
Post‐translational Spo0F bandpass  in a more complex model of  the core phosphorelay. The 
post‐translational Spo0F bandpass discussed in the main text is based on a simple model of the 
core  phosphorelay.  In  principle,  a  more  complicated  reaction  scheme  involving  reaction 
intermediates is also possible. Here, we verify the post‐translational Spo0F bandpass results in a 
model  of  the  core  phosphorelay  that  contains  these  reaction  intermediates.  This  reaction 
schemes has been previously used for phosphorelay‐like signaling systems [1]. 

This model consists of 17 variables, of which eight correspond to the phosphoforms of 
the  four  phosphorelay  proteins  ,ܭ ‐ ,௣ܭ ,ܨ ,௣ܨ ,ܤ ,௣ܤ ,ܣ  .௣ܣ There  are  two  additional  variables 
corresponding  to  the  free  levels of  the phosphatases of Spo0A and Spo0F, denoted ܧ and ܴ, 
respectively.  Finally,  there  are  seven  additional  variables  corresponding  to  the  reaction 
intermediates  involved  in  the  phosphorylation,  phosphotransfer  and  dephosphorylation 
reactions  ,൧ܨ௣ܭൣ ‐ ,൧ܤ௣ܨൣ ,൧ܣ௣ܤൣ ሾܶܭሿ, ,௣൧ܨܶܭൣ ,௣ܴ൧ܨൣ  ,൧. Hereܧ௣ܣൣ the  variable ܶ  denotes ATP, 
which  is assumed to be maintained at a constant value by the cell. Consequently, ሾܶܭሿ  is the 
KinA‐ATP  intermediate  that  mediates  autophosphorylation  and   ௣൧ isܨܶܭൣ the  ሾܶܭሿ‐Spo0F 
intermediate  that  mediates  the  dephosphorylation  of  Spo0F.  These  variables  are  not 
independent as they are constrained by the total concentrations of these proteins. There are six 
such constraints,  

்ܣ ൌ ܣ ൅ ௣ܣ ൅ ൧ܣ௣ܤൣ ൅  ,൧ܧ௣ܣൣ

்ܤ ൌ ܤ ൅ ௣ܤ ൅ ൧ܣ௣ܤൣ ൅  ,൧ܤ௣ܨൣ

்ܨ ൌ ܨ ൅ ௣ܨ ൅ ൧ܤ௣ܨൣ ൅ ൧ܨ௣ܭൣ ൅ ௣൧ܨܶܭൣ ൅  ,௣ܴ൧ܨൣ

்ܭ ൌ ܭ ൅ ௣ܭ ൅ ௣൧ܨܶܭൣ ൅ ൧ܨ௣ܭൣ ൅ ሾܶܭሿ, 

்ܴ ൌ ௣ܴ൧ܨൣ ൅ ܴ, 

்ܧ ൌ ൧ܧ௣ܣൣ ൅  .ܧ

Here, ்ܣ, ,்ܤ ,்ܨ ,்ܭ ்ܴ and ்ܧ denote the total concentrations of Spo0A, Spo0B, Spo0F, KinA, 
RapB, and Spo0E, respectively. Because of these six constraints, there are 11 free variables that 
describe  the  system,  and  are  chosen  to  be  ,ܭ ,௣ܭ ,ܨ ,௣ܨ ,ܤ ,௣ܤ ,ܣ ,௣ܣ ,൧ܨ௣ܭൣ ,௣ܴ൧ܨൣ  .൧ܧ௣ܣൣ The 
remaining  variables  can  be  expressed  as  a  combination  of  these  variables  and  the  total 
concentrations, 

