 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3050c

putative TetR-family transcriptional
regulator
transcriptional
family
Putative transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
Hypothetical protein 1in0845
Hypothetical protein Imo0852

regulator,  TetR

similar to transcription regulator
TetR/AcrR family

similar to transcription regulator
TetR/AcrR family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein
Transcriptional regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Transcriptional regulatory protein

transcriptional regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 23.2 kDa
(Transcriptional

protein
regulator, TetR

152

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Bifidobacterium longum
Bifidobacterium longum
NCC2705

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Pseudomonas aeruginosa
Sinorhizobium meliloti

Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Sinorhizobium meliloti
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas  axonopodis

pv. citri str. 306
Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Corynebacterium glu-
tamicum

Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor

Nostoc sp. PCC 7120
Nostoc sp. PCC 7120

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri
Xanthomonas  axonopodis

pv. citri str. 306
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mycobacterium tuberculosis



415

416

417

418

419

420

VGPGYRHK

LGPAYRYR

TEAAYRHK

TEGAYRHK

TEAAYRYK

THSAYRHK

15609643
15842034
QIL078
BAC72991
29831822

QIKXSS8
AAP21651

BAC69176
29828007
P06969

QY3V18
QYKVD2

Q8ZL46
Q8Z2H4

Q8X580
Q8Y3E9

Q8ZIP6

QSFC86
Q8E9L9

Q8DDX7
AAP19065
AAO71268

16131512
15640244

15804182
15833770
16120399
16767017
16762577
17544750
22124015
24114910
24375735

26250287
27364277

28896954
29144066
30065083
Q9A771
16126098
P29280
Q9CLQY
16272893

15603020
27381351

Q9L078

BAC72991

QYKXS8
AAP21651

BAC69176

TTK_ECOLI

Qu3V18
QYKVD2

Q8ZL46
Q8Z2H4

Q8X580
Q8Y3E9

Q8ZIP6

QS8FC86
Q8E9L9

Q8DDX7
AAP19065
AAO71268
ttk

ttk

ttk

ttk

ttk
RSc0031
ttk

ttk

ttk

ttk
ttk

QYA771

TTK_HAEIN
QYCLQY
ttk

family)

hypothetical protein Rv2506
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative  tetR-family  regulatory

protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative regulatory protein

Shy4

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Ttk protein

Hypothetical 24.2 kDa protein

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
(TetR/ArcR family)

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcriptional regulator

Probable transcription  regulator
protein

TetR-family  regulatory  protein
(Putative transcriptional regulator)
Ttk protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional — regulator, TetR
family

Putative transcriptional regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative transcriptional regulator

putative transcriptional regulator
TetR-family regulatory protein
putative transcriptional regulator
(TetR/ArcR family)

putative TetR-family transcriptional
regulator

PROBABLE = TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Ttk protein
Transcriptional
family
transcriptional
family
putative TetR-family transcriptional
regulator

putative transcriptional regulator

regulator, TetR

regulator,  TetR

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Ttk protein homolog

Hypothetical protein PM1155
transcriptional regulator
unknown

transcriptional regulatory protein
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Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Streptomyces hygroscopicus
subsp. yingchengensis
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Escherichia coli

Shigella flexneri

Salmonella typhimurium
Vibrio cholerae

Salmonella typhimurium
Salmonella typhi

Escherichia coli O157:H7
Ralstonia solanacearum

Yersinia pestis

Escherichia coli O6
Shewanella oneidensis

Vibrio vulnificus
Shigella flexneri 2a str.

2457T
Salmonella typhi

Escherichia coli K12
Vibrio cholerae
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Yersinia pestis CO92
Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Ralstonia solanacearum

Yersinia pestis KIM
Shigella flexneri 2a str. 301
Shewanella oneidensis MR-1

Escherichia coli CFT073
Vibrio vulnificus CMCP6

Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Haemophilus influenzae
Pasteurella multocida
Haemophilus influenzae Rd
Pasteurella multocida
Bradyrhizobium japonicum
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421

422

423

424

425

426

427

428
429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

IEGAYRHK

TEGLFKHK

TEALFKHK

TEALFRYK

ISTAYMHK

VSSSYRHK

LARAYRHK

MAAAYRHK
FAAAYRHR

LHQAYRHR

LHTAYKHK

LHAAYKHK

LHAASRHK

FAPSYNHM

FSPSYNHM

FYPSYNHI

LPPSYNHL

LSPSYNHL

IGPSYNHL

TGPSYNHK

067927
15607114
Q8F6M1
24213982
27377970
QSEX89
24217386
Q9A905
16125441
087854

P95251

15609100
15841435

QYX7X6
27382272

Q9A5VS
16126578
QY7FG6

15896028
Q926U3

Q8Y3MI
16804851

16802006
BAC72796

29831627
Q9CI74
15672109
Q97TRY
15004732
AAO81799
29376575

034892
16078967

AAP28909
AAP11872

30265046
30023040

053789
15607821
15840084

Q95250

067927

acrR2

Q8F6M1

Q8EX89

QYA905

087854

P95251

QYX7X6

QYA5VS

QY7FG6

Q926U3
Q8Y3MI

BAC72796

Q9CJ74

ybdA

QY7TRY

AAO81799

034892
yobS

AAP28909
AAP11872

053789

Q95250

Transcriptional regulator
(TETR/ACRR family)
transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

Transcriptional ~ regulator,  tetR
family

transcriptional regulatory protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator

Hypothetical 44.3 kDa protein
(Transcriptional ~ regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv1963¢c
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative regulatory protein
transcriptional regulatory protein

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulators, AcrR
family
Transcriptional — regulators, AcrR
family

Hypothetical protein 1in2947
Hypothetical protein Imo2814
similar to transcriptional regulator

similar to transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcription regulator

transcription regulator

HTH transcriptional regulator TetR
family

HTH transcriptional regulator TetR
family
Transcriptional
family
transcriptional
family
Transcription regulator
yobS

regulator, TetR

regulator,  TetR

Transcriptional regulator, putative

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional regulator, putative
Transcriptional — regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator

(Transcriptional regulator, putative)
hypothetical protein Rv0681

transcriptional regulator, putative

Putative transcriptional regulator
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USDA 110
Aquifex aeolicus

Aquifex aeolicus VF5
Leptospira interrogans

Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Leptospira interrogans

Leptospira interrogans
serovar lai str. 56601
Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CB15

Streptomyces coelicolor

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces coelicolor
Bradyrhizobium  japonicum
USDA 110

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis V583
Bacillus subtilis
Bacillus  subtilis
subtilis str. 168

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579

subsp.

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces coelicolor



441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

MVTSYWYK

MVTSYWHR

MVMSYWHK

MPMSYWYK

MAMSYWYK

IPSSYWHK

VPSAYWHK

ITSSYWHK

VRSSYWYR

IRTSYWFR

VRTSYWFR

VKGPYWRR

ITGISHYK

BAC74310
29833141
21220197

Q11023

15608493
15840808
BAC74151
29832982
Q92SE9
15964204
Q9AJILS
052558
QIF0Y2

Q9ADN3

BAC71905
BAC76550
29830736

007229

15607443
15839687

QYFCMO

BAC68146
29826977
QY8CA4
13474363
Q92US8
Q8UCF0
15889802
16264759
17936418
26991435
Q930U4
16262553
P17446
Q8X6C3

QSFKI7
16128298

15800035

BAC74310

SCO1702

YD53 MYCTU

BAC74151

Q92SE9

QOAILS
052558
QYFOY?2

Q9ADN3

BAC71905

BAC76550

007229

Q9FCMO

BAC68146

QY8CA4
Q92US8

Q8UCFO0

Q930U4

BETI_ECOLI
Q8X6C3

QSFKI7
betl

betl

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

putative transcriptional regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor Rv1353c

hypothetical protein Rv1353¢c

transcriptional regulator, TetR/AcrR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein R00451

HYPOTHETICAL PROTEIN
VarR

Repressor
Pip

Putative tetR family transcriptional
regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR family receptor pro-
tein

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative regulatory protein
MTCY63.07 (Transcriptional regula-
tor, TetR family)

hypothetical protein Rv0302
transcriptional TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

regulator,

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein ml15233
unknown protein
Putative transcriptional
TetR family protein
Transcriptional ~ regulator,
family

AGR_C_4609p

regulator

TetR

putative  transcriptional
TetR family protein
transcriptional  regulator,
family
transcriptional
family
Hypothetical protein RA0100
hypothetical protein

Regulatory protein betl

Probably transcriptional repressor of
bet genes

Regulatory protein betl

probably transcriptional repressor of
bet genes

probably transcriptional repressor of

regulator
TetR

regulator,  TetR
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Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti
Streptomyces virginiae

Amycolatopsis mediterranei
Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis
Streptomyces rochei
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Sinorhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Pseudomonas putida
KT2440

Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Escherichia coli

Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O6
Escherichia coli K12

Escherichia coli O157:H7
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454

455

456
457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

ITGINHYK

INGISHYK

VAGISHYK
VSGINHYK

LTGLTHYK

LAGLRHYK

VAGLRHYK

ISGARHYR

VVGLNHHK

IVGLSHHK

MRGINFHK

VRGMNYHK

LRGLSYYK

LKGILHYK

TKGLFHYK

TKGLFYYK

TKRLFYYK

MPALHHYK

VPALHHYK

15829613

26246331
28900969

Q9HTJO
Q8ZGV8

15600567

16121463
28867670

QYL4K2
Q8D3K4
27368025
QYF3N6
Q98CC7
13474340
Q92861
15964318
QYRVM4
15806026
Q9HUII
15600177
26990438
QUSFP9
13473165
BAC68141
29826972
QYK3P4
BAC69213
29828044

Q92YD5
QSUDR2

16263402
15889345

17935944
Q92A46
Q8YSU3
Q9X0CO
15643788
16804001
16801142
28377103

Q8DUBS
24379466

27382028

069786
15964703

Q8YFY3
QYX8G9

Q8G127

betl
QYHTIO
Q8ZGV8
betl

betl
betl

QYL4K2
Q8D3K4

QYF3N6
Q98CC7

Q92861

QYRVM4
DR1003
QYHUII

Q98FP9Y

BAC68141

Q9K3P4

BAC69213

Q92YD5
QSUDR2

betl
Q92A46

Q8Y5U3
QYX0CO

Q8DUBS

BETI_RHIME
betl

Q8YFY3
QYX8GY

Q8G1Z7

bet genes

probably transcriptional repressor of
bet genes

Regulatory protein betl
putative  transcriptional
Betl

Transcriptional regulator Betl
TetR-family regulatory protein

regulator

transcriptional regulator Betl

TetR-family regulatory protein
regulatory protein Betl

Betl protein

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Putative  transcription
protein

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

regulator

transcriptional TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

putative transcriptional regulator
AGR_C 3729

regulator,

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical protein 1in2076
Hypothetical protein Imo1962
Transcriptional — regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

similar to transcription regulators
(TetR family)

similar to transcription regulators
(TetR family)

transcription regulator (putative)

Putative transcription regulator
putative transcription regulator

transcriptional regulatory protein
Regulatory protein betl
TRANSCRIPTION REGULATOR
PROTEIN

Regulatory protein BETI

Putative transcriptional regulator

Transcriptional regulator Betl
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EDL933
Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli CFT073
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Pseudomonas aeruginosa
Yersinia pestis

Pseudomonas
PAOL1
Yersinia pestis CO92
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Halomonas elongata

Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus CMCP6
Streptomyces coelicolor

aeruginosa

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti
Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Pseudomonas putida
KT2440

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Sinorhizobium meliloti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Sinorhizobium meliloti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Thermotoga maritima

Thermotoga maritima
Listeria

EGD-e
Listeria innocua

monocytogenes

Lactobacillus
WCEFSI
Streptococcus mutans
Streptococcus
UA159
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti

plantarum

mutans

Brucella melitensis
Streptomyces coelicolor

Brucella melitensis biovar



473

474

475

476

477
478

479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

MSALHHYK

MAALHHYK

IAALHHYK

VSALHHYK

MKPLYHYK
IRPLYHYK

IRALYHYK

VRSLYHYK

IRGLYHYK

IQGLYHYK

VKQLYHYK
MKSLQHYK

MKSRYHYK

LGSQYHYK
EPSQYHYK

VKRMYYYK

17987662
23501443
Q985M2

13476325
Q8UHS57

15888168
17934736

033187

15608823
15841142
BAC72427
29831258

QYFA56
QYKZ14

BAC73697
29832528

Q49662
Q9CCL4

P96900

15610431
15827303
15842886
Q8G6X9
23465091
Q9RD77
BAC75138
29833969
QS8TTR2
20089261
27379320
28379749
Q8XS68
17548834
BAC76583
QIRJT10
QOI6P5
QY2XC6
Q8XQI1
BAC69489

15595440

betl
Q985M2

Q8UHS7

033187

BAC72427

QIFAS56
QYKZ14

BAC73697

Q49662
Q9CCL4

P96900

Q8G6X9

Q9RD77

BAC75138

Q8TTR2

Q8XS68
RSp0613
BAC76583
QIRJ10
QOI6P5
Q92XC6
Q8XQ91

BAC69489

REGULATORY PROTEIN BETI
transcriptional regulator Betl
Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Transcriptional  regulator,  TetR
family

AGR_C _1514p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical 22.3 kDa protein
(Transcriptional — regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv1685c
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative regulator (Fragment)
Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

B1308_C2 181

Putative TetR-family transcriptional

regulator
Hypothetical 24.8 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3295

putative TetR-family transcriptional
regulator
transcriptional
family
Possible TetR-type transcriptional
regulator

possible TetR-type transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional

regulator,  TetR

regulator

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein
transcription regulator (putative)

Probable
protein
PROBABLE = TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

Putative TetR family receptor pro-
tein

Putative transcriptional regulatory
protein

Probable transcriptional regulator
Hypothetical transcriptional regula-
tor protein SMb20033

transcription  regulator

Putative  transcription  regulator
transcription regulator protein
Putative TetR-family transcriptional
regulator

probable transcriptional regulator
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Suis

Brucella melitensis 16M
Brucella suis 1330
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Azoarcus evansii
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680
Mycobacterium leprae

Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium
NCC2705
Streptomyces coelicolor

longum

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina acetivorans
C2A

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Lactobacillus
WCFSI1
Ralstonia solanacearum

plantarum

Ralstonia solanacearum
Streptomyces rochei
Streptomyces coelicolor
Pseudomonas aeruginosa
Sinorhizobium meliloti
Ralstonia solanacearum
Streptomyces avermitilis

Pseudomonas aeruginosa
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489

490

491

492

493

494

495

496

497

498
499
500
501

502

503

IKRMYYYK

VERMYYYK

VKRMYHYK

IKRMYHYK

IDRMYYYK

LKRMHYHK

LKRMHYYK

IIRMYHYK

LDRMLYYK

LQGMHYFK
LQSLHHFK
TEASFKRK
TEATFKKK

TEATFRNK

TEVTFRCK

26990239
16263784
29828320

17549614

27381933
28869545
Q8U7B9
15890456
17938219
Q8YON6
17545726
Q92YT3
Q2T62
16263233
15963871
QSUBALI
15891811
17936826
26990654
Q8NN32
19553580

QSEN60
25028843

Q9A556
16126845
QYA4F8
BAC71472
16127108
29830303
Q93L29
Q9RCV4
Q97601
Q927F2
Q8Y3Y9
16804727
16801897

034643
16080573

Q8RCU4

20806833

RSp1395

Q8U7B9

Q8YONG
RSc1007
QY2YT3

Q92T62

QSUBAI

Q8NN32

QS8FN60

Q9A556

QI9A4F8

BAC71472

Q93L29
QYRCV4
Q9601
QY27F2

Q8Y3Y9

034643
yvkB

Q8RCU4

AcrR2

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

hypothetical transcriptional regulator
protein

putative TetR-family transcriptional
regulator

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional regulatory protein
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_L_676p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcription regulator
protein

PROBABLE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

Putative TetR/AcrR-family tran-
scriptional regulator

Putative  transcription  regulator
protein

putative TetR/AcrR-family transcrip-
tional regulator

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Transcriptional — regulator,  TetR
family

AGR_L_1690GMp

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative transcription regulator
putative transcription regulator

Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcription factor
Putative TetR-family regulator
RegN

Hypothetical protein 1in2837

Hypothetical protein 1mo2690

similar to transcription regulator,
TetR family

similar to transcription regulator,
TetR family

YVKB

similar to transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional regulator

Transcriptional regulator
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PAOI1

Pseudomonas

KT2440
Sinorhizobium meliloti

putida

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Ralstonia solanacearum

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Pseudomonas putida
KT2440

Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium glu-

tamicum ATCC 13032
Corynebacterium efficiens
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Caulobacter vibrioides

Streptomyces avermitilis

Caulobacter crescentus
CBI15

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Burkholderia cepacia
Streptomyces coelicolor
Nostoc punctiforme
Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria

EGD-e
Listeria innocua

monocytogenes

Bacillus subtilis

Bacillus  subtilis  subsp.
subtilis str. 168
Thermoanaerobacter  teng-
congensis
Thermoanaerobacter ~ teng-



504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

TEVTFRKK

VERTFRKK

TEGTFRYK

TEGTFRHK

TEGTFTYK

TEGTFKRK

TEGTYRRK

TEKTFRHK

TTGTFHHK

TEGTFHNK

TDGTFSHK

TTGTYAYK

TVGTYAYK

TTGTENYK

027815
15679775
Q9CIW9

15672219

P73186
QY7E45

Q8ZR43
Q8Z8M3

AAP26397
AAO69889
AAP09441

16329804
15896516

16763957
16759540
30262534
29142687
30020609
Q92D91
Q8YVN3
Q8YSH7
16802966
16799997
17229433
Q9PA05
15839304
QY9RWD4
15805761
28379259
Q9KBG3
15614528
Q8EB50
24375182
28377199
28900148
Q97N19
15893317
Q8DWDO
24378652
Q8TTSI
QS8TTQS

Q8PWH3

027815

Q9CIW9
ycdF

P73186
QY7E4S5

Q8ZR43
Q8Z8M3

AAP26397
AAO69889

AAP09441

Q92D91
Q8YVN3
Q8Y8H7

QYPAO5
QIRWD4

DRO0735

QYKBG3

BH1965

Q8EB50

Q97N19

Q8DWDO0

Q8TTS1

QS8TTQ8

QSPWH3

Conserved protein
conserved protein
Transcriptional regulator
transcription regulator

Hypothetical protein s111286
Transcriptional — regulator,
family

Putative regulatory protein
Putative tetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional
family
Putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional
family

unknown protein
Transcriptional
family

putative regulatory protein

AcrR

regulator,  TetR

regulator,  TetR

regulator,  AcrR

putative tetR-family transcriptional
regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Hypothetical protein 1in0926
Transcriptional regulator
Hypothetical protein 1mo0926
similar to transcription regulator
(TetR/AcrR family)
similar to transcription
(TetR/AcrR family)
transcriptional regulator
Hypothetical protein X{2715
conserved hypothetical protein

regulator

Transcriptional regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcription regulator (putative)
Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcription regulator (putative)

transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator, AcrR
family

Transcriptional — regulator, ~AcrR
family

Putative transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

putative  transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

159

Capitulo 2

congensis

Methanothermobacter  ther-
mautotrophicus str. Delta H
Methanothermobacter  ther-
mautotrophicus str. Delta H

Lactococcus lactis  subsp.
lactis
Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Synechocystis sp. PCC 6803
Clostridium acetobutylicum