൧ܣ௣ܤൣ ൌ ்ܣ െ ܣ െ ௣ܣ െ  ,൧ܧ௣ܣൣ

൧ܤ௣ܨൣ ൌ ்ܤ െ ܤ െ ௣ܤ െ  ,൧ܣ௣ܤൣ

௣൧ܨܶܭൣ ൌ ்ܨ െ ܨ െ ௣ܨ െ ൧ܤ௣ܨൣ െ ൧ܨ௣ܭൣ െ  ,௣ܴ൧ܨൣ

ሾܶܭሿ ൌ ்ܭ െ ܭ െ ௣ܭ െ ௣൧ܨܶܭൣ െ  ,൧ܨ௣ܭൣ

ܴ ൌ ்ܴ െ  ,௣ܴ൧ܨൣ



ܧ ൌ ்ܧ െ  .൧ܧ௣ܣൣ

The equations corresponding to these reactions are  

ܭ݀
ݐ݀ ൌ െܶ݇ଵܭ ൅ ݇ଵ௣ሾܶܭሿ ൅  ,൧ܨ௣ܭ௄ൣߥ

௣ܭ݀

ݐ݀ ൌ ݇௦ሾܶܭሿ െ ݇ଶܭ௣ܨ ൅ ݇ଶ௣ൣܭ௣ܨ൧, 

ܨ݀
ݐ݀ ൌ െ݇ଶܭ௣ܨ ൅ ݇ଶ௣ൣܭ௣ܨ൧ ൅ ௣൧ܨܶܭ௉ൣߥ ൅ ݇ହ௣ൣܨ௣ܤ൧ െ ݇ହܤܨ௣ ൅  ,௣ܴ൧ܨோൣߥ

௣ܨ݀

ݐ݀ ൌ ൧ܨ௣ܭ௄ൣߥ െ ݇ଷሾܶܭሿܨ௣ ൅ ݇ଷ௣ൣܨܶܭ௣൧ െ ݇ସܨ௣ܤ ൅ ݇ସ௣ൣܨ௣ܤ൧ െ ௣ܴܨ଼݇ ൅ ଼݇௣ൣܨ௣ܴ൧, 

ܤ݀
ݐ݀ ൌ െ݇ସܨ௣ܤ ൅ ݇ସ௣ൣܨ௣ܤ൧ ൅ ݇଻௣ൣܤ௣ܣ൧ െ ݇଻ܣܤ௣, 

௣ܤ݀

ݐ݀ ൌ ݇ହ௣ൣܨ௣ܤ൧ െ ݇ହܤܨ௣ െ ݇଺ܤ௣ܣ ൅ ݇଺௣ൣܤ௣ܣ൧, 

ܣ݀
ݐ݀ ൌ െ݇଺ܤ௣ܣ ൅ ݇଺௣ൣܤ௣ܣ൧ ൅  ,൧ܧ௣ܣாൣߥ

௣ܣ݀

ݐ݀ ൌ ݇଻௣ൣܤ௣ܣ൧ െ ݇଻ܣܤ௣ െ ݇ଽܣ௣ܧ ൅ ݇ଽ௣ൣܣ௣ܧ൧, 

൧ܨ௣ܭൣ݀
ݐ݀ ൌ ݇ଶܭ௣ܨ െ ൫݇ଶ௣ ൅  ,൧ܨ௣ܭ௄൯ൣߥ

௣ܴ൧ܨൣ݀
ݐ݀ ൌ ௣ܴܨ଼݇ െ ൫଼݇௣ ൅  ,௣ܴ൧ܨோ൯ൣߥ

൧ܧ௣ܣൣ݀
ݐ݀ ൌ ݇ଽܣ௣ܧ െ ൫݇ଽ௣ ൅  .൧ܧ௣ܣா൯ൣߥ

Here, the rate constants assigned to the different reactions as follows, 

i. Autophosphorylation  of ܭ: ݇ଵ, ݇ଵ௣  are  the  association‐dissociation  rates  for  the  reaction 
intermediate ሾܶܭሿ, and ݇௦ is the rate of formation of ܭ௣ from this reaction intermediate. 

ii. Phosphotransfer from ܭ௣ to ܨ: ݇ଶ, ݇ଶ௣ are the association‐dissociation rates for the reaction 
intermediate ൣܭ௣ܨ൧, and ߥ௄ is the rate of formation of ܨ௣ from this reaction intermediate. 

iii. Dephosphorylation  of   ௣ܨ by  ሾܶܭሿ  :  ݇ଷ, ݇ଷ௣  are  the  association‐dissociation  rates  for  the 
reaction  intermediate   ,௣൧ܨܶܭൣ and   ௉ߥ is  the  rate  of  formation  of   ܨ from  this  reaction 
intermediate. 

iv. Phosphotransfer from ܨ௣ to ܤ: ݇ସ, ݇ସ௣ are the association‐dissociation rates for the reaction 
intermediate ൣܨ௣ܤ൧ from the reactants ܨ௣ and ܤ. 



v. Reverse phosphotransfer from ܤ௣ to ܨ: ݇ହ, ݇ହ௣ are the association‐dissociation rates for the 
reaction intermediate ൣܨ௣ܤ൧ from the reactants ܤ௣ and ܨ. 

vi. Phosphotransfer from ܤ௣ to ܣ: ݇଺, ݇଺௣ are the association‐dissociation rates for the reaction 
intermediate ൣܤ௣ܣ൧ from the reactants ܤ௣ and ܣ. 

vii. Reverse phosphotransfer from ܣ௣ to ܤ: ݇଻, ݇଻௣ are the association‐dissociation rates for the 
reaction intermediate ൣܤ௣ܣ൧ from the reactants ܣ௣ and ܤ. 

viii. Dephosphorylation of ܨ௣ by ܴ: ଼݇, ଼݇௣ are the association‐dissociation rates for the reaction 
intermediate ൣܨ௣ܴ൧, and ߥோ is the rate of formation of ܨ from this reaction intermediate. 

ix. Dephosphorylation of ܣ௣ by ܧ: ݇ଽ, ݇ଽ௣ are the association‐dissociation rates for the reaction 
intermediate ൣܣ௣ܧ൧, and ߥா is the rate of formation of ܣ from this reaction intermediate. 

Parameter  values  are  based  on  [1],  ݇ଵ ൌ ݇ଶ ൌ ݇ଷ ൌ ଵ
௡ெ·௛௥

ൌ ݇ସ ൌ ݇ହ ൌ ݇଺ ൌ ݇଻ ൌ ଼݇ ൌ

݇ଽ, ݇ଵ௣ ൌ ݇ଶ௣ ൌ ݇ଷ௣ ൌ ௄ߥ ൌ ௉ߥ ൌ ଵ଴య

௛௥
ൌ ݇ସ௣ ൌ ݇ହ௣ ൌ ݇଺௣ ൌ ݇଻௣ ൌ ଼݇௣ ൌ ݇ଽ௣ ൌ ோߥ ൌ

,ாߥ ݇௦ ൌ ଵ଴మ

௛௥
, ்ܣ ൌ ்ܤ ൌ ்ܨ ൌ ்ܭ ൌ ,ܯ1000݊ ்ܧ ൌ ்ܴ ൌ  .ܯ100݊

The steady state for different total concentrations of Spo0F is computed by numerically 
integrating these equations using ode23s (Supp. Fig. S2H). For the computation with no reverse 
phosphotransfer, the corresponding rate constants are set to zero, ݇ହ ൌ ݇଻ ൌ ݇ସ௣ ൌ ݇଺௣ ൌ 0. 
Similarly, for the computation with no Spo0F phosphatase, the corresponding parameters are 
set to zero, ்ܴ ൌ ଼݇ ൌ ଼݇௣ ൌ ோߥ ൌ ݇ଷ ൌ ݇ଷ௣ ൌ ௉ߥ ൌ 0. There is an additional constraint as the 
reaction  intermediate   ௣൧ does not exist. Enforcingܨܶܭൣ this  constraint ൫ൣܨܶܭ௣൧ ൌ 0൯  reduces 
the  number  of  differential  equations  by  one  as  the  value  of  another  reaction  intermediate 
൧ܨ௣ܭൣ ,൧ is already determinedܨ௣ܭൣ ൌ ்ܨ െ ܨ െ ௣ܨ െ ൧ܤ௣ܨൣ െ  .௣ܴ൧ܨൣ
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