Salmonella typhimurium
Salmonella typhi

Bacillus anthracis str. Ames
Salmonella typhi
Bacillus cereus ATCC 14579

Synechocystis sp. PCC 6803
Clostridium acetobutylicum

Salmonella
LT2
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Bacillus anthracis str. Ames

typhimurium

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Bacillus cereus ATCC 14579

Listeria innocua

Nostoc sp. PCC 7120
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua

Nostoc sp. PCC 7120
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa 9a5c
Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans
Lactobacillus

WCFSI1
Bacillus halodurans

plantarum

Bacillus halodurans
Shewanella oneidensis

Shewanella oneidensis MR-1

Lactobacillus plantarum
WCFS1

Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Streptococcus mutans

Streptococcus mutans

UA159
Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina mazei



Capitulo 2

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

TTGTFLYK

ARGTFENYK

TPGTYQFK

THGTFAHQ

TQATYKYK

TOQATFKYK

TOQSNYLYK

LKATHRFR

MRATHRHR

MRATHRQR

LSATHRHR

MVATHRYR

MIATHRYR

MVATFRYK

MRATYRYR

VRATYRYQ

IRATYRYQ

20089252
20089265
21227716
BAC68912
29827743
QIRUM4
15806419
BAC73045
29831876
Q97G98
15895736
QSETAS
QSE1U3
22536442
25010324

Q8DWA40
24378746

28379503
P32265

AAO047352
15599796

26989539

Q936C8
QIF147

QYLIB3
BAC74492
29833323
QYADD9
QYKB32
15614666
AAP08788
30019956
QS8ETD3
23097783
Q11063
15608395
15840701
Q98GC7
13472936
Q8ZAG2

16123975

BAC68912

QYRUI4
DR1402

BAC73045

Q97G98

QSE7AS

QSEIU3

Q8DW40

NFXB_PSEAE

AAO047352
nfxB

nfxB

Q936C8
QIYF147

QILIB3

BAC74492

Q9ADD9

Q9KB32

BH2103

AAPO8788

QSETD3

YC55 MYCTU

QI98GC7

Q8ZAG2

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional — repressor, TETR
family

transcriptional ~ repressor,  TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator, TetR/AcrR
family

Transcriptional regulator, TetR/AcrR
family

Hypothetical protein

Transcriptional TetR
family
transcriptional
family
unknown

regulator,

regulator,  TetR

Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

transcription regulator (putative)

Transcriptional
nfxB

Truncated NfxB
transcriptional regulator NfxB

regulatory protein

transcriptional regulator NfxB

Repressor protein
PqrA

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein BH2103

BH2103~unknown conserved pro-
tein in others

Transcriptional ~— regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
(TetR/ActR family)

transcriptional regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor Rv1255¢
hypothetical protein Rv1255¢

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative  TetR-family regulatory

protein (Transcriptional regulator)
putative  TetR-family regulatory
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Methanosarcina acetivorans
C2A
Methanosarcina acetivorans
C2A
Methanosarcina mazei Goel

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Streptococcus agalactiae
serogroup III

Streptococcus agalactiae
serogroup V

Streptococcus agalactiae
2603V/R

Streptococcus agalactiae
NEM316

Streptococcus mutans
Streptococcus mutans
UAI159

Lactobacillus plantarum
WCFS1

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAOI1

Pseudomonas putida
KT2440

Streptomyces clavuligerus
Streptomyces coelicolor
A3(2)

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Streptomyces coelicolor
Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus cereus ATCC 14579
Oceanobacillus iheyensis
Oceanobacillus

HTES31
Mycobacterium tuberculosis

iheyensis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti

Yersinia pestis

Yersinia pestis CO92



535

536
537
538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

MSATYRFQ

LIATYRRR
MVATYRRR
MVATYRNR

LRATYRNR

LNATYRNR

LNATYRHR

LSGTYRNR

LOGTYRNR

LLATLRHR

VKATYRRK

IKATYRRK

IKATYKRK

MKATYRRK

IRATYRRK

MKSTYRQK

22124305
Q9X546

Q8KRUI
QIWX19
Q8NQ14
19552852
Q8PPS81
Q8P335
21230229
21241577
QIKYT9
BAC71411

29830242

QYF2L2

QORJLS
Q9EWZI
BAC69252
29828083
BAC68379
BAC68385
29827210
29827216
Q10774
15608694
15841023
Q8CMNS8
27469328
AAP28418
AAP11410
30264555
30022578
BAC73657
29832488

033179

15608914
15841245

QYXAN6
BAC69422

Q9X546

Q8KRUI
QIWXI19
Q8NQ14

Q8PP81

Q8P335

QYKYT9

BAC71411

QYF2L2

Q9RIL5

Q9EWZ1

BAC69252

BAC68379

BAC68385

YF56 MYCTU

Q8CMNS

AAP28418

AAP11410

BAC73657

033179

QYXAN6
BAC69422

protein

transcriptional regulator
Tetracycline repressor protein ho-

molog Trh

PauB

Putative transcriptional regulator
Transcriptional regulator

transcriptional regulator

Transcriptional regulator tetR/acrR

family

Transcriptional regulator tetR/acrR

family

transcriptional regulator tetR/acrR

family

transcriptional regulator tetR/acrR

family

Putative tetR-family
regulator (Fragment)
Putative TetR-family
regulator

putative TetR-family
regulator

Putative tetR family
regulatory protein

Putative tetR family
regulator
Putative tetR-family
regulator
Putative TetR-family
regulator
putative TetR-family
regulator
Putative TetR-family
regulator
Putative TetR-family
regulator
putative TetR-family
regulator
putative TetR-family
regulator

transcriptional
transcriptional
transcriptional

transcriptional

transcriptional
transcriptional
transcriptional
transcriptional
transcriptional
transcriptional
transcriptional

transcriptional

Hypothetical transcriptional regula-

tor Rv1556

hypothetical protein Rv1556
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator ~ AcrR
family

transcriptional regulator AcrR family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 20.3 kDa protein
(Transcriptional — regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv1776¢
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator

Putative TetR-family
regulator
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Yersinia pestis KIM
Corynebacterium
tamicum

glu-

Pseudonocardia autotrophica
Streptomyces coelicolor

Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680

Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus  epidermidis
ATCC 12228
Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
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551

552

553

554

555

556

557

558

559

560
561

562

563

564
565

566

MKATYRQK

MPATYRRK
FKAAYRRK

MKAAYRRK

LKSAYRRK

IKTAYRRK

MKNAYRRK

IKGSYRRK

VKGGYRRR

LKSTYRRK
LKTTYRRK

IKTTYRRA

IKTTYRRR

LKTTYRRP
VRTTYRRV

LKTTYRRV

29828253
QYRKCO
BAC71331
29830162
QIF3C3
P72185
Q54288
050423

Q8CJQ4
AA065329

BAC70165
15608307
15840610
29828996
053317
15610303
15842744
QYEWI0
BAC72794
29831625
Q97DF9
15896755
QYRMY4
AAP27253
AAP08792
30263390
30019960
27376455
032899
Q9L2A4
BAC70542
29829373
Q8G725
23465045
AAN37481

054180
Q8GGM1

QYRKMS

BAC72242

29831073

QYRKCO

BAC71331

QYF3C3
P72185

Q54288
050423

Q8CJQ4
AA065329

BAC70165

053317

Q9EWIO

BAC72794

QY7DF9

QYRMY4
AAP27253

AAP08792

032899
QYL2A4
BAC70542

Q8G725

AAN37481

054180
Q8GGM1

QYRKMS

BAC72242

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Repressor protein (HEMR protein)
Regulator of antibiotic
complexes
Transcriptional regulator (Transcrip-
tional regulator, TetR family)
Transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator

transport

Putative TetR-family transcriptional
regulator
hypothetical protein Rv1167¢c

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative regulatory protein (Tran-
scriptional regulator, TetR family)
hypothetical protein Rv3167¢c
transcriptional TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulator (Fragment)

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional

regulator,

regulator

Transcriptional — regulators, AcrR
family

Transcriptional —regulators, AcrR
family

PX02-48 (Transcriptional regulator,
TetR family)

Transcriptional  regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Hypothetical 8.7 kDa protein
Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Possible TetR-type transcriptional
regulator

possible TetR-type
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcriptional regulator
Putative tetR-family transcriptional
regulartory

Probable tetR family transcriptional
regulator

transcriptional

Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
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Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Streptomyces coelicolor

Propionibacterium freuden-
reichii
Streptomyces hygroscopicus

Mycobacterium tuberculosis

Streptomyces coelicolor
Streptomyces murayamaen-
sis

Streptomyces avermitilis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Streptomyces
MA-4680
Mycobacterium tuberculosis

avermitilis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum
Bacillus anthracis

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Mycobacterium leprae
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Bifidobacterium longum

Bifidobacterium
NCC2705
Arthrobacter sp. BP2

longum

Streptomyces coelicolor
Streptomyces atroolivaceus

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis



567

568

569
570

571

572

573

574

575

576

571

578

579

580
581

582

583

584

585

586

587

MRMTYRRV
MRVTYRRK

MQGTYRRK
MVGTYRRK

MKHTYRRR

MKGTFRRR

LRPTYRRT

VRPTYRRK
LKPTYSRK
MPPVYRRR
FKPVYRRP
VETSYRRR
VRTQYRQK

VDSSYRRL
LSSTYRRL

IATTYRRL
VPSTYRRL

IKPTYRWK

IKRTYRWK

IKQTYRWK

VKATYKWK

QIYRJI6
Q9L240

005388
QYKYF2

BAC71822
29830653
Q92XG4
16263743
P95103
Q9RD23
BAC74757
15610192
15842622
29833588
Q10528
15609387
15841743
Q8KQMO
27379796
QYRJIX7
28379515
QORJIBS
28379741

QYRL21
QYEX36

BAC76557
28870331

Q51730
Q9S615

QYRF02
Q98G69

13472994
Q8z817
17158659
QYRKPS
BAC73632
29832463
Q97DI6

P96676
AAP27079

AAP10105

16077599

QIYRJI6
Q9L240

005388
QYKYF2

BAC71822

Q92XG4

P95103

QYRD23

BAC74757

YM50 MYCTU

Q8KQMO

QIRIX7

QIRJBS

QYRL21
QYEX36

BAC76557

Q51730
QIS6I5

QYRF02
Q98G69

Q8Z817
all7523
QYRKPS

BAC73632

Q97DIJ6

P96676
AAP27079

AAP10105

ydeS

regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

20 kDa polypeptide

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein RA1290

hypothetical protein

Hypothetical 22.1 kDa protein
(Transcriptional — regulator, TetR
family)

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator
hypothetical protein Rv3055

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor Rv2250c

hypothetical protein Rv2250c
transcriptional TetR
family

ORFE

regulator,

transcriptional regulatory protein

Putative tetR-family transcriptional
regulator
transcription regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator
transcription regulator (putative)

Putative transcriptional regulator
Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR family receptor pro-
tein

transcriptional regulator, putative

PhIF
Transcriptional
PhIF

PhIF
Transcription regulator TetR/AcrR
family homolog, YdeS

transcription regulator TetR/AcrR
family homolog ydeS

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional
family

YDES protein
Transcriptional
family
Transcriptional
family

similar to transcriptional regulator

regulatory protein

regulator, AcrR

regulator, TetR

regulator,  TetR
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MA-4680
Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor

Bacillus licheniformis
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti
Mycobacterium tuberculosis

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Streptomyces
MA-4680
Mycobacterium tuberculosis

avermitilis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Saccharopolyspora erythraea

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Streptomyces coelicolor

Lactobacillus
WCFS1
Streptomyces coelicolor

plantarum

Lactobacillus
WCEFS1

Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

plantarum

Streptomyces rochei

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens
Mesorhizobium loti

Mesorhizobium loti

Nostoc sp. PCC 7120
Nostoc sp. PCC 7120
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Clostridium acetobutylicum

Bacillus subtilis
Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
subtilis

Bacillus subsp.
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588

589
590

591

592

593

594

595

596

597

598

IKMTYKWR

FKTTYKWK
MKETYKWR

TKESYKWR

LKSSYIFK

IKSSYSFK

VKAYYRFK

VKAYYKFK

MKASYKLK

IKASYSLK

VKRSYQLK

15896718
30263216
30021273
27376574
QYRK47
Q98KM6
13471436
Q8UDUY
Q92NV1
Q8YI22
Q8FZU0
15965822
15889308
17935906
17986906

23502252

QYZN97

Q8TQQ3
20090346

QI9PBQS
15838676
Q9A7D7
Q8XUIL
Q8PQ9I
Q8PDCO
16126030
26990018
17547926
21229897
21241210
28868050

P94423

16077453
Q8NLKI

QSFLS2
19554126

25029344
BAC67852

29826683

QYRKA47
QY8KM6

Q8UDU9
QY2NV1
Q8YI22

Q8FZU0

Q9ZN97

Q8TQQ3
tetR

QYPBQ5

QYA7D7
Q8XUII
Q8PQII
Q8PDCO

RSc3207
ameR

ameR

P94423

yenC
QS8NLK1

QSFLS2

BAC67852

(TetR/AcrR family)

Transcriptional ~ regulator, AcrR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Putative transcriptional regulator
Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Putative  transcription  regulator
protein

Transcriptional — regulator, TETR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

AGR_C _3662p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

TRANSCRIPTIONAL REGULA-
TOR, TETR FAMILY
transcriptional ~ regulator,
family

HOMOLOGUE of ACRR potential
operon repressor of ESCHERICHIA
COLI (ACRR potential operon
repressor homolog)

Transcription regulation protein
transcription regulation protein

TetR

Transcriptional ~ regulator  (AcrR
family)
transcriptional ~ regulator  (AcrR
family)
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Putative  transcription  regulator
protein
Transcriptional regulator tetR/acrR
family

Transcriptional regulator tetR/acrR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulator, tetR family
PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional regulator tetR/acrR
family

transcriptional regulator tetR/acrR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

DNA for 25-36 DEGREE region
containing the AMYE-SRFA region,
complete CDS

similar to transcriptional regulator
(TetR/ActR family)

Transcriptional regulator

Putative transcription regulator
transcriptional regulator

putative transcription regulator
Putative TetR-family transcriptional

regulator
putative TetR-family transcriptional
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subtilis str. 168
Clostridium acetobutylicum

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Streptomyces coelicolor
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Sinorhizobium meliloti

Brucella melitensis

Brucella melitensis biovar

Suis

Sinorhizobium meliloti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Brucella melitensis 16M
Brucella suis 1330

Escherichia coli

Methanosarcina acetivorans
Methanosarcina acetivorans
C2A

Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa 9a5c

Caulobacter vibrioides

Ralstonia solanacearum

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Caulobacter crescentus
CBI15

Pseudomonas putida
KT2440

Ralstonia solanacearum

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000

Bacillus subtilis

Bacillus  subtilis  subsp.
subtilis str. 168
Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium efficiens
Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis



599

600

601

602
603
604

605

606

607

608

609

610

611

612

613
614

615

616

617

618
619

620

MKRTYKLK
MKRTYEVK
IKTTYKLK

TKQTYRLK
ITKTYRLK
TTKTYRLK

TKATYACK

MKILYRLR

LSSAYRYR

LANAYGYR

LVQAYHYR

LTTTYSFK

LTTAYSLK

VPATYTYK

IPATYVYK
IPATYIYK

MPATYVYK

MPGTYIYK

MPASYVYT

MPATYRYV
VPATYQYV

APSTYRYM

29347374
29348098
27380850
QYF6WO
QOKIHS
27383068
Q8XSM4
17548664
QYA825
16125786
Q50617
BAC69178
15608953
15841286
29828009
BAC69069
29827900
QIKYZ0

Q8KU49
AA080430

29375206
BAC67855
29826686
P71822
15607907
15840182

Q8VUAS
QY7LU7

15893748
Q8YW94
17229213
QYCLS4
15603000
Q93IG8
BAC73472
29832303

054171
QIF367

BAC71530
29830361

QYF3P2

QYF6WO
QYKIH5

Q8XSM4
RSp0443

QYA825

Y116 MYCTU

BAC69178

BAC69069

QIKYZ0

Q8KU49
AA080430

BAC67855

Y767 MYCTU

Q8VUAS
QY7LU7

Q8YW94
QYCLS4

Q93JG8

BAC73472

054171
QIF367

BAC71530

QYF3P2

regulator
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
transcriptional regulatory protein
CasR

Putative regulator
transcriptional regulatory protein

Probable transcription  regulator
protein

PROBABLE = TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical transcriptional regula-
tor Rv1816

Putative TetR-family transcriptional
regulator

hypothetical protein Rv1816

hypothetical protein

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator
EF0113
Transcriptional
family
transcriptional
family
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor Rv0767c

hypothetical protein Rv0767¢c

regulator,  TetR

regulator,  TetR

transcriptional TetR
family

Putative transcriptional regulator

regulator,

Transcriptional ~ regulator, AcrR
family
Transcriptional — regulator, AcrR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Hypothetical protein PM1135
unknown

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein SCO5942
Putative tetR-family transcriptional
regulatory protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator
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MA-4680

Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482

Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Rhizobium etli

Rhizobium etli
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum
Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CBI5

Mycobacterium tuberculosis
Streptomyces avermitilis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis V583
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Lactococcus lactis
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Nostoc sp. PCC 7120
Nostoc sp. PCC 7120
Pasteurella multocida
Pasteurella multocida
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
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621

622

623

624

625

626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

640

VPRTENYK

IPATENYK

IPSTFRYK

VPSTLRYR

IPAMIRYK

IPSMMRYK

LPATLLYK

VPANYRFK

VPANYRFR

IPANFKHK

VPMRYGFK

VPANYNYI
IPQSYNYL
ISATYNYL

ITATYNYL

IPSSYHFV

MTMSYYYK

MTMSYNYK

MTMSYRYK

IPMSYSYK

Q8KNI9

QYK7M9
15615894

AAO65794
BAC71001
29829832
QYEWH2
QI8FBS5
13473299
BAC68623
29827454
QS8KYRO

Q986M1
Q92WK6

Q8UIU2

13476076
16264081

17938967
27377535
27382135

QYF8V9

15889808
17936424

Q9F3D3

QOWX68
28377930
069405
Q8RI33
19705108
Q91617
15595491
26986985
28872423
QYAMHY
Q9S2B2
21220212

QYF2Y9

Q98GZ7

Q8KNI9

QYK7M9
BH3332

AAO065794

BAC71001

QYEWH2

QY8FB5

BAC68623

Q8KYRO

Q986M1
Q92WK6

Q8UIU2

QYF8V9

ameR

Q9F3D3

QIWX68

069405

Q8RI33

QII6J7

Q9AMH9
Q9S2B2
SCO1718

QIF2Y9

Q98GZ7

CalR1

Hypothetical protein BH3332
BH3332~unknown conserved pro-
tein in others

Putative monensin cluster negative
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative tetR-family transcriptional

regulator

Transcriptional — regulator  (TetR-
family)

transcriptional ~ regulator  (TetR-
family)

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family, (pXO1-34)

Transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional regulator

putative  transcriptional regulator
protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

transcriptional regulatory protein

TetR family bacterial regulatory
protein (Transcriptional regulator,
TetR family)

AGR_C 4617p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative  tetR-family  regulatory
protein

Hypothetical 29.9 kDa protein
(ORF265 protein)

transcription regulator (putative)

Putative transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative repressor simReg2 (Sim16)
Putative transcriptional regulator
putative regulator

Putative tetR family transcriptional
regulatory protein

Transcriptional regulator
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Micromonospora echinospo-
ra

Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Streptomyces cinnamonensis
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Bacillus anthracis

Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Agrobacterium
str. C58

tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Streptomyces coelicolor

Gluconacetobacter xylinus

Lactobacillus
WCESI
Eubacterium acidaminophi-
lum

plantarum

Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum
Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum ATCC
25586

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Streptomyces antibioticus

Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor

A3(2)
Streptomyces coelicolor

Mesorhizobium loti



641

642

643

644

645

646

647

648

649

IPVSYNYK

IPKSYHYK

VPMAYYYK

IQVTYNYK

IQVSYNYK

IQVTYNHK

VAASYNYK

VHTSYVYK

LPTSYRHV

13472716
Q8DTHS
24379772

QYRZ11

15807811
28901154
Q9KES6
15613565
Q92AU2
Q8Y6HO
16803756
16800894
AAP27405
AAP10525
30263542

30021693

086342
15607414

15839654

QYKBTS
QYK6J6

15614399
15616295

P27307

Q8XGD6

Q8X725
Q8ZA98

Q8FBY0
AAP18728

AAO71006

16131801
15804561

15834148
16124045

16767391
16762316
22124239
24115257
26250740
29143804

30064746

Q8DTHS

QYRZ11

DRAO0142

QIKES56
BH1002

Q92AU2
Q8YGHO

AAP27405

AAP10525

086342

QYKBTS
QIK6J6

BH1836
BH3733

YIIC_ECOLI

Q8XGD6

Q8X725
Q8ZA98

QS8FBY0
AAP18728

AAO71006

yijC
yijC

yijC
yijC
yijC
yijC
yijC

yijC

transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
(TetR family)

putative transcriptional regulator
(TetR family)

Transcriptional —regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

putative transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator  (TetR
family)

transcriptional ~ regulator  (TetR
family)

Hypothetical protein lin1827
Hypothetical protein Imo1716

similar to putative transcription
regulators

similar to putative transcription
regulators

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Hypothetical protein Rv0273¢
hypothetical protein Rv0273¢c

conserved hypothetical protein

Hypothetical protein BH1836
Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)
BH1836~unknown conserved pro-
tein

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

Hypothetical transcriptional regula-
tor yijC

Putative transcriptional repressor
(TetR/AcrR family) (Possible TetR-
family  trancriptional  regulatory
protein)

Orf, hypothetical protein
TetR-family transcriptional regula-
tory protein (Hypothetical protein)
Hypothetical protein yijC
Hypothetical protein yijC

Possible TetR-family trancriptional
regulatory protein

orf, hypothetical protein

orf, hypothetical protein

hypothetical protein

TetR-family transcriptional regula-
tory protein

putative  transcriptional repressor
(TetR/AcrR family)

possible TetR-family trancriptional
regulatory protein

hypothetical protein

orf, conserved hypothetical protein
Hypothetical protein yijC

possible TetR-family trancriptional
regulatory protein

hypothetical protein
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Mesorhizobium loti
Streptococcus mutans

Streptococcus mutans
UAI159
Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans

Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
EGD-e

Listeria innocua

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Bacillus halodurans
Bacillus halodurans
Escherichia coli

Shigella flexneri
Salmonella typhimurium

Salmonella typhi
Escherichia coli O157:H7
Yersinia pestis

Escherichia coli 06

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Salmonella typhi

Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Yersinia pestis CO92

Salmonella
LT2
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Yersinia pestis KIM

Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str.

typhimurium
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650

651

652

653

654

655

656

657

658
659

660
661

662

663

664

665
666

LPTSYRHM

LPTAYRHT

LPAGYRHM

LPTGYRHM

LATSYRHM

IPTSYQHK

LPNTYRHI

LPNAYRHR

MRTSYRHV
LPNSYRQM

MPPTYHHL
LPAAYHHK

MPMSYHHK

MPMAYKHK

MPSSYRHR

MPSSYSHR
MPRAYNHR

P44757
QYKVI2
QS8EK97
Q8DD45
16272513
15640183
24371798

27364585
28899715

086578
BAC70470

29829301

QYHUS3
15600083

26991539
28872022
QYCLYS
15603210
Q8G5U4
23465482

QII3H4
15596736

Q8XS82
AAM78000
17548820

QY37A9
QS8PFLY

Q8P436
21233303
21244680

Q51597
QYAG690

16126443
BAC68286
BAC68287
29827117
29827118
BAC68198
29827029
QYRWE9
15805746

QYEWKS
QSNMWS

YIIC_HAEIN
QYK VI2
QS8EK97

Q8DD45

086578
BAC70470

QYHUS3

QYCLYS

Q8G5U4

QII3H4

Q8XS82
AAM78000
RSp0599

QY37A9
QS8PFLY

Q8P436

Q51597
QYA690

BAC68286

BAC68287

BAC68198

Q9RWE9
DR0720

QYEWKS
QSNMWS

Hypothetical transcriptional regula-
tor HI0570

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional regulator
hypothetical protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein PA4890
conserved hypothetical protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical protein PM1345
unknown

Possible TetR-type transcriptional
regulator
possible
regulator
Hypothetical protein PA1539
hypothetical protein

TetR-type transcriptional

Putative
protein
Transcriptional regulator

transcription  regulator

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

Putative transcriptional regulator
Transcriptional regulator tetR family
Transcriptional regulator tetR family
transcriptional regulator tetR family

transcriptional regulator tetR family

CaM repressor

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional

regulator

Transcriptional — regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
Transcriptional regulator
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2457T
Haemophilus influenzae

Vibrio cholerae
Shewanella oneidensis

Vibrio vulnificus
Haemophilus influenzae Rd
Vibrio cholerae

Shewanella oneidensis MR-1

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAO1L

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas syringae pv.

tomato str. DC3000
Pasteurella multocida
Pasteurella multocida
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium
NCC2705
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Ralstonia solanacearum

longum

Streptomyces carzinostaticus
subsp. neocarzinostaticus
Ralstonia solanacearum

Pseudomonas sp. ADP

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306
Pseudomonas putida
Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Streptomyces coelicolor

Corynebacterium glu-
tamicum



667 AVGAFRHM

668 VPGAFRHR

669 LKTNLYYK

670 LKANLYYK

671 IKPNLYYK

672  VKPNLYYK

673 TKPNYYYK

674  YKPSYYYK

Q8FN10
23308939
25028894
Q10829

15610049
15842455

Q8GNI4
27381603

P75899

Q8ZQ38
Q8Z7N7
Q8X4Z27
AAP16527
AA069421
16128979
15801002

15830513
16764479

16759999

24112425
26247035

28868373
29142230
30062550

QII2N1
15597061

Q936K 1

QI8K52
Q8UCU9

QY2MZ5
Q8G2N8

13471610
15966205

15889655
17936266
23501187
QYA4NG

16127026

QII3K8
15596701

26990986
28870853

AAP09132

Q8FN10

YTI12_MYCTU

Q8GNI4

YCDC_ECOLI

Q8ZQ38
Q8Z7N7
Q8X4Z7
AAP16527
AA069421

yedC
yedC

yedC

yedC
yedC

yedC

QIYI2N1

Q936K1

QI8K52
Q8UCU9

Q92MZ5

Q8G2N8

Q9A4N6

QII3K8

AAP09132

Putative transcription regulator
transcriptional regulator
putative transcription regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor Rv2912¢

hypothetical protein Rv2912¢
transcriptional TetR
family

Putative transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

regulator,

Hypothetical transcriptional regula-
tor ycdC

Putative  transcriptional
(TetR/AcrR family)
Putative transcriptional regulator
Putative tet operon regulator
Putative tet operon regulator

repressor

Putative transcriptional regulator
putative tet operon regulator
putative tet operon regulator

putative tet operon regulator

putative  transcriptional repressor
(TetR/AcrR family)

putative transcriptional regulator

putative tet operon regulator
Hypothetical transcriptional regula-
tor yedC
transcriptional
family
putative transcriptional regulator

regulator,  TetR

putative tet operon regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Hypothetical transcriptional regula-
tor
Probable transcriptional regulator

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Putative  transcription  regulator
protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

probable transcriptional regulator

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

AGR_C 4325p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
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Corynebacterium efficiens

Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Bradyrhizobium japonicum
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Escherichia coli 06

Shigella flexneri
Salmonella typhimurium

Salmonella typhi
Escherichia coli O157:H7

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Salmonella typhi

Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAO1L

Rhizobium leguminosarum

Mesorhizobium loti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58
Sinorhizobium meliloti
Brucella melitensis biovar
Suis

Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Brucella suis 1330

Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CBI15

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOI1

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Bacillus cereus ATCC 14579
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675

676

677

678

679

680

681

682

683

684

685

686

687

MKANHYYK

MRSNHYYK

MSGHLYYK

MTGATYYK

VRPTYFYK

VQPSYLYK

MKPMYLYK

MKPLYLYK

MKPAYYYK

MRPAHYYK

MKPAYRYK

MRPAYLQK

MRPAYLIK

30020300

QII6WS
15595365

26987332
28867999

QoI681
15595633

086510
BAC70424

29829255
26989543

QYCDD3
Q49962

P96222

15610991

15826909
15827524

15843486
P96701
16077625

069500

053661
15607379
15828381
15839619
QYLOUS
BAC72528
29831359

Q8XXA3

QSTLTO

17546932

20091767
29346816
QSTLS7
20091770
QI8FCS
13473289
Q8U6D4
15890117

17938562

QII6W5

Q1681

086510
BAC70424

QYCDD3
Q49962

P96222

P96701
ydgC

069500

053661

QILOU5

BAC72528

Q8XXA3

QSTLTO

RSc2213

QS8TLS7

Q98FC5

Q8U6D4

Transcriptional TetR
family
Probable transcriptional regulator

probable transcriptional regulator

regulator,

transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
transcriptional
family
Putative transcriptional regulator

regulator,  TetR

U1756B  (Putative TETR-family
transcriptional regulator)
Hypothetical 23.7 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3855

putative transcriptional regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
transcriptional
family
YDGC protein

regulator,  TetR

similar to hypothetical proteins

Putative  transcriptional
(Possible TETR-family
tional regulator)

Putative regulatory protein (Tran-
scriptional regulator, TetR family)
hypothetical protein Rv0238

regulator
transcrip-

possible TetR-family transcriptional

regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative  tetR-family  regulatory
protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative  transcription  regulator
transcription regulator protein
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_L_32p

transcriptional ~ regulator,  TetR
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Bacillus cereus ATCC 14579

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Pseudomonas putida
KT2440

Mycobacterium leprae
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium leprae
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Bacillus subtilis

Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Mycobacterium leprae

subsp.

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv
Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Ralstonia solanacearum

Methanosarcina acetivorans

Ralstonia solanacearum

Methanosarcina acetivorans
C2A

Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482

Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina acetivorans
C2A

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)

Agrobacterium tumefaciens



688

689

690

691

692

693

694

695

696

MRPGYFLK

MRPTYTYT

MRPNYTYT

PRPNYTYT

VRPTYSYT

MRGGYLYT

VRSGYFYK

LAPTYAEK

VPPSYAAK

QYEX61

QYRZK1

10957425
QYRUKS
QYRRTY

15806396
15807386
QYRUK?2
15806401
QYRY76

15805115

031560
16077904

P95100

15610195
15842625
P75952
QB8ZQ04
Q8Z714

Q8X8G3
QSFINO

AAN42733
AAP16621

AA069332

16129074
15801228

15830743
16764568

16760088

24112516
26247255

29142141
30062644
P39334
Q8ZP73

Q8Z7A0
QSPNB2

Q8PBRI1
AAN45658

AA069209
16765017

QYEX61

QYRZK1

QYRUKS
QYRRTY
DR1379
DR2396
QYRUK2
DR1384
QYRY76
DR0074

031560
yfiR

P95100

YCFQ ECOLI
Q8ZQ04
Q8Z714

Q8X8G3
QSFINO

AAN42733
AAP16621

AA069332

ycfQ
ycfQ

yefQ

yefQ
yefQ

yefQ
YIGJ_ECOLI
Q8ZP73

Q8Z7A0
QSPNB2

Q8PBRI

AAN45658
AA069209

family
Putative tetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional —regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional —repressor, TETR
family

Transcriptional — repressor, TETR
family

transcriptional ~ repressor,  TetR
family

transcriptional ~ repressor,  TetR
family

Transcriptional — regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

YFIR protein

similar to hypothetical proteins
Hypothetical 23.8 kDa protein
(Transcriptional ~ regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv3058c
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical transcriptional regula-
tor ycfQ

Putative transcriptional repressor
(TetR/AcrR family)

Putative  TetR-family regulatory
protein

YcfQ protein

Hypothetical transcriptional regula-
tor ycfQ

YcfQ gene product

Hypothetical protein ycfQ

Putative
protein
orf, hypothetical protein

TetR-family  regulatory

hypothetical protein
putative  transcriptional
(TetR/ActR family)
putative  TetR-family
protein

ycfQ gene product
Hypothetical transcriptional regula-
tor ycfQ
putative
protein
hypothetical protein

repressor

regulatory

TetR-family  regulatory

Hypothetical transcriptional regula-
tor yjgJ

Putative bacterial regulatory helix-
turn-helix proteins, araC family
Putative transcriptional regulator
Hypothetical protein XAC1161

Hypothetical protein XCC1058
Orf, conserved hypothetical protein
Putative transcriptional regulator

putative bacterial regulatory helix-
turn-helix proteins, araC family
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str. C58 (U. Washington)
Streptomyces coelicolor

Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiodurans
Bacillus subtilis

Bacillus  subtilis

subtilis str. 168
Mycobacterium tuberculosis

subsp.

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Escherichia coli

Salmonella typhimurium
Salmonella typhi

Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli O6

Shigella flexneri

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Salmonella typhi

Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Escherichia coli

Salmonella typhimurium

Salmonella typhi
Xanthomonas
pv. citri
Xanthomonas campestris pv.
campestris

Shigella flexneri

Salmonella typhi

Salmonella typhimurium
LT2

axonopodis
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697

698

699

700

701

702

703
704

705
706

707

708
709

710

711

712

713

714

715

716

717

718

LPPSYAAK

IPPSYACK

IPPSYATK

LPPSYAVK
ISPSYAAK

LAPSYAAK

VAPSYAAK
LPPQYNAK

LRTSYAAK
LKPSYAAK

LRPSYGAK

IRSSYNTK
IRFSYNAK

IRFSYNSK

IRFSYNTK

LRQSYDTK
VRNSYKTK
MRASYATK
IRPSYRNK
VKPSYRSK

IRAAYRNK

IRNAYRNK

16760213
21230516
21241915

24115441
29142018

QYHZR6
Q8U5U6

15598127
16119523
27378984
QSUBEI

15891851
17936786
27381370
Q98ML2
13470746
QY2WA7
16264185
QK485

Q8K 79

13471583
QYKXTS
QS8EBL7

24375000
27382285
QYRBXS
QYKMO3
15601345
QSEGM2
24373148
Q8D6S7

27366885
28900907

031510
16077753

QIRIX0
QYL2D0

QYPQK1
13357850
QI8ER4
13473500
QY7RQS
Q8DQIS
15900638
15902697

Q99YH6

yigl

QYHZR6
Q8U5U6

Q8UBE1

Q9SML2

Q92WA7

QIK485
Q98K 79

QIKXTS
QSEBL7

QYRBXS8
QYKMO3

Q8EGM2

Q8D6S7

031510
yeeK

QYRIX0
QYL2D0

QYPQKI
QYSER4
QY7RQ5

Q8DQI5

Q99YH6

putative transcriptional regulator
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

orf, conserved hypothetical protein
putative transcriptional regulator

Probable transcriptional regulator
AGR_pAT 422p

probable transcriptional regulator
AGR_pAT 422p

transcriptional regulatory protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_L 3469p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
protein
putative transcriptional regulator
protein

Putative tetR-family protein
Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional
family
transcriptional regulatory protein

regulator,  TetR

Hypothetical 24.1 kDa protein
Hypothetical protein VCA0586
conserved hypothetical protein
Transcriptional  regulator,  TetR
family

transcriptional
family
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
putative TetR-family

regulator,  TetR

YEEK protein
similar to hypothetical proteins

Putative membrane protein

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein UU290

unique hypothetical

Transcriptional regulatory protein
transcriptional regulatory protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Conserved hypothetical protein
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Conserved hypothetical protein

Putative transcription regulator, TetR
family
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Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306

Shigella flexneri 2a str. 301
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Pseudomonas aeruginosa
Agrobacterium tumefaciens
str. C58
Pseudomonas
PAOL1
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti

aeruginosa

Sinorhizobium meliloti

Streptomyces coelicolor
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces coelicolor
Shewanella oneidensis

Shewanella oneidensis MR-1

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Vogesella indigofera

Vibrio cholerae

Vibrio cholerae

Shewanella oneidensis

Shewanella oneidensis MR-1

Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Bacillus subtilis
Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

subsp.

Ureaplasma parvum
Ureaplasma urealyticum
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus  pneumoniae
R6

Streptococcus  pneumoniae
TIGR4

Streptococcus  pneumoniae
R6

Streptococcus pyogenes
MGAS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315



719

720

721

722

723
724

725

726

727

728

729

730

731

732

733

734

735

736

737

IRRTYRNK

VRRTYRNK

LRGTYSSK

LRSSYSSK

IRGAYSNL
IRGAYSNK

VRGSYAAK

VQGSYAAK

IRGSYGAK

LRGSYGAK

LRGSYNAK
IAGSYKAK
ITGSYKAK

VQGSYKAK

LKGSYKAK
VNGSFHAK

MPGSYCAK

VHGGHKQK

VHGGYKQK

15675556
19746607
21911015
28895300
Q97L43

15894010
Q97L42

15894011

QYHXS0
15598916

QIL119

QIKALLI
CADI8970

27381649
QYETDI

Q99QKS
21234041

21234309
Q9K3Q4
BAC68415
29827246
BAC72886
29831717
27382409
Q92205
16263160
27377688
Q8UDJ0
15889416
17936019
27383296
27379185

QY9KKV1

QSEBV2
15601752
24374904
Q8GGS9
BAC68778
BAC69767

29827609

acrR

QY7L43

QY7L42

QYHXSO0

QIL119

QYKA4L1
CADI8970

QYETDI

Q99QKS
SCP1.42¢

SCP1.312
QIK3Q4

BAC68415

BAC72886

Q92205

Q8UDJO

QI9KKV1

QSEBV2

Q8GGS9
BAC68778

BAC69767

putative transcription regulator
putative transcription regulator
putative transcription regulator, TetR

family
putative transcription regulator

Transcriptional ~ regulator, ~AcrR
family
Transcriptional ~ regulator, ~AcrR
family
Transcriptional — regulator, ~AcrR
family
Transcriptional — regulator, AcrR
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Putative transcriptional regulatory
protein

Putative TetR-family regulator
Putative lactone-dependent transcrip-
tional regulator

transcriptional regulatory protein
Hypothetical 21.2 kDa
(Fragment)

Putative TetR-family regulator
putative TetR-family regulator

protein

putative TetR-family regulator

Putative
protein
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

transcriptional regulatory protein

tetR-family  regulatory

Hypothetical protein RA0707
Conserved hypothetical protein
transcriptional regulatory protein

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

AGR_C _3874p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

transcriptional regulatory protein

Transcriptional — regulator, TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
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Streptococcus pyogenes M1
GAS

Streptococcus pyogenes
MGAS8232

Streptococcus pyogenes
MGAS315

Streptococcus pyogenes SSI-
1
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOI

Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor
Streptomyces cattleya

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor
A3(2)

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Vibrio cholerae

Shewanella oneidensis
Vibrio cholerae

Shewanella oneidensis MR-1
Streptomyces atroolivaceus
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
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738

739

740

741

742

743

744

745

746

747

748

749

750

751

752

753

754

755

756

VHGAYKQK

LQGAYKQK

LQGGYKQK

LTGAYSQK

LTGAYKRK

IVGAYSRK

SVGSYHTK

ITGAFASK

IVGSFTTK

AQALFYHV

IKSLFHHK

IKSLFYHK

MNALVFHK

INALLYHK

LKAALYHK

LAALIHHK

LAALKYHK

LHSLRHHK

LHANIHHI

29828598
QIRI62
QYSHK?7
13472506

Q92Y50
Q8USS2

16263491
15890765
17937906

Q91077
15597962

Q8DTZ5
24379595

27379010
Q9CIV3
15672235
Q9AAT74
16124985
QYAAT3
16124986

Q93HLS
BAC70556

29829387
Q8VV87
028458
11499405
QY8NA2
13470504
QYX7X0
BAC69348
29828179
BAC68973
29827804

086312

15608359
15840663
27382916
Q9KLH7

Q8D7G1
15601522

27366648
28900661

QYASKS

QIRI62

Q98HK7

Q92Y50
Q8USS2

Q91077

Q8DTZ5

QYCIV3

ycfA

QYAAT4

Q9AAT3

Q93HLS
BAC70556

Q8VV87

028458

QI8NA2

QYX7X0
BAC69348

BAC68973

086312

QYKLH7

Q8D7G1

Q9A8KS

putative TetR-family transcriptional
regulator
Putative tetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Putative transcriptional regulator
AGR_L _1283p

transcriptional
family

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

regulator,  TetR

Putative transcription regulator
putative transcription regulator

transcriptional regulatory protein
Transcriptional regulator

transcription regulator

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Regulator protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

LexA repressor-like protein

Transcriptional regulatory protein,
TETR family
transcriptional
TetR family
Hypothetical protein mIr0230
unknown protein

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

regulatory protein,

Hypothetical 23.2 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv1219¢
transcriptional TetR
family

transcriptional regulatory protein

regulator,

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
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Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Sinorhizobium meliloti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Sinorhizobium meliloti
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAOI

Streptococcus mutans
Streptococcus mutans
UA159

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CB15

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Terrabacter sp.

Archaeoglobus fulgidus

Archaeoglobus
DSM 4304
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

fulgidus

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus
Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633

Caulobacter vibrioides



757

758

759

760

761

762

763

764

765

766

767

768

769

770

771

772

LHAAAHHL

LHAATHHL

LHAAAHHK

LHAAAHHR

YKPSHHHK

YKASHHHK

YNASHHHK

YTASHYHK

FAASHYHK

FGGAHHHK

YKTAHYYK

YNSSHHYK

YNAAHNYK

YRTGSHHK

YKSGIYHR

FRPANHYK

16125594
Q8PNX2
21241687
27380900
Q9AK28
BAC71258
29830089
Q8VML7
27379117
Q98DK2

QS8FDY0
13473915

26249435
28871402

28871407
QSUIL4
15887628
17934195
AA090352
29654146
27383095
Qo83U1
13476759
QY7TL3
15004791
QS8TPY2
20090622
Q8PZRO
21226534
QYANS7
QYKL32
QSEAZ4

Q8D3S9
15601671

24375239

27367950
28900275

Q8NMG3
23308956

P96821

15607286

15839525

Q8PNX2

QYAK28

BAC71258

Q8VML7

QY8DK2

Q8FDY0

Q8UIL4

AA090352

Q983U1

QY7TL3

Q8TPY2

Q8PZRO

Q9ANS7
Q9KL32

QSEAZ4

Q8D3S9

Q8NMG3

P96821

family
transcriptional
family
Transcriptional regulator

regulator,  TetR

transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
Putative
protein
transcriptional regulatory protein

transcriptional  regulator

Transcriptional — regulator  (TetR-
family)

Hypothetical protein

transcriptional ~ regulator  (tetR-
family)

Hypothetical protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_C_478p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Transcription regulator
transcription regulator

HTH  transcriptional  regulator
TetR/AcrR family

HTH  transcriptional  regulator
TetR/AcrR family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

LuxT

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

Transcriptional regulator LuxT
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator LuxT
LuxT

Transcriptional regulator

transcriptional regulator

Hypothetical 30.6 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv0144
transcriptional ~ regulator,  TetR
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Caulobacter crescentus
CBI15

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas  axonopodis

pv. citri str. 306
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis

MA-4680
Pseudomonas putida

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Mesorhizobium loti

Escherichia coli O6
Mesorhizobium loti

Escherichia coli CFT073
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Coxiella burnetii

Coxiella burnetii RSA 493

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum
Methanosarcina acetivorans
Methanosarcina acetivorans
C2A

Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei Goel
Vibrio harveyi

Vibrio cholerae

Shewanella oneidensis

Vibrio vulnificus
Vibrio cholerae

Shewanella oneidensis MR-1

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium glu-

tamicum ATCC 13032
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv
Mycobacterium tuberculosis
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773

774

775

776

771

778

779

780

781

782

783

784

785

786

787

788

789

790

791

792

YRSCNGHK

LKGGLHHK

LKGGLHYK

LKGGLYHK

LKGGFYHK

VKGGYHNK

VKGGFHHK

LKGGLYNK

LKGGLYSK

FKGGMHQK

LKGGMHQK

MTVGLHHK

LQVGLHHK

VVAGLHHK

VKSGFAHK

IKSGFAHK

IKSGFAHR

IKSGHKHK

IKAGIGHK

MAMSYHHV

Q8D480
27367793
Q8G9V2
QY2N23
15966169
Q55363
16331647
Q8CUW2
AAP03046
23098450
30019214

Q8CQCO
27467136

QIKSP5
15615520
Q8UDO8
15889597
17936203
27379338
QI8FRS
13473146
Q8YHBI
Q8GOK2
17987174
23501968
Q8XWB4
17547279
27376324
28870342
28870850
28870483
Q8UK32
16119520
17938876
Q8D4S4
27367595
28899908
Q8Y264
17545191
Q8CIS4
BAC68928

29827759

Q984Q9

13476539

Q8D480

Q8G9V2
QY2N23

Q55363

Q8CUW2
AAP08046

Q8CQCO

QYKS8PS
BH2958

Q8UDO0S

QUSFRS
Q8YHBI

Q8GOK2

Q8XWB4

RSc2560

Q8UK32

Q8D4s4

Q8Y264
RSc0472
Q8CIs4

BAC68928

Q984Q9

family

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Hypothetical protein
Hypothetical protein R02416
HYPOTHETICAL PROTEIN
Hypothetical protein slr0895
unknown protein
Transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Transcriptional regulator
(TetR/AcrR family)

transcriptional regulator (TetR/AcrR
family)

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

AGR_C 4219p

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional regulatory protein

Hypothetical protein ml13646

hypothetical protein

Transcriptional —regulator, TETR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

TRANSCRIPTIONAL REGULA-
TOR, TETR FAMILY

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative  transcription  regulator
protein

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

transcriptional regulatory protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

AGR_pAT 419

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator

putative  transcription  regulator
protein

Putative  transcription  regulator
protein

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcription regulator

transcription regulator
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CDCI1551

Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus CMCP6
Escherichia coli
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Synechocystis sp. PCC 6803
Synechocystis sp. PCC 6803
Oceanobacillus iheyensis
Bacillus cereus ATCC 14579

Oceanobacillus
HTER31
Bacillus cereus ATCC 14579

iheyensis

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228

Bacillus halodurans

Bacillus halodurans

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Brucella melitensis
Brucella melitensis biovar
Suis

Brucella melitensis 16M

Brucella suis 1330
Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Agrobacterium tumefaciens
str. C58
Agrobacterium
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633

Ralstonia solanacearum

tumefaciens

Ralstonia solanacearum
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis

MA-4680
Mesorhizobium loti

Mesorhizobium loti



793

794

795

796

797

798

799

800

801

802

803
804

805

806

807

808

809

810
811

812

813

814

VAGQHHHA

FRSSYEYR

FRSVYRYV

FRSVYRYT

LRANYKYK

ARTNYRYK

MRKSYRYK

VRSSYRYK

IKSNYRYS

IRGSYQYL

ARNSYRYI
PKMLYRYL

IKQLYRYL

VKKTYRYL

LRPLYRYG

IIGLYKYG

VRANCRFR

LKSNLRYR
LKSALRYR

VKQGLRYK

VRMAYRNI

VRMAYRNL

Q8ZPE2
Q82730
AA069122
16764919
16760304
29141931
P72569
069909
BAC70340
29829171
QYCHVS
15672592
28378164
Q97TH4
15004830
QYRVES
15806101
26989670
28379358
28871411
Q9CHRI

15672643

054102
Q9A509

16126897
Q8UFT3

17935214
28379556

QYXAES
BAC70666

29829497
Q8TNO1
20091324
Q92Y53
16263488
Q9S1Q0
QYFBX0
Q8G3K3
23466300
QYCFF7
15673503
QY7DH3

15896741

Q8ZPE2

Q82730
AA069122

P72569
069909
BAC70340

QYCHVS

yfiG

QY7TH4

QI9RVES

DR1081

Q9CHRI1
ygfC

054102
Q9A509

QS8UFT3

QYXAES
BAC70666

Q8TNO!L

Q92Y53

Q9S1Q0
QYFBXO0

Q8G3K3

QYCFF7

ypeC

QY7DH3

Putative transcriptional
TetR family

Putative regulatory protein
Putative regulatory protein
putative transcriptional
TetR family

putative regulatory protein

regulator,

regulator,

putative regulatory protein

WhiR protein

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulator

transcription regulator
transcription regulator
HTH transcriptional regulator TetR

family
HTH transcriptional regulator TetR

family

Transcriptional  regulator, TETR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcription regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
transcription regulator

SC10AS.11 protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional  regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcription regulator (putative)

Hypothetical protein SCO5296
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional
family
transcriptional
family
Putative transcriptional activator
Putative transcriptional activator
Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

Possible TetR-type transcriptional
regulator

possible TetR-type
regulator
Transcription regulator

regulator,  TetR

regulator,  TetR

transcriptional

transcription regulator

Transcriptional ~ regulator, ~AcrR
family
Transcriptional — regulator, AcrR
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Salmonella typhimurium

Salmonella typhi

Salmonella typhi

Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Streptomyces roseosporus
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactobacillus plantarum
WCFS1

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans

Pseudomonas putida
KT2440
Lactobacillus plantarum
WCESI

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000

Lactococcus lactis  subsp.
lactis
Lactococcus  lactis  subsp.
lactis

Streptomyces coelicolor
Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Lactobacillus plantarum
WCFSI1

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Methanosarcina acetivorans

Methanosarcina acetivorans
C2A

Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum
NCC2705

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
lactis

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum
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815

816

817

818
819

820

821

822

823

824

825

826

827

828

829

830

831

VRAAYRRL

IRTYYRNF

ADAAFKHM

VDASYTHL
VDASYSHV

PTASYSHA

TTMAYTHM

HVATENYR

VPRTHNYR

VPRTNNYR

IARTHNYR

VVRTENYR

VVNTYNYK

IVNTYNYK

IKKTTNYK

LPSTINIY

TIAATYYK

28379510
Q8NNGO
19553442
28378377
067930
15607117
QYZBU4
BAC69809
29828640
QYF391
BAC67791
29826622
P96941
15607793
15840056
P21308
Q8VQC6
Q8KX64
050285
QIL8GS
030343
Q8DC19
27364997
28899290
QSNRWS
23308813
QYAK09

QS8FQY2
25027541

QYRD60
QIK4CT
BAC70582
29829413
QIKZX6
BAC68464
29827295
Q8EKA2
24371793
P41037
Q93AA6
Q8ZQN9
Q82878
Q8X7YS
Q8FIN5

AAP16258

Q8NNGO

067930

Q9ZBU4
BAC69809

QIF391
BAC67791

P96941

LUXR_VIBHA
Q8VQC6
Q8KX64
050285
QYLSGS
030343

Q8DC19

QSNRWS

QYAK09

Q8FQY2

QYRD60
QYK4C7

BAC70582

QIKZX6

BAC68464

QSEKA2

YBIH_ECOLI
QY3AAG
Q8ZQN9
Q8z878
Q8X7Y8
Q8FJNS

AAP16258

family
transcription regulator (putative)

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcription regulator (putative)

Hypothetical protein AQ 2185
hypothetical protein

Putative transcriptional regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

Hypothetical 24.7 kDa protein
(Transcriptional repressor, putative)
hypothetical protein Rv0653c¢

transcriptional repressor, putative

Regulatory protein luxR

VanT

Luminescence regulator LitR

OpaR

SmcR (VvpR) (SmcR-like protein)
Hemagglutinin/protease  regulatory
protein HAPR

SmcR

SmcR

OpaR

Transcriptional regulator
transcriptional regulator

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein

hypothetical protein

Putative tetR-family transcriptional
regulator
Putative tetR-family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
Putative tetR-family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hypothetical transcriptional regula-
tor ybiH

Putative transcription regulator YbiH
Putative  transcriptional repressor
(TetR/AcrR family)

Hypothetical protein STY0854
Putative transcriptional regulator
Hypothetical transcriptional regula-
tor ybiH

Putative transcriptional regulator
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Lactobacillus
WCEFS1
Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032
Lactobacillus plantarum
WCEFS1

Aquifex aeolicus

Aquifex aeolicus VF5
Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

plantarum

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Vibrio harveyi

Listonella anguillarum
Vibrio fischeri

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio vulnificus

Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus
Vibrio vulnificus CMCP6

Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633
Corynebacterium glu-
tamicum

Corynebacterium glu-

tamicum ATCC 13032
Streptomyces coelicolor

Corynebacterium efficiens
Corynebacterium  efficiens
YS-314

Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Shewanella oneidensis
Shewanella oneidensis MR-1
Escherichia coli

Shigella flexneri
Yersinia pestis
Salmonella typhimurium

Salmonella typhi
Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli 06
Shigella flexneri 2a str.
2457T



832

833

834

835

836

837

838

839

840

841

842

843

844

845

846

847

848

849

TLQAPYYK

TISLRYYK

TVAMRYYK

TAAPRYYK

VVAHSYYK

VVANSYYK

VVALSYYK

VVSLSYYK

IVAMSYYK

MLSNQYYE
MLNLQYYK

MLSQSYYK

LLSQHYYK

VTAAHYHR

VSAAHYHR

TTALHYYK

ITAAHYYK

MAPMHYHR

AAO069689

16128764
15800547

15830128
16764182

16759740

24112164
26246769

29142487
30062281
Qu2v43
16264622
QYKP84
15642485
Q8D4H7
27367693
Q8EGA2
24373271
034970
16080015
AAP11559
30022727
QK800
15615769

QSEPBI
23099656

AAP26384
AAP10456

AAQO74585
30262521

30021624
P22645
Q9KHJ6
Q97IH3
15894945
Q8R8Z3
20808255
Q9XDV7
Q8CIN5

Q9ABY7

16124589

QYHRF3
15789901
Q8Y319

AAO069689
ybiH
ybiH
ybiH
ybiH

ybiH
ybiH

ybiH
ybiH

Qu2Vv43

QYKP84

Q8D4H7

Q8EGA2

YTTP_BACSU
yttP
AAP11559

QYK800
BH3207

QSEPBI

AAP26384
AAP10456

AAQO74585

YDHI_XANAU
QYKHJ6

Q97IH3

Q8R8Z3
AcrR3
Q9XDV7
Q8CINS5

Q9ABY7

QYHRF3

VNGO0726C
Q8Y319

Hypothetical tetR-family transcrip-
tional regulator

putative transcriptional regulator
putative transcriptional regulator

putative transcriptional regulator
putative transcriptional repressor
(TetR/AcrR family)

hypothetical tetR-family transcrip-
tional regulator

putative transcriptional regulator
Hypothetical transcriptional regula-
tor ybiH

hypothetical tetR-family transcrip-
tional regulator

putative transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator,
TetR family protein

putative transcriptional regulator,
TetR family protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional ~ regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Probable transcriptional regulator

yttP (Stress response protein yttP)
yttP

Transcriptional regulator IcaR
Transcriptional regulator IcaR
Hypothetical protein BH3207
BH3207~unknown conserved pro-
tein

Hypothetical conserved protein
hypothetical protein

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Hemolysin II regulatory protein
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Hypothetical 22.8 kDa protein in
dhlA S'region

Putative regulatory protein EncS
Transcriptional ~ regulator, AcrR
family

Transcriptional — regulator, ~AcrR
family

Transcriptional regulator
Transcriptional regulator

DNA-binding protein

Putative tetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional TetR
family

regulator,

transcriptional TetR
family

Vng0726¢

Vng0726¢

Probable

regulator,

transcription  regulator
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Salmonella typhi

Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti
Vibrio cholerae

Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus CMCP6
Shewanella oneidensis
Shewanella oneidensis MR-1
Bacillus subtilis
Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus halodurans
Bacillus halodurans

subsp.

Oceanobacillus iheyensis
Oceanobacillus iheyensis
HTES831

Bacillus anthracis str. Ames
Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus cereus
Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cereus ATCC 14579
Xanthobacter autotrophicus
Streptomyces maritimus
Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

Thermoanaerobacter ~ teng-
congensis
Thermoanaerobacter  teng-
congensis

Streptomyces griseus
Streptomyces coelicolor

Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CBI15

Halobacterium sp. NRC-1
Halobacterium sp. NRC-1

Ralstonia solanacearum
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850

851

852

853

854

855

856

857

858

859

860
861

862

LLAANYHK

MLAANYHK

LIAANYHK

LLASNYHK

VLASNYHK

SNASNYHK

SIASNYHK

NLASNYHR

ALASGYHK

TLASHYVK

LLAAHVCK
NRGALYHR

TIGSAYHK

17544881
Q8KT77
Q9EX90
Q9HZJ9
Q8Y129
15598202
26988868
17545257
27380567
28870669
Q8GYD4
Q8PKZ2
Q8PY8S
21231428

21242758

Q56726
QYKRAL

QSEEY4

Q8D8Y3
EAA02414

15641745
24374037

27366114
28898003

QYA6L3
16126319
QORF00
007252
15607469
15839715
BAC55323

Q97562

BAC70438
29829269

QYAPW2
26989525

Q8GAF9
QYA363

16127573

Q98DQ8
Q8YBT2

Q8FWIJ1

RSc0162
Q8KT77
QYEX90

QYHZI9
Q8Y1Z9

RSc0538

psrA
Q8G9D4
Q8PKZ2
Q8P985

psrA

Q56726
QYKRAI

QSEEY4

Q8D8Y3
EAA02414

QYAGL3

QYRF00
007252

BAC55323

Q97562

BAC70438

QYAPW?2

Q8GAF9
QVA363

Q98DQ8
Q8YBT2

Q8FWIJ1

protein

PROBABLE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

PsrA protein

PsrA protein

Probable transcriptional regulator
Putative  transcription  regulator
protein

probable transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

transcriptional regulatory protein
transcriptional regulator PsrA

Transcriptional TetR
family (Fragment)

Transcriptional regulator tetR family

regulator,

Transcriptional regulator tetR family
transcriptional regulator tetR family
transcriptional regulator tetR family

OREF (Fragment)

Transcriptional — regulator,  TetR
family

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator

EbiP2140 (Fragment)

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
Na+/H+-antiporter protein
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

PhlH

Hypothetical 21.4 kDa protein
(Transcriptional  regulator, TetR
family)

hypothetical protein Rv0328
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative members of the TetR/AcrR
family protein

Putative transcriptional
(EbrC repressor)

regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical 21.1 kDa protein

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative transcriptional regulator
Transcriptional — regulator, TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
Transcriptional — regulator, TETR
family

Transcriptional ~ regulator, TetR
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Ralstonia solanacearum

Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas putida
Pseudomonas aeruginosa
Ralstonia solanacearum

Pseudomonas aeruginosa
PAOLI

Pseudomonas putida
KT2440

Ralstonia solanacearum

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Azoarcus sp. EbN1

Xanthomonas
pv. citri
Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Xanthomonas  axonopodis
pv. citri str. 306

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio cholerae

axonopodis

Shewanella oneidensis

Vibrio vulnificus

Anopheles  gambiae  str.
PEST

Vibrio cholerae

Shewanella oneidensis MR-1

Vibrio vulnificus CMCP6
Vibrio parahaemolyticus
RIMD 2210633

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CB15

Pseudomonas fluorescens
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Pseudomonas stutzeri

Streptomyces coelicolor

Streptomyces lividans
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida
KT2440

Arthrobacter nicotinovorans
Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Mesorhizobium loti

Brucella melitensis

Brucella melitensis biovar
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VPGSTNHK
VQGSTNHK
VPGSTYHK
THGAHYCK
IKGGQYCK
VSRYYQQR

MDRYYEDR
VERYYESR

IVRYYESK

VTRQYEEL

LYSNYDGK

IRSRYRLS

MLKRYQLK

AVGSYNLL
VVGSYNEF
TNGAYNLV

SKGVHRHF
SKGLHAHF

SPQLHYYM
IPDTGHYK

VPGQRYYH

IPSQTYYK

VPGLRHYV

ALGARHYQ

13473858
17989149

23500211
Q98C04

13474463
27376197
27378949
Q8KUH9

Q1461
15596480

Q8GNL7
Q8GNLS
053836
BAC67860
15607965
15840238
29826691

053681
15607416

15839656
QIRIJE?
BAC75221
29834052

QOPID4
15791735

Q98816
13475611
085695
BAC75182
29834013
Q98ID3
13472230
27377436
27382725

QYLOMI
Q93182

QYZFC4
QYZFC1

Q93LY6
Q53772

27379191
Q9A3S9
16127353

034381

Q98C04

Q8KUH9
QUI461

Q8GNL7
Q8GNL5

053836
BAC67860

053681
fadD27

QIRIE?

BAC75221

QOPID4
Cj0368¢

Q98816

085695

BAC75182

Q98ID3

QYLOMI
Q93182

Q9ZFC4
Q9ZFC1

Q93LY6
Q53772

Q9A3S9

034381

family

transcriptional regulator
TRANSCRIPTIONAL REGULA-
TOR, TETR FAMILY
transcriptional ~ regulator,
family

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

TetR

transcriptional regulatory protein
Transcriptional regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

Putative transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
Hypothetical protein Rv0825¢
Putative TetR-family transcriptional
regulator

hypothetical protein Rv0825¢

hypothetical protein

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein fadD27

fadD27

hypothetical protein

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Transcriptional regulatory protein
transcriptional regulatory protein

Transcriptional regulator
transcriptional regulator
Putative  transcriptional
(Putative regulatory protein)

regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator
transcriptional regulatory protein

transcriptional regulatory protein

Hypothetical protein SCO4639
Putative TetR-family transcriptional
regulator

Probable regulatory protein (Frag-
ment)

Probable regulatory protein

Putative repressor PgaY

Transposon Tn5405 and insertion
sequence IS1182 (From Staphylo-
coccus aureus) ORFA and transpo-
sase

transcriptional regulatory protein

Transcriptional ~ regulator, TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator
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Suis
Mesorhizobium loti
Brucella melitensis 16M

Brucella suis 1330

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110
Actinosynnema
subsp. auranticum
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
PAOL1

Mycobacterium abscessus
Mycobacterium abscessus
Mycobacterium tuberculosis
Streptomyces avermitilis

pretiosum

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551
Streptomyces
MA-4680
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Streptomyces coelicolor

avermitilis

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni subsp.
jejuni NCTC 11168
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Streptomyces lividans

Streptomyces coelicolor
Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Mesorhizobium loti
Mesorhizobium loti
Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Streptomyces coelicolor
Streptomyces coelicolor

Mycobacterium sp. FM10

Mycobacterium smegmatis
Streptomyces sp. PGA64
Staphylococcus aureus

Bradyrhizobium japonicum
USDA 110

Caulobacter vibrioides
Caulobacter crescentus
CBI15

Bacillus subtilis
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888
889

890

891

892

893

894

895

896

897

898

899

900
901

902

LPPLLKYK

LRAAIQRR
FRGLTQRK

FCGSLQRK

FCGTLQRK

FGATVQRK

FAATVQRR

LLDERRFK

LLDERLYK

LLDTQRFK

LVSDTRFR

LYSARRYH

LHGARRYH

VMAAGYRR
FMSVLNNI

HLGSTYYI

16078770
BAC68842
29827673

QYEVI6
QYASF7

16126732
Q8PNAO
21241927
Q8PBP5
21230532
Q98GDY
13472924
Q8U770
15890404
17938273
P36656
Q8XDSI
AAP19493

16131960
15804727

15834370
24115490
26251025
30065510
CADS84211
30248317
Q8ZKC4
Q8Z1A9
AAO71824
16767571
16763143
29144622
Q82123

QS8DIES
16120676

22124512
053737
15607593
15839840
BAC69492
29828323

Q9X940
29347373

P75811

pksA

BAC68842

QYEVI6
QYASF7

Q8PNAO
uidR
Q8PBPS
uidR

Q98GD9

Q8U770

YJDC_ECOLI
Q8XDS1
AAP19493
yjdC

yjdC

yjdC
yjdC
yjdC

CADg4211

Q8ZKC4
Q8Z1A9
AAO71824
yjdC

yidC

yidC
Q87173

QSDIES

053737

BAC69492

Q9X940

YBJK_ECOLI

transcriptional regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Repressor protein MphR(A)

Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Transcriptional regulator uid family
transcriptional regulator uid family
Transcriptional regulator uid family
transcriptional regulator uid family

Transcriptional regulator, repressor
protein MphR(A)

transcriptional regulator, repressor
protein MphR(A)
Transcriptional
family
AGR_L_578p

regulator, TetR

transcriptional TetR
family

Protein yjdC

regulator,

Orf, hypothetical protein (YjdC)
Hypothetical protein yjdC

orf, hypothetical protein
orf, hypothetical protein

hypothetical protein

orf, conserved hypothetical protein
Protein yjdC

hypothetical protein

Bacterial regulatory proteins, TetR
family

Bacterial regulatory proteins, TetR
family

Putative bacterial regulatory protein,
merR family

Putative transcriptional regulator
Putative transcriptional regulator
putative bacterial regulatory protein,
merR family

putative transcriptional regulator

putative transcriptional regulator

Putative  TetR-family  regulatory
protein

Hypothetical protein

putative  TetR-family regulatory
protein

hypothetical protein

Putative transcriptional regulator
hypothetical protein Rv0452

conserved hypothetical protein

Putative TetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Putative regulatory protein

putative transcriptional regulator

Hypothetical transcriptional regula-
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Bacillus  subtilis
subtilis str. 168
Streptomyces avermitilis

subsp.

Streptomyces avermitilis
MA-4680
Escherichia coli

Caulobacter vibrioides

Caulobacter crescentus
CBI15

Xanthomonas  axonopodis
pv. citri

Xanthomonas  axonopodis

pv. citri str. 306
Xanthomonas campestris pv.
campestris

Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913
Mesorhizobium loti

Mesorhizobium loti

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (Cereon)
Agrobacterium tumefaciens
str. C58 (U. Washington)
Escherichia coli 06

Shigella flexneri

Escherichia coli O157:H7
Shigella flexneri

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Nitrosomonas europaea

Nitrosomonas
ATCC 19718
Salmonella typhimurium

curopaca

Salmonella typhi

Salmonella typhi

Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Yersinia pestis

Yersinia pestis
Yersinia pestis CO92

Yersinia pestis KIM
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptomyces avermitilis
Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482

Escherichia coli
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908
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910
911
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913
914
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916

HLGSTYYM

HVGSTYYL

HLGSTYHI

HLGSTYHL

HLASTYYL

HLSATYYI

FLGSTYYM
FAGTSNYR
FPGTSNYR
HPGTKNYR
AADTALHH
ISAPYVNV

AVAPYSVL

APAPYKSM

Q8X6S8
QSFJKO
AAN42432
AAP16305
16128814
15800598
15830180
24112215
26246821
30062328

Q8GGH4
Q8ZQKS5

Q82852
AA069639
16764231
16759779
29142448

P95092
15610203

15842635
Q93702
QIXIVS
BAC74047
29832878
21220404
P71830
15607915
15840190

Q9HXUI1
15598895

26988229
28868708
QUF2S8
Q8KUI4
QYKXT6
BAC21010
Q93M20
QYKFZ9
15612880
QSRII3

EAA24512

19705128

QSRET6

Q8X6S8
QSFJKO

AAN42432
AAP16305

b0846

ybjK
ybiK

Q8GGH4
Q8ZQKS5
Q82852

AA069639

P95092

Q93102

QYX9V5

BAC74047

SCO1917

P71830

Q9HXU1

QUF2S8
Q8KUI4

QYKXT6
BAC21010
Q93M20
QYKFZ9
BHO317
QSRII3

EAA24512

QSRET6

tor ybjK

Putative DEOR-type transcriptional
regulator

Hypothetical protein ybjK

Orf, conserved hypothetical protein
Putative DEOR-type transcriptional
regulator

putative DEOR-type transcriptional
regulator

putative DEOR-type transcriptional
regulator

putative DEOR-type transcriptional
regulator

orf, conserved hypothetical protein
Hypothetical protein ybjK

putative DEOR-type transcriptional
regulator

Putative DEOR type regulator

Paral putative regulator (TetR/Acr
family)

Putative tetR-family transcriptional
regulator

Putative TetR-family transcriptional
regulator

paral putative regulator (TetR/Acr
family)

putative tetR-family transcriptional
regulator

putative TetR-family transcriptional
regulator

Hypothetical protein Rv3066
hypothetical protein Rv3066

conserved hypothetical protein
Putative tetR-family transcriptional
regulatory protein

Hypothetical 21.1 kDa protein (EbrA

repressor)

Hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
Hypothetical transcriptional regula-
tor CY369.20

hypothetical protein Rv0775

conserved hypothetical protein

Probable transcriptional regulator
probable transcriptional regulator

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

transcriptional ~ regulator,  TetR
family

Putative tetR-family transcriptional
regulatory protein

Transcriptional regulator

Hypothetical protein SCO4305
Hypothetical protein

Putative transcriptional regulator
Hypothetical protein BH0317
BHO0317~unknown

Transcriptional — regulator,  TetR
family
Transcriptional ~— regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional ~ regulator, TetR
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Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O6

Shigella flexneri

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7

Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073
Shigella flexneri 2a str.
2457T

Enterobacter cloacae
Salmonella typhimurium

Salmonella typhi
Salmonella typhi

Salmonella
LT2
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDC1551

Streptomyces coelicolor

typhimurium

Streptomyces coelicolor

Streptomyces lividans
Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Streptomyces coelicolor
A3(2)

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

Mycobacterium tuberculosis
CDCI1551

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
Streptomyces coelicolor

Actinosynnema
subsp. auranticum
Streptomyces coelicolor
Streptomyces griseus
Streptomyces aureofaciens
Bacillus halodurans
Bacillus halodurans

pretiosum

Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum
Fusobacterium  nucleatum
subsp.  vincentii ATCC
49256

Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum ATCC
25586

Fusobacterium  nucleatum
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917

918

919

920

TQPYFRLK

TQPYFRFK

ATQPYLEM

IKPNLY..

19704339

QILOMO
BAC72615
29831446
QSEL51
23100835
AAO81319
AAO81935
29376095
29376711
Q8YF80

17987925

QYLOMO

BAC72615

QSELS1

AAO81319

AAO81935

Q8YFS80

family
Transcriptional
family

regulator,  TetR

Putative tetR-family transcriptional
regulator
Putative TetR-family transcriptional

regulator
putative TetR-family transcriptional
regulator
Transcriptional — regulator  (TetR-
family)

transcriptional regulator

Transcriptional ~ regulator, TetR
family
Transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
transcriptional ~ regulator,  TetR
family
Transcriptional — regulator, TETR
family
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subsp. nucleatum
Fusobacterium  nucleatum
subsp. nucleatum ATCC
25586

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces avermitilis
MA-4680

Oceanobacillus iheyensis
Oceanobacillus iheyensis
HTES31

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis V583

Enterococcus faecalis V583

Brucella melitensis

Brucella melitensis 16M
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Deteccion de los factores sigma presentes en el ge-

noma de Pseudomonas putida KT2440.
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7.1. Resumen:

Pseudomonas putida KT2440 es un colonizador eficiente de una amplia varie-
dad de habitats, incluyendo nichos acuaticos, edaficos y la rizosfera de plantas de inte-
rés agricola. De acuerdo con esta capacidad y con la necesidad de adaptarse a multiples
condiciones ambientales, P. putida ha desarrollado mecanismos sofisticados de regula-

cion transcripcional.

Se ha analizado a nivel genomico el repertorio de factores sigma en P. putida
KT2440 habiéndose identificado 24 de ellos, 19 de los cuales pertenecen a la subfami-
lia de “factores sigma de funcion extracitoplasmatica” (ECF). Trece de los ECF presen-
taron “alta” similitud con el factor sigma Fecl de Escherichia coli, que esta implicado
en la regulacion de la respuesta celular a la adquisicion de hierro. En 11 casos, se detec-
to un gen similar a feCR adyacente al gen del tipo fecl, y en 10 casos, se detectd, vecino
a la agrupacion fecl/fecR, un gen que codificaria un receptor para sideréforos de hierro.
Esto podria explicar la capacidad de P. putida KT2440 para crecer en condiciones de
baja disponibilidad de hierro. Cinco de las diez agrupaciones de genes fecl/fecR/receptor
de hierro de P. putida presentaron un cluster homologo en el genoma del patdgeno
humano Pseudomonas aeruginosa.

7.2. Introduccion:

Las bacterias del género Pseudomonas colonizan una variedad de habitats y de-
gradan un conjunto amplio de compuestos organicos e inorganicos tanto naturales como
xenobidticos, y de sintesis industrial (Steffan et al., 1994; Ramos et al., 1997; Marqués
etal., 1999a).

Las secuencias de ADN de los genomas de Pseudomonas aeruginosa PAO1 y
Pseudomonas putida KT2440 se han publicado recientemente (Stover et al., 2000; Nel-
son et al., 2002), y se espera que su analisis proporcione datos que ayuden a descifrar
sus estilos de vida. Estas bacterias exhiben un elevado numero de marcos de lectura
abierta (ORF, del inglés open reading frames) que codifican reguladores transcripciona-
les, asi en P. aeruginosa y en P. putida se han identificado alrededor de 450 reguladores
frente a s6lo 250 reguladores transcripcionales en Escherichia coli y los so6lo 4 del para-
sito intracelular Chlamydia muridarum. Las proteinas reguladoras identificadas en el
género Pseudomonas pertenecen a multiples familias de reguladores transcripcionales

que controlan de manera especifica la expresion de otros genes.
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Como se ha descrito en la Introduccion General, la transcripcion en procariotas
esta mediada por la ARN polimerasa, a la que los factores sigma confieren la especifici-

dad en el reconocimiento de promotores (Ishihama, 2000).

En P. putida los estudios sobre factores sigmas son relativamente escasos. Los

primeros estudios identificaron el factor sigma primario o'

, como implicado en la
transcripcion de los genes esenciales y de funciones fisiologicas basicas, asi como su
implicacion en el control de genes regulados positiva o negativamente (Mermod et al.,

1984; Dominguez y Marques, 2004).

El primer factor sigma alternativo caracterizado en P. putida fue %, también
conocido como RpoS. El gen rpoS de P. putida se cloné de un banco de genes de P.
putida KT2440 tras complementar una cepa de E. coli deficiente en rpoS (Ramos-
Gonzalez y Molin, 1998). Este estudio reveld que el gen rpoS se expresaba a un nivel
relativamente constante a lo largo de la curva de crecimiento de P. putida, y que mutan-
tes rpoS de P. putida mostraban una reduccion en la supervivencia bajo condiciones de
deficiencia de carbono o choques de etanol. Un anélisis del transcriptoma del mutante
RpoS de P. putida en geles bidimensionales reveld que RpoS controlaba la expresion de

al menos 50 productos génicos bajo condiciones de deficiencia de carbono.

Manzanera et al. (2001) identificaron RpoH (6 o) en P. putida. La proteina
RpoH se encontrd primero en E. coli como el factor sigma alternativo que controlaba el
regulon de choque térmico de este microorganismo (Grossman et al., 1987). En P. puti-
da, el gen rpoH se expresa desde diferentes promotores bajo distintas condiciones am-
bientales (Manzanera et al., 2001). Sin embargo, no se¢ ha logrado obtener mutantes en
este gen en P. putida y, por lo tanto, el papel especifico de los genes cuya expresion esta
mediada por la RNA polimerasa con RpoH en este microorganismo permanece ain por
elucidar. Marqués et al. (1999b) publicaron que la transcripcion desde el promotor Pm,
de la ruta de fision meta del plasmido TOL, era inicialmente mediada por RpoH en res-
puesta a la activacion del sistema de respuesta a choque térmico por 3-metilbenzoato, el

efector de la proteina XylS que controla positivamente la expresion desde Pm.

En 1989, ¢** (también llamada RpoN) se cloné a partir de una genoteca de P.
putida mediante hibridacion cruzada con una sonda del correspondiente gen de E. coli
(Inouye et al., 1989). El gen que codifica o>*, rpoN, esta presente en una sola copia en
el genoma de P. putida en una agrupacion con los marcos de lectura abierta orf102,
orf28 y los genes ptsN y ptsO (Cases y Lorenzo, 2000). Kohler et al. (1989) revelaron
que una insercion del transposon Tn5 en el gen rpoN resultaba en mutantes que fueron

incapaces de usar algunas fuentes de C y N. También se ha descrito que el factor sigma
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RpoN se requiere para la expresion de tanto genes cromosdmicos como plasmidicos
tales como los del metabolismo del m-xileno, del plasmido TOL pWWO (Revisado por
Ramos et al., 1997; Marqués et al., 1999a; y Ruiz et al., 2004). En P. putida, uno de los
promotores dependientes de o>* mejor caracterizados, es Pu, aunque su expresion se
modula también por fuente de carbono (Duetz et al., 1994; Holtel et al., 1994; Cases
and Lorenzo, 2000) o un crecimiento rapido en medio rico, previne la expresion desde
Pu (Cases et al., 1999; Carmona et al., 2000).

El factor 6”® también pertenece a la familia 6’ (también conocido como FliA o
SigD), y se identifico en P. putida PRS2000 dentro de una region de genes de quimio-
taxis (Ditty et al., 1998). Su organizacion es similar en P. putida KT2440 y P. aerugi-
nosa PAO1. En P. aeruginosa, FliA participa en el control de un sistema de cascada de
la sintesis del flagelo. El nivel superior de control transcripcional en la sintesis del fla-
gelo estd mediada por RpoN y el regulador transcripcional positivo FleQ (Totten et al.,
1990; Arora et al., 1997). Este sistema controla al sistema de dos componentes FleSR,
el cual controla la sintesis de flagelina. FliA de P. aeruginosa se regula por el factor
antisigma FlgM (Frisk et al., 2002). En el genoma de P. putida KT2440 se ha identifi-
cado FIgM una proteina muy similar a su correspondiente factor antisigma. Reciente-
mente Segura y colaboradores han construido un mutante deficiente en la sintesis de
FIiA que no presenta motilidad ni respuesta quimiotactica (Ana Segura, datos sin publi-

car).

7.3. Resultados vy discusion

7.3.1. Identificacion de los factores sigma del genoma de P. putida KT2440.

Para identificar todos los factores sigma presentes en el genoma de P. putida
KT2440, se realizé una busqueda de los ORF traducidos que presentasen similitud con
los 168 factores sigma de bacterias disponibles en la fecha del analisis en la base de
datos SWISS-PROT (Julio, 2002).

La busqueda mediante BLAST de cada una de las 168 secuencias contra el ge-
noma de P. putida KT2440 (Julio, 2002), proporcion6 un conjunto de 613 puntuaciones
superiores al umbral que se establecié como significativo E < 10, Estos resultados se
analizaron con herramientas especificas que desarrollamos para esta tarea, lo que nos
permitié identificar 24 ORFs que podrian codificar potenciales factores sigmas en P.
putida KT2440.
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Una busqueda mediante BLAST de las 24 secuencias de P. aeruginosa anotadas
como factores sigma hipotéticos, contra el genoma de P. putida KT2440, no proporcio-

no ningun factor sigma adicional en este Gltimo microorganismo.

Las tablas 33 y 34 muestran los identificadores y anotaciones de los 24 factores
sigma hipotéticos detectados en el genoma de P. putida y P. aeruginosa, respectivamen-

te.

Hay que sefialar que de los 49 genomas anotados y disponibles en la fecha del
analisis, P. putida y P. aeruginosa (cada uno con 24 factores sigma hipotéticos) junto
con Mesorhizobium loti (23 factores sigma hipotéticos), eran los 3 microorganismos,
secuenciados, con mayor numero de factores sigma (Tabla 35). En una actualizacion a
dia de hoy solo Streptomyces coelicolor presenta mas factores sigma (63) que los mi-

croorganismos arriba seleccionados (Agosto, 2005).

Tabla 35: Factores sigma en genomas los bacterianos anotados.

NUmero de factores sigma en los genomas bacterianos anotados

Mycoplasma genitalium 1 Lactococcus lactis 5
Mycoplasma pneumonia 1 Listeria innocua 5
Mycoplasma pulmonis 1 Listeria monocytogenes 5
Streptococcus pneumonia 1 Treponema palidum 5
Ureaplasma urealyticum 1 Salmonella enterica typhi 5
Buchnera sp APS 2 Salmonella typhimurium 6
Deinococcus radiodurans 2 Agrobacterium tumefaciens 7
Rickettsia prowazekii 2 Corynebacterium glutamicum 7
Staphylococcus aureus 2 Escherichia coli 7
Streptococcus pyogenes 2 Yersinia pestis 7
Borrelia burgdorferi 3 Shinorhizobium meliloti 8
Campylobacter jejuni 3 Synechocystis 8
Chlamydia muridarum 3 Vibrio cholerae 8
Chlamydia trachomatis 3 Nostoc 9
Chlamydia pneuminiae 3 Clostridium perfringens 11
Helicobacter pylori 3 Ralstonia solanacearum 13
Rickettsia conorii 3 Mycobacterium tuberculosis 14
Aquifex aeolicus 4 Clostridium acetobutylicum 17
Fusobacterium nucleatum 4 Caulobacter crescentus 17
Haemophilus influenzae 4 Bacillus subtilis 18
Mycobacterium leprae 4 Bacillus halodurans 19
Neisseria meningitidis 4 Mesorhizobium loti 23
Pasteurella multocida 4 Pseudomonas aeruginosa 24
Thermotoga maritima 4 Pseudomonas putida 24
Xilella fastidiosa 4

En los genomas anotados disponibles en el NCBI http://ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/micr.jtml,
(septiembre 2002) incluimos todos los marcos de lectura abierta que aparecian anotados como factores
sigma.
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Tabla 33: Factores sigma codificados por el genoma de P. putida KT2440.

Nombre del factorc  1d ORF Mejor BLAST SWPROT/TrEMBL E
Pp-RpoH or Pp-c32  PP5108 6 32 or RpoH QIKIX7 1x10 160
Pp-RpoS or Pp-c 38 PP1623 o 38 or RpoS Q9ROV7 0.0
Pp-FliA or Pp-c 28 PP4341 o 28 or FliA 052258 1x10 13
Pp-RpoN or Pp-c 54 PP0952 G 54 or RpoN P15591 0.0
Pp-RpoD or Pp-¢ 70 PP0387 6 70 or RpoD 054540 0.0
Pp-ECF-1 PP2088 SigX (Pot. RNAP o) QIR6S3 1x10 100
Pp-ECF-2 PP4611 Potencial RNAP & Q9HXB4 2x10 3
Pp-ECF-3 PP1427 AlgU (Potenc. RNAP6)  Q93D72 1x10 103
Pp-ECF-4 PP4244 Pfil (Potencial RNAP 6) Q52157 5x10 86
Pp-ECF-5 PP4608 Potencial RNAP & QoI6Y3 1x10 3
Pp-ECF-6 PP4208 Potencial RNAP & Q91193 1x10 3
Pp-ECF-7 PP0352 Potencial RNAP & Q91646 5x10 e
Pp-ECF-8 PP0162 Potencial RNAP & QoI114 5x10 o4
Pp-ECF-9 PP3086 Potencial RNAP & Qo12)2 2x10 4
Pp-ECF-10 PP4553 Potencial RNAP & Q91373 1x10 18
Pp-ECF-11 PP2888 Prtl (Potenc. RNAP o) QIKIM9  1x10 -
Pp-ECF-12 PP3006 ECF family o factor Q8UI26 7x10 -8
Pp-ECF-13 PP0994 Potencial RNAP & QI9A3F1 1x10 -0
Pp-ECF-14 PP1008 Potencial RNAP & QII6Y3 3x10 -
Pp-ECF-15 PP0667 Potencial RNAP & Qo12)2 2x10 -4
Pp-ECF-16 PP0704 Potencial RNAP & QoI114 2x10 -3
Pp-ECF-17 PP3577 Potencial RNAP & Qo12)2 1x10 -
Pp-ECF-18 PP0865 Potencial RNAP & Q91193 9x10 =
Pp-ECF-19 PP2192 Potencial RNAP & Qo1193 9x10 2

QOrganismo

Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Agrobacterium tumefaciens
Caulobacter crescentus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Mejor BLAST con anotacion funcional

G 32 or RpoH

G 38 or RpoS

c 28 or FliA

G 54 or RpoN

G -70 or RpoD

SigX (Potencial RNAP o)
Pupl (Potencial RNAP o)
AlgU (Potencial RNAP c)
PfrI (Potencial RNAP o)
Bupl (Potencial ECF o)
Bupl (Potencial ECF o)
Fiul (Potencial RNAP o)
Pupl (Potencial RNAP o)
Pupl (Potencial RNAP o)

Prtl (Potencial RNAP o)
Prob 6 -24 or ¢ -E homolog
SigD (Familia ECF)

PvdS

Pupl (Potencial RNAP o)
Pupl (Potencial RNAP o)
Fecl

Prhl o factor

Fecl

QUKIX7
QORYV7
052258
P15591
054540
QOR6S3
Q52208
Q93D72
Q52157
QIL430
QIL430
068593
Q52208
Q52208

QOKIM9
Q8XV48
Q8UD59
QSRQA9
Q52208
Q52208
P23484
Q3IMS
P23484

-1
1x10 60

Organismo

Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas fluorescens
P. putida WCS358
Pseudomonas fluorescens
P. putida WCS358
Bordetella bronchiseptica
Bordetella bronchiseptica
Pseudomas aeruginosa

P. putida WCS358

P. putida WCS358

Pseudomonas fluorescens
Ralstonia solanacearum
Agrobacterium tumefaciens
Pseudomonas fluorescens
P. putida WCS358

P. putida WCS358
Escherichia coli

Ralstonia solanacearum

Escherichia coli



Tabla 34: Factores sigma codificados por el genoma de P. aeruginosa PAO1.

Nombre del factor o

Pa-RpoH or Pa-c 32
Pa-RpoS or Pa-¢ 38

Pa-FliA or Pa-c 28
Pa-RpoN or Pa-c 54
Pa-RpoD or Pa-c 70
Pa-ECF-1
Pa-ECF-2
Pa-ECF-3
Pa-ECF-4
Pa-ECF-5
Pa-ECF-6
Pa-ECF-7
Pa-ECF-8
Pa-ECF-9
Pa-ECF-10
Pa-ECF-11
Pa-ECF-12
Pa-ECF-13
Pa-ECF-14
Pa-ECF-15
Pa-ECF-16
Pa-ECF-17
Pa-ECF-18
Pa-ECF-19

Id ORF

PA0376
PA3622

PA1455
PA4462
PA0576

PA1776
PA3899
PA0762
PA2426
PA0149
PA2387
PA0472
PA2468
PA1912
PA1351
PAQ0675
PA1300
PA1363
PA2050
PA2093
PA2896
PA3285
PA3410
PA4896

¢ 32 or RpoH
o 38 or RpoS

o 28 or FliA

G 54 or RpoN

o 70 or RpoD
Potencial RNAP ¢
Potencial RNAP ¢
AlgUorg30orc H
PvdS (Potencial RNAP o)
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial ECF o
Potencial RNAP &
Potencial ECF o
Potencial RNAP &
Potencial RNAP &
Potencial RNAP & (Hasl)
Potencial ECF &

Mejor BLAST SWP/TrEMBL

P42378
P45684

P29248
P49988
P26480

QII2WS5
QOHXB4
Q06198
P95425
QII6Y3
Qo1193
Q91646
QoI114
Qo1212
QoI3Z3
QOI5P9
Qo1444
QII3Y1
QI1265
Q91222
QOHZV1
Q9HYVS
QOHYTS
Q9HUR7

1x10 "
8x10
1x10 "
1x10
1x10 "
1x10
1x10 "
6x10
4x10

99

85

93

95

QOrganismo

p
p
p
p
p

p
p
p
p
p
p
p
p
p
p

p
p
p
p
p
p
p
p
p

. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa

. aeruginosa

Mejor BLAST con anotacion funcional

G 32 or RpoH
G 38 or RpoS
o 28 or FliA

G 54 or RpoN
G 70 or RpoD

SigX (Potencial RNAP g
Pupl

AlgUorg30orc H
PvdS (Potencial RNAP g
RpoE

Bupl (Potencial ECF o)
Fiul (Potencial RNAP g
Fecl

Fecl

Sigl (Potencial RNAP o)
PigD (Potencial RNAP g)
Fecl

PigD (Potencial RNAP g)

Prhl, sistema de transduccion de senial

Prhl, sistema de transduccion de sefial

GE
cE
RpoE
Pupl

P42378
P45684
P29248
P49988

P26480

Q9ZIG9
Q52208
Q06198
P95425
Q8VTBI
Q9L430
068593
P23484
Q8P4W3
050445
069005
P23484
069005
Q93IM8
Q93IM8
Q98CI9
P34086
Q8VTBI
Q52208

Organismo

P. aeruginosa
P. aeruginosa
P. aeruginosa
P. aeruginosa

P. aeruginosa

P. aeruginosa
Pseudomonas putida

P. aeruginosa
Pseudomnas aerugionosa
Bacteroides fragilis
Bordetella bronchiseptica
Pseudomonas aerugionsa
Escherichia coli
Xanthomonas campestris
Mycobacterium tuberculosis
P. aeruginosa
Escherichia coli

P. aeruginosa

Ralstonia solanacearum
Ralstonia solanacearum
Rhizobium loti
Escherichia coli
Bacteroides fragilis

Pseudomonas putida
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Los numeros de identificacion de los marcos de lectura abierta (orf) estan disponibles en
http://www.tigr.org (segunda columna). Las tres columnas centrales muestran el mejor resultado de
BLAST con las proteinas depositadas en SWISSPROT/TrEMBL junto con el niimero de acceso, el valor
de E y el organismo del que procede. Las columnas de la derecha muestran el mejor resultado de BLAST
con anotaciones funcionales.

7.3.2. Diecinueve factores sigma de P. putida KT2440 pertenecen a la subfamilia
ECF.

Los analisis realizados identificaron 19 nuevos factores sigma en P. putida
KT2440 (Tabla 33) ademas de los 5 descritos en la Introduccion. Todos los nuevos fac-
tores sigma pertenecian a la subfamilia ECF dentro de la familia 6’°. Estos factores
sigma se denominaron genéricamente Pp-ECF-1 hasta Pp-ECF-19. Trece de estos facto-
res sigma ECF tienen la mejor puntuacion en BLAST con proteinas de P. aeruginosa,
tres de ellas con proteinas de P. fluorescens, una con una proteina de Agrobacterium
tumefaciens, otra con una proteina de Caulobacter crescentus y la mejor puntuacioén
para Pp-ECF-4 fue Pfrl de la cepa WCS358 de P. putida.

Pp-ECF-1 mostr6 alta identidad con SigX de P. fluorescens. El gen que codifica
Pp-ECF-1 se localizo en 5° con respecto al gen que codifica la proteina de membrana
externa OprF. En P. fluorescens, la disrupcion de sigX reduce significativamente la ex-
presion de OprF y ademads tiene un marcado efecto sobre la tasa de crecimiento en me-
dio rico, indicando que también interviene en el control de otros genes (Brinkman et al.,
1999).

La proteina Pp-ECF-3 presenta un alto grado de similitud con AlgU de P. aeru-
ginosa (E = 10™%) (Tabla 33). AlgU fue inicialmente identificada por DeVries y Oh-
man (1994) como implicada en el fenotipo mucoide de las cepas de P. aeruginosa aisla-
das de pacientes con fibrosis quistica. Mas tarde, se relacion6 a este factor sigma con la
tolerancia a desecacion y estrés osmotico en la cepa de control biologico P. fluorescens
CHAO (Schnider-Keel et al. 2002). Resultados similares se han descrito en P. syringae
(Keith y Bender, 1999). Garret et al. (1999) también describieron que AlgU controlaba
negativamente la expresion de la biosintesis del flagelo en P. aeruginosa. En relacion
con este aspecto Segura et al. (2001) y Kieboom et al. (2001) describieron mutantes
con la capacidad de sintesis del flagelo afectada que eran hipersensibles a exposicion a
disolventes, pero se desconoce si AlgU esta implicado en esta respuesta, pues no se han
construido y caracterizado mutantes de AlgU en P. putida. No obstante en un reciente
analisis protedmico de respuesta a estrés por tolueno, Segura et al. (2005), han identifi-
cado la expresion de proteinas de respuesta a estrés térmico, por lo que es posible que

AlgU, directa o indirectamente, esté¢ implicado en dicho proceso.
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Pp-ECF-11 es similar al factor sigma Prtl de P. fluorescens (Tabla 33), codifica-
do por el operon dicistronico prtIR. Este factor sigma parece controlar la secrecion de
una proteasa extracelular en la cepa psicrofila (tolerante al frio) de P. fluorescens
LS107d2. PrtR es un activador transmembrana de Prtl, y ambos son necesarios para la
expresion de aprX a 29°C, el gen que codifica la proteasa antes mencionada (Burguer et
al., 2000). Aunque la organizacion genética de un operon similar al prtIR esta presente
en P. putida KT2440, no hemos detectado ORFs que codifiquen proteasas con secuen-
cias similares a AprX. Ademas hasta la fecha no hay evidencias de secrecion de protea-

sas al medio extracelular en P. putida.

Pp-ECF-12 muestra similitud al factor sigma-E (sigma 24), que normalmente
controla los genes que participan en la resistencia a temperaturas elevadas y estrés oxi-
dativo (Mecas et al., 1993; Maeda et al., 2000) Recientemente Estrella Duque ha de-
mostrado que este factor sigma participa directamente en la tolerancia a tolueno y se ha

denominado RpoT (E. Duque, comunicacion personal).

Pp-ECF-13 muestra relacion con SigD (sigma 28) que regula la sintesis de flage-
los en B. subtilis.

7.3.3. Andlisis de los loci del genoma de P. putida KT2440 que codifican supuestos
factores sigma-ECF con similitud de secuencia a fecl de E. coli.

El analisis del genoma de P. putida KT2440 indicaba que habia 13 factores
sigma ECF que mostraban similitud con el gen fecl de E. coli: Pp-ECF-2, -4, -5, -6, -7, -
8,-9,-14, -15, -16, -17, -18 y Pp-ECF-19.

La proteina Fecl en E. coli es un factor sigma que regula la captacion de citrato
de hierro (Enz et al., 2000). Las proteinas codificadas por los genes del operon fe-
CABCDE, transportan el citrato de hierro (III) extracelular al citoplasma. Los genes fe-
cl/fecR, localizados en el extremo 5° de fecA, activan la transcripcion del operon. FecA
es el receptor que interacciona con el citrato férrico extracelular transmitiendo una se-
nal al sensor transmembrana FecR. Los dominios citoplasmaticos de FecR interaccionan
con el factor sigma Fecl, que a su vez estimula la expresion del operon feCABCDE. En
E. coli el operon feclR esta regulado negativamente por la proteina Fur, que sensa el
nivel de hierro intracelular (Mahren et al., 2002).

En el alineamiento multiple (CLUSTALW) de todos los factores sigma detecta-
dos en P. putida, el dendrograma reveld que todos los factores sigma-ECF similares a

Fecl, se reunian en un solo grupo, dividido en dos ramas (Figura 23). En la Tabla 36 se
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muestra la cuantificacion de la similitud entre todas las proteinas de esta agrupacién y la
proteina Fecl de E. coli y diferencia también los 2 mismos subgrupos que el dendro-
grama. Asi el primer subgrupo, el de secuencias con valores de similitud con Fecl ma-
yores (entre 39 y 48%), corresponde a la primera rama, mientras que el segundo sub-
grupo, el de las secuencias con valores de similitud con Fecl menores (entre 16 y 26%),
corresponde a la segunda rama del dendrograma (Figura 23).

El grado de similitud entre las proteinas de P. putida similares a Fecl indica que
la divergencia no fue muy reciente y sugiere un posible origen evolutivo que podria
implicar transferencia genética horizontal desde diferentes microorganismos con una
rapida evolucion dirigida por restricciones funcionales derivadas de requerimientos
adaptativos ambientales.

Pp-ECF-2
PR-ECF-5
Pp-ECF-9

Pp-ECF-16
Pp-ECF-7
Pp-ECF-17
— L Pp-ECF-15
— —— Pp-ECF-4

Pp-ECF-5
—[F‘p-ECF-14
Pp-ECF-6
{Pp-ECF-lﬁ
L Pp-ECF-19
— Pp-ECF-10

L Pp-RpoN

Pp-ECF-11
Pp-ECF-12
[ Pp-ECF-13

Pp-ECF-3

Pp-RpaD

Pp-Rpos
Pp-RpoH
Pp-Flia
Pp-ECF-1

Figura 23: Dendrograma de los 24 factores sigma detectados en el genoma de Pseudomonas putida
KT2440. El dendrograma muestra las relaciones filogenéticas entre los 24 factores sigma hipotéticos del
genoma de P. putida KT2440 correspondientes al alineamiento multiple de sus secuencias usando el
programa CLUSTALW disponible en http://clustalw.genome.ad.jp/
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También hemos analizado la organizacion de las regiones adyacentes a todos los
genes de P. putida similares a fecl y se ha encontrado que en 11 de los casos, el gen
similar a fecl esta ligado a un gen similar a fecR (al que denominamos con las iniciales
TMS de TransMembrane Sensor) (Figura 24), mientras que en dos casos (Pp-ECF-4 y

Pp-ECF-6), el gen similar a fecl aparece sin un gen adyacente similar a fecR.

Pp-ECF-4 es casi idéntico a la proteina Pfrl de P. putida WCS358, un activador
que regula la expresion de la biosintesis de pseudobactina 358 en condiciones de limita-
cion de hierro (Venturi et al., 1995). La pseudobactina 358 es un sider6foro fluorescente
amarillo-verde producido por esta cepa y puede ser considerado el equivalente funcional
a la pioverdina de P. aeruginosa. El gen que codifica a Pp-ECF-4 esta localizado junto a
un gen que codifica una pioverdina sintetasa y una proteina sin funciéon conocida, pro-
bablemente implicada en la biosintesis del sider6foro (Figura 24). Respecto de Pp-ECF-

6 carecemos de datos acerca de la funcion de los genes adyacentes.

Es de interés sefalar que todas las agrupaciones del tipo fecIR de P. putida estan
seguidas por genes que codifican un receptor de ferrisideréforos o un receptor de hemo,
excepto en el caso del gen que codifica Pp-ECF-16; este gen parece estar asociado a un

sistema de eflujo de funcién desconocida (Figura 24).

El gen que codifica Pp-ECF-2 esta ligado a 2 genes que codifican proteinas muy
similares a FecR y FecA de E. coli (Figura 24). Esta conservacion en secuencia y en
organizacion genética sugeriria una funcion similar para esas proteinas en ambas bacte-
rias. Este hallazgo junto con los resultados de la comparacion de secuencias, sugieren

que Pp-ECF-2 es muy probablemente el equivalente funcional de Fecl de E. coli.

El gen que codifica Pp-ECF-14 estd asociado con un gen similar a FecR seguido
por un gen que codifica un supuesto receptor de hemo (Figura 24) muy similar a la pro-
teina PfhR de P. fluorescens (Tabla 37). Su ortdlogo en P. aeruginosa es el receptor
PhuR dentro del locus phu (del inglés Pseudomonas haem uptake) que contiene el ope-
ron phuSTUVW que codifica un tipico sistema transportador ABC (Ochsner et al.,
2000).

Agrupado con el gen que codifica a Pp-ECF-15 (mejor BLAST hit Pupl, ver
Tabla 33) y Pp-TMS-15 hay un gen cuyo producto es muy similar a la proteina PupB,
que es el receptor de la pseudobactina férrica BN7/BN8 descrito en P. putida WCS358
(Tabla 37). La transcripcion del gen pupB esta regulada por el factor sigma ECF Pupl y
su correspondiente sensor transmembrana, PupR (Koster et al., 1994, Visca et al.,
2002).
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Fecl Feck FECA HYP. PROT.

MEMER ANE Pp-ECF-2 Pp-TMS-2

FROT.
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Pp-ECF-5 Pp-TMS-5 FERRIC TRANSCRIFTIONAL
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RECEFTOR

— - — ) —
EXOMUCLEAZE H - 5 i QUTER MEMERAME
G AL FERRICHROME-IRON RECEFTOR

— ) [
TRANZCRIFTIONAL Pp-ECF-8 Pp-TM=-2 FERROXIAMIMNE E
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EXCINUCLEASE Pp-ECF-3 Pp-TMS-3 OUTER MEMEBRANE
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-3-PHOSPHATE DE ENTIEMNS RECEFTOR [FupE]
HYOROGEMNASE
— : : -y —
PHOSPHO
GLUCOMUT AZE Pp-ECF-17 Pp-TWS-17 OUTER MEMERANE
FERRIC $IDEROPHORE RECERFTOR

: 1 I — : : -
GLYCIME ! BETAINE! Pp-ECF-18 Pp-TMS-18 FECA-LIKE ORNITHINE

CARNITINE ¢ CHOLINE DESCARED:.
TRANEFORT £vETEM PERMEASE

: — | : -
FLUTATIVE Pp-ECF-19 ¢ Pp-ThiS-19 OUTER MEMERAME TRAMICRIPTIONAL

LIPOFROTEIM FERRIC SIDEROPHORE REGULATOR LYER FAR.
RECEFTOR

: — - : I :
DMA-3-METHYL-A-  Pp-ECF-16 Pp-TMS-16 MAIOR PASF EFFLUX

GLYCOSYLASE FACILITATOR  TRANIPORTER
FAMILY TRANSF

FERIPLASMIC  SIDEROPHORE Pr-ECF-4 POVERDINE
EINDING PROTEIN ETOSTNTHESIS  FppRic REGULATOR 5 THTHETASE
FRAT.
Firl

—{ 3 : ; : : :

ABC EXPORT Pp-ECF-6 HYPOTHETICAL MAJOR
YETEM FROTEIN FACILTATOR
MEMER.AMNE FAMILY TRANZF

FUZI0ON PROTEIN

Figura 24: Genes similares a fecl y sus regiones adyacentes en P. putida KT2440. Hay 13 factores sigma
ECF hipotéticos similares a Fecl de E. coli en P. putida KT2440. Los genes que codifican los factores
sigma ECF similares a Fecl se representan con flechas azules y los genes de los sensores transmembrana
similares a FecR se representan por flechas rojas. Los genes que codifican receptores de ferrosideroforos
o receptores de hemo, se representan por flechas naranjas. Los genes no relacionados con la adquisicion
de hierro se representan con flechas grises.
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Los analisis genéticos y bioquimicos de los miembros de la familia sigma-70
definen 4 regiones funcionales divididas en subregiones (Lonetto et al., 1992). El ali-
neamiento miltiple de los factores sigma ECF con o'’ mostr6 en ellos la ausencia de la
mayor parte de la region 1 (caracteristica de los factores o ECF) y una conservacion
elevada de residuos relevantes en la region 2 y 4 del sigma-70 primario RpoD (Leoni et
al., 2000).

El alineamiento multiple de los 13 factores sigma ECF de la subfamilia de Fecl
de P. putida KT2440, con Fecl de E. coli (Figura 25) revel6 una conservacion mayor en
los dominios 2.2 y 4.2. El dominio 2.2 de Fecl participa con los dominios 2.1, 2.4 y 4.1
en las interacciones con la ARN polimerasa. El dominio 4.2 incluye un dominio hélice-
giro-hélice que probablemente se une a la regiéon —35 de los promotores. En el dominio
2.1 (Figura 25), las secuencias Pp-ECF-2, -7, -8, -9, -15, -16 y —17, las que forman la
primera rama del dendrograma, las mas similares a Fecl, (Figura 23 y Tabla 36), mues-
tran una tirosina en posicion 25 y dos triptdfanos en las posiciones 31 y 35, conserva-

das.

Como la region 2.1 de la proteina Fecl de E. coli interacciona con los residuos
13-50 de FecR (Stiefel et al., 2001), alineamos los primeros 60 residuos de las 11 pro-
teinas de P. putida similares a FecR (Pp-TMS) asociadas a proteinas parecidas a Fecl.
Encontramos que con excepcion de Pp-TMS-16, todas las proteinas similares a FecR
que acompafian a proteinas similares de Fecl del subgrupo de la primera rama del den-
drograma compartian 3 triptéfanos conservados que no estaban presentes en las otras
proteinas similares a FecR de P. putida (Figura 26). Curiosamente los estudios de mu-
tagénesis al azar de FecR en E. coli identificaron especificamente a estos triptofanos

como residuos importantes en la actividad de FecR (Stiefel et al., 2001).

El alineamiento de la proteina FecA de E. coli con otros receptores de siderofo-
ros bacterianos reveld que su fragmento N-terminal, responsable de la interaccion con
FecR e implicada en la transduccidn de sefial, no esta presente en algunos de ellos (Kim
et al., 1997). Para probar la posible actividad reguladora de los receptores de membrana
de P. putida, ligados a las proteinas del tipo FecIR, investigamos si contenian esta ex-
tension N-terminal. Para ello seleccionamos un conjunto de secuencias (Pie de Figura
27) por similitud con RumA (EMBL accession number X90691), el receptor de la rizos-
ferrina férrica de Morganella morganii (Kiihn et al., 1996), que muestra elevada simili-
tud con FecA, pero que carece del fragmento N-terminal propio de FecA. El alinea-
miento de estas secuencias con los diez receptores férricos de P. putida KT2440 asocia-
dos a las agrupaciones similares a FecIR (Figura 27) mostr6 que todos los receptores
férricos de P. putida tienen la extension N-terminal, excepto Pp-ECF-14 que curiosa-

mente, es el tnico receptor de hemo del grupo (Figura2 y Tabla 37).
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ecfa 0 0—-————-—-- MPPAEPSLNLOQWOTLYTEHHGWLOGWLGRKLGHN A DAADLAHDTF YR LL SROQGH PYFGNEPRAL
ecfls 0 - MHN&SPSAPAPGFOLEELYR SHHGWIROWLORKLGHAKDAAEL AQOVFWRLL SKPRYFNIOHE HAR A
ectfls 0 e ——— MLTSPM-SGLLASFOQEHYDOLLOQFLTREMSORORAADVAQETYLELWNIDEQAVPWLHARSF
ecfd =0 0-—-———-—- MAEQLSTSKCDSPLLOQAFWOMRS ILVWKIAARITGCRSRAEDY YO ODAFFRLSTAPQITSEFEAQLSY
ecTE MSEFCGDIIEFHAD: AGARARFYIVWFOAORARMEALYSRRYQCRATASDOLYOELFLR FWRR-FEV-EWVEALDT Y
ectflda 00 e mmm e — o MEQSRFNSYWFLYVORLTLLRTLOQRMYGHNPSTAEOLLOQETYLRYVSRALSER-PIEHIERPF
ecfe = 0Do— e e EHYYRELWSFLSARLGSROAAEDVAHDAY LR YVLERTSS -EQIEHFRAF
ectls 00 memmmm e e mmmm e MSSGHKEGFLOHYHELIGTWTRELRSROQAEDLTHOAF YR YLE-TFR -EQWVEQPRAY
I |
1.7 I 7.1 I 7.2 '
k3 *
FECI_ECOLI LCTIAKRWMY ILFRRMNALE KAYLEMLALM-----PEGGAPSPEERESQLETLOLLOSMLDGLNGKETREAFLLS
ecfl7 _PP3G LLTWGERLLSMFHOQRR SLEQAYL DAL AQL-----PEQHWPSPEQRWWLLETLOQALDEL LDGLEPAIRKAFLWS
ecTZ_FP4E1L LATWYAKRVLCNHFRRQELERAYLQAL AQY~-~----PEEVAFPCEEQKATIIFETLLALDHLLOGLPFLYVKR AFLLA
ecT7_PP0O3EC LAAWAKGLMFOHFRRAALEQAYLAELALT-----PEAEQPSPEMOHLILEDLEATORLLGELSSKARAAFLHS
ecf&S_PPOl& LRTYARGLYIDHWRREELHRAYLEAL AHYW--—---PEALVPSYETRELLLELLER IARMLOGLEPEYRR AFLL A
ectl&e_FFO7F LSSIARSGLMIDQFRRRALERAYQESLAHL-----FPEAEWFSEEDKLWILODSLERLORALQQLEFRWROQAFLLA
ectT9_PPI0S LTHIAKG LVYDRWRRODWERAYLEATIAHL-----POQPEVWPSPETRWLILETLYRIDAMLRDMPARVROWFLLS
ecT 15 _FPFO& LGRMERNACYDFWRRRRVYEQAYLEVLAAQ-----FEQLAFPSLEHQAVILETLEQLQAMFERMP QR WAEAFSMA

ecfls_FFRzl IFRVAGHLAIDALRREQRIAASHDDSDGA--—CEVACPAPAFPEAALLARERLOILDOALLOQLFOMAROALLLHN
ectfd4_PP4z4 LFOQIVRNLAIOHYRKOQAME LK YSGSEEEG- ——-MHN VYW ONASPEATHIMNR AALNDIAEALNELPPRTR Y AFEMY

eCcTE_FFP4ED0 LLRCAGHLAIDHLR SESSR ERVAEAAVPY - ---SEASLAQAPEQAVEWDHDLOQR IEATLRALPERTROQIFLLMN
ectl4 _PPL10 WFQTARNLALOHLARARRYW]ARMLYVDDVPOEYVLHSYAAPATSSEDAAHAEQLLKHLSYSLNQLSERQORIFILS
ecT&_PP420 LYRTALMLYYDRHRROLWR QAEPLODALDA----DSRLHSSELOQHDLOQLOQRLALMOKALDELSRPCROSFLLR
ectls_FPFOS LHOQAARNIAVYDSFRREDRROQALEREAFE----- EGATGZGDPEAYWHALELADSVERALAELFPLNCROWFIWQ
I I | | |
FRERL 2.4 I 3.1 izl | 4.1

H * HE H b

FECI_ECOLTI OLOGLTY SEIAHKLGW SIS SWHKEYWAKAVEHCLLFRLEYGL- ——---——--——
ecTl? _PF15 OLEGLGYAEIGORLGWCOQR SWHKRYMAQAYEHCLLAELQ----—---—--——
ecfZ_FP4el OVDGLGOGEIARELGISLATYKR YLMKAAMRCYFAL----=--—==-=— ===
ecT7_FFPO3G RLOGMGHAEIAERLGY SWSRVROYIAQGMROQCY WALYGERPT- ——---—--——
ecf&_FFOLE QCEGLKHOQAIAEQMGI VR TWER Y IANALYHCYYLRYEDDC - —=--—---=
ecfls_FFO7 OLOGLEIVOVAQRLGYERATVERDLAKALGACYRLREYADA-
ecTI_FP3I0E QLOGLTYAQIAEQLOWSLITIKROMR TAFLACLSTIE----—--—-—-
ecfls_FFO& OLOGMKQREIAEQLGY SER SWNEYLAQAMYOQCLLLEAELDGE LA
ecfls_PP:l RYEGLTOQKOVAQRLGWSESMUWAKYTIGQALR HOR GR LK QAGWAASWL LW AA
ecT4_FPa4z4 RLHGWPOKOIAKELGYSPTLYWNFMIR DALYHCRKTASRQA--——--——--——
ecfE_FF4e0 RIHGCKY SEIAKAMOQL ZQSAVEKHMMRALEACKASVAERPASTPRRFGSARR
ecfl4_PPLO RLHGATY LEITAEQLSWSPSTWOKELKE LIMATCMG-VAERLK-—---—----—
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Figura 25: Alineamiento multiple de los factores sigma ECF similares a Fecl de P. putida KT2440 y
Fecl de E. coli. El alincamiento se realizo con el programa CLUSTALW disponible en
http://clustalw.genome.ad.jp/. Los residuos idénticos y siguientes grupos de residuos se consideraron
idénticos: DE, NQ, RK, ST, FYW e ILVM, como en Leoni et al. (2002). Los residuos que coincidian en
el 100% de las secuencias alineadas se sefialan con un asterisco y los residuos que coinciden en >50% de
las secuencia alineadas se muestran resaltados en amarillo. Los dominios definidos para la familia sigma-
70 estan indicados de acuerdo con Leoni et al. (2002).

24 44 55

4 4 1
Pp-TMS-2 -———————~- MNASFSPLVAEQAVHWL IESQGODFGQAQQLAFDHWLOADLE HQRAWAHIQQVNQRLRGY
Pp-TMS5=-15 —————__ MSRAFLOHAVLQAAAGWF AR LH AAHNDAATQAQWHAWLNED TR HRLAWS YVEN INQR F GG
Pp-TMS-9 ——————— MMVOQRIDPLILGEAADWLVQLOSGTATEADHRAVIAWCKR SAQHAQAWIRAEAILGOFRR
Pp-TMS=-7 ——————— MSNLPVSSRVLEAATAWKLSLGESSGTPDER NEFMRWHAAS EE HARAWROQLGAMDQRVSA
Pp-TMS-8 —————— MTVARPDTK-TWRQATIQWMLRLR ESGHDPALQOQQCAQWRS SHHE NEQAWQRMVHLHK DLDL
Pp-TMS-17 - ———--- MSFPHTPETREALRAAARWLALLD SGDASESDLQRLAOWRASSHLHEDAWQKASLLRARFA
Pp-TMS-5 —————— MSRLPPITEAQFQAALQWFNRINEQPG-QAEGAAFKRWLLADPAHRAAYDQAQYLWY KSAA
Fp-TM5-16 MKSQEAFSMEKOQHGTDAVR EQAAANWF ARV DAPRDAGLHKQLHAWLASDEHHREEYEHLCR
Pp-TMS-16 —————— MTPVIVRPNGPTYREQTAPMSPMS AKQLOPOPQOQEALAWFSLLRQPGCOE TQROAFAAWCD

Pp-TMS5-14 ---MSCPQANGNAKP-LPHPALALIIRKK TIQGF TVTDSPAPRP-SPARPDARARAMDEALDWLY
Pp-TMS-19 -LDQALLOLPONARQALLLNRVEGLTQKQVACQRLGVSESMVAKYIGQALR HCRGRLKQAGY

Figura 26: Alineamiento multiple de los 60 primeros residuos de las 11 proteinas similares a FecR liga-
das a los factores sigma similares a Fecl en P. putida KT2440. Las proteinas similares a FecR Pp-TMS-2,
-15,-9, -7, -8 y -17 comparten tres triptofanos (W), que se muestran resaltados.
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Figura 27: Representacion esquematica del alineamiento multiple de la regiéon N-terminal de los recepto-
res similares a FecR de P. putida KT2440 ligados a grupos fecIR con un conjunto de receptores sin exten-
sion N-terminal responsable de la interaccion con FecR. El alineamiento multiple se efectud con los 10
receptores férricos de P. putida KT2440 asociados a los grupos reguladores fecIR con un conjunto de
secuencias similares a RumA (Numero de acceso EMBL X90691). Las secuencias extraidas de SWISS-
PROT similares a RumA fueron: NP_251958, un probable receptor dependiente de TonB de Pseudomo-
nas aeruginosa PAO1; ZP_00026113, una proteina hipotética de Ralstonia metallidurans; trlQ9AQK?7, un
receptor de vibrioferrina férrica de Vibrio parahaemolyticus; NP_638397, un transportador de hierro
dependiente de citrato de Xanthomonas campestris; NP_282742, un receptor de membrana externa del
sistema de captacion de hemo de Campylobacter jejuni; NP_223344, una proteina transportadora de citra-
to de hierro (IIT) de Helicobacter pylori J99; NP_602762, un receptor de hemo de Fusobacterium nuclea-
tum; y NP_230129, una proteina de virulencia de membrana externa regulada por hierro de Vibrio chole-
ra. Las lineas verticales grises y negras indican los residuos en los que el grado de conservacion en el
alineamiento es superior al 40% y al 80% respectivamente.
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Tabla 36: Valores de similitud entre los factores sigma ECF de P. putida y la proteina Fecl de E. coli.

PPECF-2 PpECF4 PpECF5 PpECF6 PpECF7 PpECF8 PpECF-9 PpECF-14 PpECF-15 PpECF-16 PpECF-17 PpECF-18 PpECF-19 E. coli Fecl

100% 16 % 16 % 22 % 41 % 47 % 40 % 17 % 36 % 47 % 45 % 18 % 23 % 43 %
Pp ECF-2
Pp ECF-4 100 % 20 % 17 % 21 % 16 % 13% 20 % 18 % 20 % 14 % 19 % 24 % 16 %
Pp ECF-5 100 % 21 % 19 % 18 % 18 % 29 % 17 % 21 % 17 % 22 % 23 % 17 %
Pp ECF-6 100 % 28 % 28 % 21 % 22% 22 % 24 % 22 % 33 % 29 % 26 %
Pp ECF-7 100 % 43 % 36 % 16 % 34 % 44 % 42 % 25 % 26 % 43 %
Pp ECF-8 100 % 49 % 17 % 43 % 52% 44 % 23 % 21 % 43 %
Pp ECF-9 100 % 18 % 40 % 45 % 43 % 22 % 19% 40 %
Pp ECF-14 100 % 17 % 21 % 12% 17 % 22 % 16 %
Pp ECF-15 100 % 37 % 42 % 21 % 22 % 37 %
Pp ECF-16 100 % 41 % 23 % 25 % 41 %
Pp ECF-17 100 % 30 % 24 % 48 %
Pp ECF-18 100 % 30 % 23 %
Pp ECF-19 100 % 25 %
E.coli Fecl 100%

Hemos definido un pardmetro al que denominamos valor de similitud para cuantificar la similitud entre un par de secuencias A y B. Este parametro se basa en tres valores:
(i) puntuacion BLAST obtenida al comparar las secuencias A y B; (ii) puntuaciéon BLAST obtenida al comparar la secuencia A consigo misma; (iii) puntuacion BLAST obte-
nida al comparar la secuencia B consigo misma. La puntuacion mas baja que resulta de comparar las secuencias A y B consigo mismas representa la "puntuacion maxima"
posible. En la mayoria de los casos, la proteina mas corta de cada par determina el valor de la puntuacion maxima. El valor de similitud se define como la razon entre la pun-
tuacion obtenida al comparar las dos secuencias y la "puntuacion maxima". Cada celda de la tabla indica valores de similitud expresados en porcentaje. Se ha usado el pro-
grama BLAST descargado del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sitemap/index.html).



Tabla 37: Receptores asociados con los agrupamientos de proteinas similares a FecIR en P. putida.

Receptor

Pp-rec-2
Pp-rec-5
Pp-rec-7
Pp-rec-8
Pp-rec-9
Pp-rec-14
Pp-rec-15
Pp-rec-17
Pp-rec-18
Pp-rec-19

Id ORF

PP4613
PP4606
PP0350

PP3084
PP1006
PP0669
PP3575
PP0867
PP2193

Mejor resultado BLAST SWISS-PROT/TrEMBL

FecA

Prob. rec. TonB-dependiente
Prob. rec. ferrosideréforo hidroxamato

Prob. rec. TonB-dependiente

Rec. ferricromo fcuA

Rec. hemo membrana ext. PthR
Prob. rec. TonB-dependiente
Prob. rec. TonB-dependiente
Prob. rec. TonB-dependiente

Prob. rec. TonB-dependiente

QYHXB2
QII6Y1
QoI648
QoIl16
Q05202
QYX5P3
QYHWL3
QuI2J4
QYHYX3
Q9HVCO

E

0.0
0.0
0.0
0.0
1E-165
0.0
1E-168
1E-162
0.0
0.0

Organism

W U U U U <X U U U T

. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa
. enterocolitica
. fluorescens
. aeruginosa
. aeruginosa
. aeruginosa

. aeruginosa

Mejor resultado BLAST con anotacién funcional

FecA

Rec.ferricromo-hierro (FhuA)

Rec. ferrosiderdforo hidroxamato (FiuA)
Rec. ferrioxamina B

Rec. ferricromo fcuA

Rec. hemo membrana externa PthR

Rec. pseudobactina-férrica BN7/BN8 (PupB)
Pro. rec. sideroforo férrico (BfrB)

FecA

Rec. aerobactina férrica TutA

P13036
P72609
068595
Q56145
Q05202
QYX5P3
P38047
P94265
P13036
Q93415

0.0
3E-78
0.0

0.0
1E-165
0.0
1E-165
1E-136
1E-180
1E-144

Organism

Escherichia coli
Synechocystis sp.
P. aeruginosa

S. typhimurium
Y. enterocolitica
P. fluorescens

P. putida

B. bronchiseptica
Escherichia coli

V. parahaemolyticus

Los numeros de identificacion de los marcos de lectura abierta (0rf) estan disponibles en http://www.tigr.org (segunda columna). Las tres columnas centrales muestran el
mejor resultado de BLAST con las proteinas depositadas en SWISSPROT/TrEMBL junto con el nimero de acceso, el valor de E y el organismo del que procede. Las colum-
nas de la derecha muestran el mejor resultado de BLAST con anotaciones funcionales.



Tabla 38: Comparacion de los factores sigma ECF de P. putida KT2440 y P. aeruginosa PAO1.

Pp-ECF-1
Pp-ECF-2
Pp-ECF-3
Pp-ECF-4
Pp-ECF-5
Pp-ECF-6
Pp-ECF-7
Pp-ECF-8
Pp-ECF-9
Pp-ECF10
Pp-ECF11
Pp-ECF12
Pp-ECF13
Pp-ECF14
Pp-ECF15
Pp-ECF16
Pp-ECF17
Pp-ECF18
Pp-ECF19

Pa-
ECF-

Pa-
ECF-
2

12%
66 %
10 %
15%
19 %
24 %
45 %
50 %
47 %
6%
13 %
12%
13 %
16 %
35%
50 %
50 %
24 %
21 %

Pa-
ECF-
3

15%
7%
93 %
9%
13%
13 %
7%
7%
10 %
8%
12 %
14 %
15%
12%
7%
9%
7%
12 %
14 %

Pa-
ECF-
4

7%
17 %
7%
86 %
20 %
18 %
22 %
17 %
14 %
6%
7%

9%
20 %
21 %
21 %
14 %
20 %
23 %

Pa-
ECF-
5

10 %
15 %
11 %
18 %
58 %
20 %
16 %
15 %
19 %
6%
9%
9%
13 %
29 %
14 %
21 %
17 %
25%
23 %

Pa-
ECF-
6

24 %
15%
19 %
24 %
68 %
24 %
30 %
24 %
10 %

11 %
14 %
22 %
23 %
27 %
20 %
36 %
35%

Pa-
ECF-

Pa-
ECF-

Pa-
ECF-
9

51 %
10 %
16 %
23 %
22%
46 %
50 %
53 %

15%
11 %
11 %
14 %
43 %
51 %
52 %
24 %
26 %

Pa-
ECF
10

Pa-
ECF
11

14 %
6%
15%
18 %
21 %
12 %
14 %
15%
6%

7%
22 %
10 %
17 %
13 %
20 %
25%

Pa-
ECF

25%
9%
23 %
21 %
33%
23 %
30 %
26 %
7%
10 %
7%
13 %
24 %
23 %
29 %
21 %
28 %
29 %

Pa-

Pa-
ECF

35%
6%
16 %
16 %
21 %
37 %
34%
32%
7%
10 %
9%
6%
9%
25%
37 %
35%
19 %
19 %

Pa-

Pa-

Pa-
ECF

10 %
22%
14 %
20 %
25%
27 %
20 %
21%
19 %

10 %
13%
28 %
22%
25%
22%
26 %
30 %



Tabla 39: Comparacion de los sensores transmembrana (TMS) asociados con los factores sigma ECF de P.putida KT2440 y P. aerugionosa PAO1.

Pp-TMS02
Pp-TMS05
Pp-TMS07
Pp-TMS08
Pp-TMS09
Pp-TMS14
Pp-TMS15
Pp-TMS16
Pp-TMS17
Pp-TMS18
Pp-TMS19

Pa-TMS02

43 %
15 %
32%
29 %
36 %
17 %
32%
18 %
28 %
23 %
16 %

Pa-TMS05

17 %
41 %
17 %
12 %
18 %
20 %
16 %
18 %
16 %
21 %
18 %

Pa-TMS6

14 %
21 %
13%
10 %
13%
13%
13 %
12%
10 %
25%
13%

Pa-TMSO07

26 %
18 %
47 %
21 %
27 %
14 %
23 %
12 %
19 %
20 %
15 %

Pa-TMS08

33%
11 %
30 %
44 %
34%
14 %
26 %
12 %
27 %
22%
13%

Pa-TMS09

31 %
14 %
27 %
30 %
38 %
16 %
25%
17 %
29 %
19 %
18 %

(Valores de similitud calculados tal como se describe al pie de la Tabla 36).

Pa-TMS11

12 %
16 %
11 %
9%
17 %
14 %
11 %
13 %
16 %
14 %
12 %

202

Pa-TMS12

14 %
17 %
15 %
13%
18 %
12 %
17 %
15%
15%
27 %
16 %

Pa-TMS13

11 %
19 %
15%
14 %
15%
12%
16 %
15%
15%
26 %
19 %

Pa-TMS14

23 %
15 %
25%
19 %
26 %
13 %
24 %
17 %
21 %
21 %
16 %

Pa-TMS15

17 %
12 %
20 %
15%
19 %
11 %
18 %
16 %
20 %
13%
11 %

Pa-TMS18

16 %
24 %
18 %
16 %
19 %
14 %
18 %
13%
13 %
22%
21 %

Pa-TMS19

25%
18 %
25%
20 %
34%
13%
27 %
16 %
24 %
18 %
15 %
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Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren que cada receptor de P. putida
dotado de extension N-terminal probablemente interacciona con su correspondiente
proteina similar a FecR para transmitir una sefial a su sistema especifico de captacion

de hierro férrico.

7.3.4. Comparacion de factores sigma ECF de P. putida y P. aeruginosa.

Para revelar las caracteristicas diferenciales en el repertorio de los factores sigma
entre la bacteria del suelo P. putida y el patogeno humano P. aeruginosa, se realiz6é un
analisis comparativo (para homogenizar la redaccion, usamos el mismo tipo de nomen-

clatura sistematica empleado con P. putida).

En ambas especies se han caracterizado los ortélogos funcionales para los facto-
res sigma G 2, 638, FliA, s y c"°. Para establecer relaciones de similitud entre los fac-
tores sigma ECF de P. aeruginosa y P. putida, hemos analizado los resultados de la
comparacion con BLAST entre todos los factores sigma ECF. Para evaluar la similitud
hemos empleado un valor (sv; ver pie de nota en Tabla 36) que considera la similitud a
lo largo de las secuencias completas. Los factores sigma ECF de 1 a 10 de P. putida
proporcionaron proteinas relacionadas en P. aeruginosa con valores de similitud muy
elevados (> 50%) (Tabla 38).

ECF-1 en ambas bacterias estd asociado a OprF, y el elevado valor de similitud
(94%) indica una posible funcion comun. Pa-ECF-3 (AlgU) proporcion6 un valor de
similitud (93%) con el Pp-ECF-3. El factor sigma de control de sintesis de pioverdina
(PvdS) de P. aeruginosa produjo un valor de similitud (86%) con Pp-ECF-4. PvdS esta
ademas implicado en el control de la expresion de al menos 2 factores de virulencia:
exotoxina A y una exoproteasa (Lamont et al., 2002; Shen et al., 2002). En P. putida
BTP1, se ha propuesto que el sistema de adquisicion de hierro mediado por la pioverdi-
na, contribuye a la capacidad ecoldgica de la cepa y su capacidad de colonizar y persis-
tir en la rizosfera (Ongena et al., 2002).

Cinco de los factores sigma ECF de P. aeruginosa (Pa-ECF-2, -5, -7, -8 y -9)
fueron significativamente similares a proteinas del tipo Fecl de P. putida. En este grupo
encontramos que las proteinas similares a FecR y receptoras de hierro, codificadas por
los genes adyacentes eran también bastante similares (Tabla 39 Tabla 40), constituyen-
do 5 agrupaciones cuyas secuencias y organizacion genética estuvieron conservadas en
ambas especies. El hecho de que P. putida y P. aeruginosa compartan 5 sistemas de
adquisicion de hierro sugiere un origen evolutivo comun y puede correlaccionar con su

capacidad para compartir ciertos nichos.
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Figura 28: Genes de Pseudomonas aeruginosa que codifican factores sigma ECF y sus regiones adya-
centes. Organizacion genética correspondiente a los factores sigma ECF de P. aeruginosa sin un similar
en P. putida. Los genes correspondientes a factores sigma ECF se representan con flechas azules, los
genes de sensores trnasmembrana se representan con flechas rojas, y los genes que codifican receptores
de sideroforos férricos o receptores de hemo, aparecen como flechas naranjas. Los genes que codifican
proteinas sin relacion con la adquisicion de hierro se muestran como flechas grises.

Por otro lado hemos encontrado 9 factores sigma ECF in P. aeruginosa que no
tenian sistemas similares en P. putida (Pa-ECF-11-19) (Tabla 38 y Figura 28). Estos
factores sigma diferentes de P. aeruginosa pudieran estar implicados en la patogenici-

dad de esta ultima cepa. La capacidad de usar hemo es caracteristica de varios patoge-
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nos humanos. Hemos encontrado que 3 de los factores sigma especificos de P. aerugi-
nosa estan asociados a genes que codifican proteinas receptoras de hemo (Pa-ECF-12,
Pa-ECF-18 y Pa-ECF-19) (ver Figura 28). Pa-ECF-18, denominado HasR, se ha carac-
terizado bioquimica y genéticamente (Ochsner et al., 2000), y el locus has codifica un
sistema de captacion de hemo constituido por un receptor de membrana externa (HasR),
una proteina de unidon a hemo extracelular y un aparato de secrecion de tipo 1. Otro fac-
tor sigma ECF interesante, sin equivalente en P. putida es el Pa-ECF-11, que esta ligado
a 3 genes llamados pig, regulados por Fur y a los genes hxc que codifican un sistema de

secrecion de tipo II (Ochsner y Vasil, 1996).

Tabla 40: Comparacion de los receptores de hierro (rec) asociados a los factores sigma ECF de P. putida
KT2440 y P. aeruginosa PAO1.

Pa-rec02 Pa-rec05 Pa-rec07 Pa-rec08 Pa-rec09 Pa-recl2 Pa-rec13 Pa-recl8

Pp-rec02 67 % 9% 8% 9% 8% 3% 5% 4%
Pp-rec05 8% 64 % 15% 16 % 10 % 3% 6% 4%
Pp-rec07 9% 14 % 69 % 27 % 9% 3% 5% 3%
Pp-rec08 5% 15% 33% 62 % 10 % 4% 5% 4%
Pp-rec09 4% 11 % 9% 8% 34 % 4% 3% 3%
Pp-recl4 6 % 4% 6 % 6% 3% 8% 6 % 9%
Pp-rec15 8% 10 % 11 % 12 % 8% 3% 3% 3%
Pp-recl7 8% 8% 9% 10 % 36 % 4% 4% 3%
Pp-recl8 40 % 8% 9% 6% 6% 6 % 6% 4%
Pp-recl9 7 % 6 % 5 % 6 % 4 % 5 % 18 % 6 %

(Los valores de similitud se calcularon como se describe al pie de la Tabla 36. Se marcan los valores de
similitud correspondientes a las cinco agrupaciones similares a feCIRA cuya secuencia y orden de genes
estd conservado entre ambas especies).
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Los resultados obtenidos y expuestos en esta memoria permitieron establecer las si-

guientes conclusiones:

L.

II.

I1I.

IV.

VL

La base de datos BacTregulators esta ideada para detectar los reguladores en los
genomas procariotas y clasificarlos en familias y considera la integracion de la in-
formacion que sobre cada regulador se ha recopilado de diferentes bases de datos
y de la bibliografia. Se basa en unos criterios bien definidos que enfatizan la im-
portancia de los datos gendmicos en la definicién de una proteina, lo que evita la

redundancia.

La posibilidad de obtener un informe que integra los datos de las entradas rela-
cionadas con la entrada de la peticion, por similitud de secuencia y nivel taxono-
mico (seleccionados por el usuario), es util no solo para compilar el conocimiento
acerca de las propiedades biologicas de un regulador conocido, sino también para
propagarlo a entradas sin funciéon conocida (si la funcidon es similar en todas las
proteinas caracterizadas del grupo, es probable que las proteinas no caracterizadas
posean una funcién similar), contribuyendo ademas a su anotaciéon mas segura en

los genomas.

La informacién en BacTregulators estd altamente fragmentada y estructurada lo
que permite la aplicacion de herramientas que interroguen a la base de datos sobre

diversas cuestiones relacionadas con las funciones reguladas y su fuente de origen.

Se ha construido un perfil convencional (basado en una secuencia semilla que
hemos seleccionado) para la familia de reguladores TetR. Este perfil es muy eficaz
en la deteccion de los miembros de la familia y en su discriminacion de otras pro-

teinas con dominios hélice-giro-hélice similares a los de TetR.

Los genes que codifican proteinas de la familia TetR se localizan tanto en elemen-

tos cromosOémicos como extracromosomicos.

El alto grado de conservacion de la secuencia primaria y secundaria en el fragmen-
to empleado para construir el perfil tiene su reflejo en la practica identidad de su
estructura tridimensional, lo que nos ha permitido proponer un modo de interac-

cioén con el ADN comun para los miembros de la familia.
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VIL

VIIL

IX.

Los miembros de la familia TetR participan en una amplia variedad de esquemas
de regulacion. La red puede ser tan simple como en TetR, o implicar cascadas re-
guladoras sucesivas y/o convergentes. En estos procesos, los miembros de la fami-
lia TetR controlan la expresion de genes cuyos productos estan implicados en la
resistencia a multiples drogas y compuestos toxicos, enzimas implicadas en dife-
rentes rutas catabolicas, biosintesis de antibidticos, estrés osmotico, colonizacion
de tejidos en organismos hospedadores que puede derivar en establecimiento de
simbiosis 0 en patogenicidad de bacterias tanto gram negativas como gram positi-

vas.

Los factores sigma ECF se caracterizan por su capacidad para coordinar la trans-
cripcidn en respuesta a estimulos extra citoplasmaticos. El nimero elevado de fac-
tores sigma presentes en los genomas de P. putida y P. aeruginosa correlaciona
con la capacidad ampliamente demostrada de ambos microorganismos para dispa-
rar respuestas adaptativas ante variaciones ambientales y para asegurar una adqui-

sicion eficiente de hierro.

La existencia tanto en P. putida KT2440 como P. aeruginosa PAO1 de cinco
agrupaciones formadas por un factor sigma ECF, un sensor transmembrana y un
receptor para sider6foros, muestra que estas cepas estdn equipadas con un conjun-
to de sistemas de adquisicion de hierro que sensan el sideréforo capaz de unir hie-
rro en el medio extracelular. La deteccion de un sider6foro en particular activaria
la transcripcion del sistema de captura de hierro mas eficiente y competitivo, lo

que facilitaria la distribucion ubicua de esta bacteria.

Muchos de los factores ¢ de P. putida tienen un equivalente en el patdgeno huma-
no P. aeruginosa, pero éste posee factores sigma ECF relacionados con la adquisi-
cion de hemo y sistemas de secrecion asociados a la virulencia. En P. aeruginosa,
el hierro parece constituir una sefial importante para la virulencia y todo un con-
junto de factores sigma ECF participa en la regulacion de determinantes de pato-
genicidad importantes. Estos sistemas constituyen dianas potenciales para el dise-

flo de farmacos contra este patdgeno oportunista.
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